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RESUMO
Sementes de orquideas: conservacao e avaliacao de viabilidade

No ano de 2008, o Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade do Oeste Paulista estabeleceu uma parceria com
o Orchid Seed Stores for Sustainable Use (OSSSU) Project - Darwin Initiave - para a
criacdo de um banco de sementes de orquideas na Unoeste, em Presidente
Prudente, SP. O objetivo desse empreendimento foi colaborar com a conservagao
ex situ da maior familia de plantas que, devido a intensa degradacdo ambiental e
exploragdo desenfreada, € também uma das mais ameagadas de extingdo. O
armazenamento de sementes em bancos de germoplasma se da em baixas
condicbes de umidade e temperatura e possui grandes vantagens, pois as
numerosas e pequenas sementes podem ser conservadas por anos a custos muito
reduzidos. No entanto, tal estratégia pressupbe procedimentos como testes de
viabilidade para a selecdo de lotes a serem conservados, monitoramento da
qualidade das sementes armazenadas e eventuais testes de germinacdo para a
producao de individuos a serem reintroduzidos em sistemas naturais. Desta forma, o
presente trabalho trata do estabelecimento do banco de sementes na Unoeste e de
sua importancia para a conservacao da biodiversidade das orquideas. Também
estdo descritos os resultados dos procedimentos de pré-condicionamento, testados
com o intuito de melhorar a qualidade do teste de tetrazodlio, um dos mais utilizados
para a verificagdo da viabilidade das sementes. Por fim analisa-se o resultado de
experimentos para a determinacdo das temperaturas cardeais de germinacdo —
minima, 6tima e maxima — para algumas espécies de orquideas do género Cattleya.

Palavras-chave: Orchidaceae. Germinagéo. Tetrazolio.



ABSTRACT
Orchid seeds: conservation and viability evaluation

In 2008, the Plant Tissue Culture Laboratory from the Agricultural Sciences College
has partnered with Orchid Seed Stores for Sustainable Use (OSSSU) Project -
Darwin Initiave - to create an orchid seed bank at Unoeste in Presidente Prudente,
Séao Paulo. The aim of this project was to collaborate with the ex situ conservation of
the largest plant family, that due to intense environmental degradation and unbridled
exploitation, is also one of the most endangered. Seed storage in germplasm banks
requires low conditions of humidity and temperature and has great advantages, as
the numerous small seeds can last for years at very low costs. However, this strategy
demands procedures such as viability tests for selecting lots to be stored, quality
monitoring of stored seeds and eventually, germination tests to determine the
potential for the production of individuals to be reintroduced into natural systems.
Thus, the present work approaches the seed bank establishment at Unoeste and its
importance for orchid biodiversity conservation. It also describes the results of
preconditioning procedures, tested in order to improve the quality of tetrazolium test,
one of the most used for the verification of seed vigor and viability. Finally were
analyze the results of experiments to determine the germination cardinal
temperatures - minimum, optimum and maximum - for some species of orchids.

Keywords: Orchidaceae. Germination. Tetrazolium.
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INTRODUCAO GERAL

As mudancas climaticas, o desmatamento e a exploracdo comercial
irregular sdo algumas das mais importantes ameacas a biodiversidade na
atualidade. A degradacgéo de habitats e a interferéncia humana na intrincada rede de
relagcbes que o0s organismos estabelecem entre si nos ecossistemas ameagcam a
sobrevivéncia até mesmo das espécies ainda ndo conhecidas e descritas pelo
homem (SEATON et al., 2010). A elaboracdo das chamadas listas vermelhas, que
classificam as espécies de acordo com diferentes graus de ameaca, constituem uma
estratégia de conscientizacdo e ao mesmo tempo indicam prioridades para a
elaboracdo de estratégias de conservacdo (ASHMORE; HAMILTON; OFFORD,
2011).

A conservacao in situ, realizada na natureza, nem sempre é possivel
ou suficiente para garantir a sobrevivéncia das espécies. Por isso, cada vez mais se
ampliam as estratégias ex situ, que compreendem a manutencao de individuos ou
tecidos em ambientes ndo naturais para a espécie em questdo. A integracao entre
os dois modos de conservacao parece ser o caminho mais adequado para combater
a perda de biodiversidade (MIRENDA, 2008; SEATON; PRITCHARD, 2011).

As sementes de orquideas sdo muito pequenas e bastante numerosas,
0 que facilita seu armazenamento em bancos de germoplasma, em condi¢cdes de
baixa temperatura e umidade. No entanto, mesmo em condi¢cdes favoraveis, a
viabilidade da sementes, isto €, sua capacidade de germinacédo e producdo de novos
individuos, pode ser afetada. Para identificar a qualidade dos lotes de sementes
destinados a conservacao, determinar as melhores condicbes de armazenamento e
monitorar periodicamente o efeito do armazenamento sobre a qualidade das
sementes, sdo aplicados testes de viabilidade, entre os quais 0s mais comuns s&o
os testes de germinacéo e de tetrazdlio.

Especificamente para sementes de orquideas o teste de tetrazolio € o
mais indicado, pois fornece resultados mais rapidos. Testes de germinacdo em
sementes de orquideas sao demorados e possuem custos elevados, uma vez que a
germinacao necessita de associacdo com fungos micorrizicos ou meios de cultura

de composicéo particular para cada espécie (HOSOMI et al., 2011).
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A inclusdo de procedimentos de pré-condicionamento nos protocolos
do teste de tetrazoélio — cujas variantes ainda carecem de informagéo para a maioria
das espécies — pode aumentar sua eficiéncia, proporcionando alteracfes teciduais
que garantam a melhor infiltracdo do tetrazolio na semente e, por conseguinte, a
melhor visualizagdo das sementes viaveis.

Outro estudo que pode aumentar a eficiéncia dos procedimentos de
conservacao ex situ em bancos de sementes de orquideas é a determinacdo das
temperaturas cardeais de germinacao, que néo foram estabelecidas para a maioria
das espécies. Periodicamente as sementes armazenadas em bancos podem ser
germinadas para originar plantulas destinadas a translocacdo e recomposicdo da
flora, portanto, quanto maior a taxa de germinacdo, maior a eficacia do
procedimento.

Desta forma, o presente trabalho apresenta quatro capitulos. O
primeiro traz uma revisdo sobre a importancia dos bancos de sementes, da
integracdo das estratégias in situ e ex situ para conservagdo da biodiversidade e
relata especificamente o historico da constituicdo do banco de sementes da
Unoeste, em parceria com o OSSSU Project (Orchid Seed Stores for Sustainable
Use). J4 o segundo relata um ensaio para delinear os protocolos mais adequados
para o pré-condicionamento das sementes de duas espécies de orquideas, visando
melhorar a qualidade de deteccdo de viabilidade do teste de tetrazolio. O terceiro
trata da avaliacédo fisiologica de sementes de orquideas armazenadas no banco
Unoeste, que embasou o céalculo da previsdo de sua longevidade. Por fim, o dltimo
artigo descreve os experimentos realizados com doze espécies do género Cattleya
para determinar as temperaturas cardeais de germinacéo. A definicdo das melhores
temperaturas para a germinacdo assimbidtica em meio de cultura MS contribui para

otimizar os resultados do teste de germinacdo para cada espécie analisada.
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1. CAPITULO I: CONSERVACAO EX SITU DE ORQUIDEAS — BANCO DE
SEMENTES

RESUMO - A intensa degradacdo de habitats pela acdo humana tem sido um dos
fatores decisivos para a insercdo de diversas espécies da familia Orchidaceae nas
chamadas listas vermelhas, que reunem seres vivos com diferentes graus de
ameaca de extingdo. Nesse sentido, apresenta-se neste trabalho uma reviséo das
diversas estratégias para a conservacao de espécies de orquideas que vem sendo
desenvolvidas pela comunidade cientifica, as quais podem se dar in situ, isto €, na
natureza, ou ex situ, em ambientes ndo naturais para a espécie em questdo. A
conservacao ex situ de plantas compreende a manutencao de sementes, tecidos ou
individuos em bancos de germoplasma, sendo os bancos de sementes uma das
estratégias mais viaveis para a conservacdo de orquideas. Nessas colegdes,
sementes de muitas espécies podem ser mantidas em condi¢des baixas de umidade
e temperatura sem perder a viabilidade por longo prazo, ocupando pouco espaco e a
custos relativamente reduzidos. Desta forma, concluiu-se que, apesar de os bancos
de sementes ndo serem adequados para as espécies cujas sementes Ssao
recalcitrantes, eles constituem uma das mais importantes estratégias de
conservacgao ex situ a ser utilizada, de modo integrado a outras, visando garantir a
manutencao da biodiversidade vegetal.

Palavras-chave: Congelamento. Germoplasma. Orchidaceae.
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EX SITU ORCHID CONSERVATION: SEED BANK

ABSTRACT- Intense degradation of habitats by human action is one of the decisive
factors for the inclusion of several Orchidaceae family species in red lists, which
assemble organisms at different degrees of endanger. Accordingly, it is presented on
this paper, a review of several strategies promoted by scientific community to
improve orchid species conservation, which may occur in situ, i.e. in nature, or ex
situ, in non-natural environments for the species in question. Ex situ plant
conservation comprises maintaining seeds, tissues or specimens in germplasm
banks, being seed banks one of the most feasible strategies for orchids conservation.
In these collections, seeds of many species can be kept at low humidity and
temperature without losing long-term viability, taking up little space, at relatively low
costs. In this way it was concluded that, although seed banks are not suitable for
species whose seeds are recalcitrant, they are one of the most important ex situ
conservation strategies to be used integrated with others, to ensure the maintenance
of plant biodiversity.

Key words: Freezing. Germplasm. Orchidaceae.
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1.1 Introducéo

A familia Orchidaceae € a segunda maior dentre as plantas, com cerca
de 26.000 espécies distribuidas em 736 géneros (CHASE et al., 2015),
correspondendo a um terco das monocotiledéneas e a cerca de 8 a 10% de todas as
plantas. Ela ocorre em todos os continentes, exceto na Antartida, sendo mais
diversificada e numerosa nas regides tropicais e subtropicais. A flora de orquideas
de muitos paises € pouco conhecida; sdo descritas aproximadamente 500 espécies
novas por ano (CHASE et al., 2015).

Ha muito tempo as orquideas vém fascinando os pesquisadores, seja
por sua diversidade de morfologia floral e vegetativa, por suas diferenciadas
sindromes de polinizacdo ou ainda por suas diferentes estratégias reprodutivas
desenvolvidas ao longo de sua historia evolutiva (FAY; CHASE, 2009).

Utilizadas principalmente para ornamentacdo, as orquideas séo
intensamente exploradas, 0 que, juntamente com a agressiva degradacdo de seus
habitats, tém resultado na extingdo localizada de populagdes nativas. Assim, faz-se
necessario o desenvolvimento de estratégias de conservagédo, de modo a garantir a
preservacao da biodiversidade desse grupo de plantas especialmente ameacadas.

As estratégias de conservacdo de recursos genéticos envolvem duas
formas: conservacéo in situ e conservacao ex situ. A conservacao vegetal ex situ
compreende a manutencdo de plantas, sementes ou tecidos em bancos de
germoplasma. Esse tipo de estratégia tem por objetivo evitar a perda de recursos
geneéticos, preservar fontes de genes para uso futuro, além de colecionar, identificar
e caracterizar genotipos para 0 uso no melhoramento. Existem bancos de
germoplasma in vivo, isto €, areas que reunem cole¢cfes de plantas vivas, mantidas
em jardins botanicos, arboretos, ou proximas a bancos de sementes. No entanto,
além de necessitarem de um espaco fisico muito maior e de cuidados constantes,
tais estruturas estdo mais sujeitas a intempéries e desastres naturais, como
incéndios, pragas e doencas. Outras formas de conservacdo ex situ do
germoplasma séo o0s bancos de sementes e a cultura de tecidos (conservacao in
vitro), esta indicada de modo especial para plantas que ndo produzem sementes, as
produzem em pequenas quantidades ou ainda aquelas cujas sementes sao
recalcitrantes (KOOPOWITZ; HAWKINS, 2012).
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Ja a conservacdo in situ ocorre em comunidades naturais como
parques nacionais, reservas bioldgicas, reservas genéticas, estacdes ecoldgicas e
refugios de vida silvestre. Nesses ecossistemas, vegetais, animais e microrganismos
interagem entre si, o que é fundamental para manter o equilibrio da biosfera. A
conservacao in situ de recursos genéticos de certas espécies prioritarias é o primeiro
passo para a conservacdo do proprio ecossistema, pois se traduz em beneficios
adicionais como estabilizacdo e melhoria do solo, diminuicdo da eroséo e obtencéo
de aguas mais limpas. Esse tipo de estratégia é a mais adequada para preservar
espécies florestais e também parentes silvestres de espécies cultivadas (KAUTH,;
KANE; VENDRAME, 2011). De modo especial, aplica-se a espécies que apresentam
distribuicdo ecoldgica restrita, baixa densidade populacional, baixa capacidade de
regeneracao natural, habitat vulneravel ou ameacado. Sua grande vantagem é a
continua adaptagdo ao ambiente, uma vez que os individuos sdo mantidos em seu
habitat original, garantindo a constante influéncia das forgas evolutivas (BARBIERI,
2003).

Somente na natureza pode ocorrer 0 processo de adaptacao evolutiva
de uma populagéo localizada numa comunidade sujeita as alteracdes ambientais
(PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Por esse motivo, a principio, a conservagao in situ
pode nao ser eficiente quando os individuos remanescentes se localizam fora das
areas protegidas ou ainda no caso de pequenas populacdes. Todavia, em grande
parte dos tropicos, incluindo o Brasil, ndo se conhece o tamanho das populacdes da
maior parte das espécies de plantas. Na verdade, existem até mesmo inuUmeras
espécies que nem foram nomeadas ou descritas. Desta forma, a conservacao in situ
se configura como a principal estratégia para tais espécies, permitindo que elas
possam ao menos ser conhecidas e estudadas.

Os esforcos de conservacdo ex situ sao parte importante de uma
estratégia de conservacao integrada para proteger as espécies ameacadas. As
estratégias de conservacdo ex situ e in situ sdo abordagens complementares.
Individuos de populagbes ex situ podem ser periodicamente integrados a natureza
para aumentar os esfor¢cos de conservacao in situ.

Além da producdo de plantas, os jardins botanicos e institutos de
pesquisas tém desenvolvido colecfes de sementes, por vezes chamadas de bancos
de sementes, retiradas do ambiente natural ou de plantas cultivadas. Estocadas

nesses locais sob baixas temperatura e umidade, sementes de muitas espécies de
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plantas ainda germinam depois de certo tempo. Tal habilidade das sementes em
permanecerem quiescentes ou dormentes é extremamente valiosa para os esforcos
de conservacgao ex situ, porque permite que as sementes de um grande numero de
espécies raras sejam resfriadas e estocadas em um pequeno espago, com pouca
supervisdo e a baixo custo. Existem no mundo mais de cinquenta bancos de
sementes reconhecidos, muitos deles localizados em paises em desenvolvimento,
com suas atividades coordenadas pelo Grupo Consultor de Pesquisa Agricola
Internacional (CGIAR).

Embora os bancos de sementes possuam um grande potencial para a
conservacao de espécies, eles também apresentam alguns problemas. Dificuldades
no fornecimento de energia ou na manutencdo de equipamentos podem danificar
uma colecéao inteira de individuos congelados. Além disso, na estocagem a frio, as
sementes perdem gradativamente sua habilidade de germinacdo devido a exaustao
de suas reservas energéticas e ao acumulo de deterioracées danosas. Para superar
esta deterioragcdo gradativa da qualidade da semente, amostras devem ser
periodicamente germinadas, as plantas adultas cultivadas até a maturidade, e novas
amostras de sementes estocadas (PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

1.2 Desenvolvimento

Muitas espécies de plantas estdo ameacadas de extingdo ao redor do
mundo devido ao desaparecimento gradual de ecossistemas terrestres naturais,
fruto da intervencdo humana. Além da invasdo de espécies exoticas e do
desmatamento da vegetacdo para a agricultura, que resulta em erosao e salinizacéo
do solo, mais recentemente a mudanca climatica tem aparecido como uma nova e
significativa ameaca (REED et al., 2011). Mais de 50% das espécies de plantas do
mundo sdo endémicas em trinta e quatro hotspots globais de biodiversidade (GBH -
Global Biodiversity Hotspots), que ja cobriram 15,7% da superficie terrestre do
planeta e agora se encontram reduzidos a apenas 2,3%. Um grande nuamero de
espécies endémicas dessas areas encontra-se em crescente ameaga de extingdo. A
Lista Vermelha de Espécies de Plantas Ameacadas, publicada em 1998, pela

primeira vez, pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN -
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International Union for Conservation of Nature), atualmente inclui 11.577 espécies,
sendo 10.875 de plantas com flores (IUCN, 1998; IUCN, 2016).

S&0 necessarias iniciativas desenvolvidas e dirigidas por agéncias
internacionais para a conservacdo integrada de espécies vegetais raras e
ameacadas. A conservacgéao global da biodiversidade significa maior segurancga para
0s programas relacionados a produgdo agricola e a conservacao biologica, bem
como para a seguranca alimentar, constituindo-se em um componente essencial
para o desenvolvimento sustentavel e para a propria manutencdo da diversidade
genética das espécies de importancia socioeconémica.

Nos termos da Convencao sobre Diversidade Bioldgica, a conservagao
in situ é definida como sendo a conservacdo dos ecossistemas e dos habitats
naturais, a manutencao e a reconstituicdo de populacdes viaveis de espécies nos
seus ambientes naturais e, no caso de espécies domesticadas e cultivadas, nos
ambientes onde desenvolveram seus caracteres distintos. J4 a conservacao ex situ,
por sua vez, envolve a manutencdo, fora do habitat natural, de uma
representatividade da biodiversidade, de importancia cientifica ou econémico-social,
inclusive para o desenvolvimento de programas de pesquisa, particularmente
aqueles relacionados ao melhoramento genético (MIRENDA, 2011).

A Estratégia Global para a Conservacdo de Plantas (GSPC - Global
Strategy for Plant Conservation), assinada por mais de 180 paises em 2002, visa
conter a perda iminente de biodiversidade através da definicdo de metas para a
compreensdo e conservacdo da diversidade de plantas, promocdo do uso
sustentavel, educacdo ambiental, além do fornecimento e constru¢éo de estruturas
para apoiar a conservacao de plantas (GSPC, 2010). A meta 8 deste plano
recomenda a criacdo de colecBes ex situ para pelo menos 75% das espécies
ameacadas, preferencialmente no pais de origem, sendo que no minimo 20% delas
deverdo estar inseridas em programas de reabilitacdo ecolégica até 2020, como
observado no Programa de Desenvolvimento da Organizacdo das Nacdes Unidas
(UNDP - United Nations Development Program), (UNDP, 2010a). Outra iniciativa
desenvolvida pelos Estados Membros da Organizagcdo das Nacdes Unidas e por
mais de 20 organizacdes internacionais foram as Metas de Desenvolvimento do
Milénio (MDGs - The Millennium Development Goals). Das oito metas dos MDGs,
sete foram destinadas a reduzir significativamente a taxa de perda de biodiversidade
até 2015 (UNDP, 2010b).
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Apesar da conservacao de plantas ter progredido através do uso de
estratégias de protecdo em jardins botanicos e bancos de sementes, sdo
necessarias novas abordagens para algumas das espécies mais ameacadas. A
complementacéo de estratégias de conservacao in situ em combinag¢do com ex situ,
pode ser importante para a preservacdo da biodiversidade de espécies ameacadas
em muitos habitats.

A conservagao in situ pode nao ser suficiente para enfrentar os
desafios de salvar espécies ameacadas de extincdo. Apesar de os bancos de
sementes poderem ser utilizados para a conservacdo ex situ da maioria das
espécies ameacadas, ha um numero significativo de espécies para as quais 0s
bancos de sementes ndo sdo uma opcdo adequada. Conservar a diversidade
genética das espécies e das populacdes € muito importante nestas situacdes, sendo
assim, a micropropagacao pode proporcionar um grande numero de propagulos de
uma secc¢dao transversal da diversidade genética de uma regido (ROGERS, 2003).

Entre as ferramentas in vitro de conservagao ex situ, a propagacao
vegetativa e os métodos de aclimatacdo podem contribuir para a producédo de
propagulos, tanto para criopreservacdo quanto para a translocacdo ou projetos de
reintroducdo (ASHMORE; HAMILTON; OFFORD, 2011). Além disso, as técnicas de
cultivo in vitro vém sendo utilizadas para estudar os habitos de crescimento de
plantas, bem como os fatores ecologicos que influenciam no seu crescimento e
desenvolvimento (isto é, na “Ecologia” in vitro). Embora existam padroniza¢des para
os meétodos de propagacédo in vitro, existem chances de determinadas espécies
apresentarem necessidades de crescimento incomuns e, portanto, exigirem
procedimentos especificos. Outro fator a se considerar € a quantidade limitada de
material disponivel de plantas de espécies raras, que traz grandes desafios na
aplicacdo de métodos in vitro quando tais espécies se encontram ameacadas de
extingdo (SARASAN et al., 2006).

E interessante ressaltar que muitas espécies tropicais apresentam
sementes cuja viabilidade é perdida em baixa umidade e temperatura (sementes
recalcitrantes), o que impede que sejam armazenadas através de métodos
convencionais (CHIN, 1996). Para tais espécies, a cultura de tecidos em médio
prazo € uma possibilidade para a conservagao ex situ, e pode fornecer tecidos para
criopreservacao e armazenamento por longo prazo. A cultura in vitro de médio prazo

(1-5 anos) e a criopreservacao para conservagao por longo prazo (> 5 anos) estao
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bem estabelecidas para algumas espécies (ASHMORE et al., 1997; REED et al.,
2005; REED, 2008). Técnicas in vitro sdo uma boa opcao de longo prazo para a
criopreservacdo de embrides ou de tecidos vegetativos, uma alternativa preferivel
aos bancos de sementes, para as espécies arboreas tropicais, cujas sementes sao
recalcitrantes (NORMAH; MAKEEN, 2008).

No primeiro Congresso Internacional de Conservacdo de Orquideas
(IOCC - International Orchid Conservation Congress) realizado em 2001 na
Australia, a comunidade cientifica concordou que, até 2010, 90% das espécies de
orquideas ameacadas deveriam estar em seguranca, sendo 50% desse total em
colecbes ex situ e em programas de recuperacao (DIXON; PHILLIPS, 2007). Até
onde se sabe, é improvavel que tal meta tenha sido cumprida globalmente, embora
algumas iniciativas tenham tido sucesso, como o Banco de Sementes de Orquideas
na Austrélia (Orchid Seed Bank Challenge in Western Australia), que alcangcou o
armazenamento de sementes e a selecdo de micorriza de trés quartos das 408
espécies terrestres nativas do sudoeste da Australia, um hotspot de biodiversidade
(SWARTS; DIXON, 2009). Surgiu também o projeto OSSSU - Orchid Seed Stores for
Sustainable Use, da Darwin Initiative, que ultrapassou a meta inicial em trés anos,
ao armazenar 240 espécies (SEATON; MARKS; PRITCHARD, 2010).

Ha mais de 30 anos, na Conferéncia Mundial de Orquideas (WOC)
realizada em Miami em 1984, foi proposta para a comunidade cientifica que trabalha
com orquideas a constru¢cdo de um banco de sementes, como um seguro contra
possiveis perdas de espécies em seus habitats na natureza (FAY, 2010). No
entanto, apesar dos trabalhos prévios de Knudson, que trinta anos antes indicavam
a possibilidade de armazenamento de sementes secas de orquidea sob baixas
temperaturas por até vinte anos (KNUDSON, 1954), havia necessidade de mais
dados. Investiga¢cBes detalhadas dos ultimos vinte anos tém revelado que, embora
as sementes de algumas espécies ndo tolerem a secagem e o armazenamento a
frio, para um grupo consideravel de espécies os beneficios dessas técnicas sao
semelhantes aos quantificados em colheitas de sementes. Assim, € provavel que a
grande maioria das espécies que pertencem a familia Orchidaceae seja capaz de
tolerar o armazenamento a seco, provavelmente durante muitas décadas, quando
mantidas a -20 °C (SEATON; PRITCHARD, 2003).

Além disso, como as sementes de orquideas apresentam tamanho
(0,05-6mm) e massa (0,31-24ug) reduzidos (ROBERTS; DIXON, 2008), um grande
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namero delas pode ser facilmente armazenado em um pequeno volume, facilitando
a formacdo dos bancos de sementes, dispensando a necessidade de grandes
instalagcbes. De fato, um freezer doméstico tem capacidade suficiente para
armazenar as sementes representativas da flora de orquideas de um pais.

O projeto da Darwin Initiative, "Armazenamento de Sementes de
Orguidea para Uso Sustentavel" (OSSSU) foi financiado pelo Defra (Departamento
do Governo Britanico para o Meio Ambiente, Alimentacdo e Assuntos Rurais). O
objetivo da instituicdo (http://darwin.defra.gov.uk/) era financiar projetos conjuntos
entre instituicdes do Reino Unido e parceiros situados em localidades ricas em
recursos bioldgicos, que poderiam se beneficiar da ajuda financeira adicional do
Reino Unido. O OSSSU Project uniu, por trés anos, o Royal Botanic Gardens, o
Departamento de Conservacao de Sementes do Kew em Wakehurst Place e paises
parceiros localizados inicialmente na Asia e América Latina. O objetivo foi
estabelecer uma rede global de bancos de sementes de orquideas, com foco inicial
em paises com alta biodiversidade de orquideas (SEATON; PRITCHARD, 2008).

Iniciado em outubro de 2007, com um workshop em Chengdu para
participantes da prépria China, além de representantes da india, Indonésia, Filipinas,
Cingapura, Tailandia e Vietnd, o OSSSU Project propds no evento o intercambio de
experiéncias, o desenvolvimento de protocolos comuns e as metas do projeto. A
segunda oficina, realizada para participantes oriundos de hotspots da América
Latina, reuniu em Quito participantes do préprio Equador além de Bolivia, Brasil,
Chile, Colébmbia, Costa Rica, Cuba e Guatemala. A rede regional se expandiu para
incluir México, Panamda, Republica Dominicana e Peru, que participam como
membros associados (SEATON; MARKS; PRITCHARD, 2010). A importancia do
OSSSU Project ndo esta relacionada apenas ao armazenamento de sementes de
orquideas por longo prazo, mas também a geragdo de informacgéo. As espécies sédo
germinadas em, pelo menos, dois meios diferentes, sendo um deles o Knudson C
(KNUDSON, 1946) e o outro, meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Esse
procedimento gerou dados que permitiram a comparacdo do desempenho de, no
minimo, 240 espécies representativas de uma ampla gama de géneros.

Algumas espécies germinam bem em meios diferentes como descrito
por Cueva e Gonzalez (2009) que relataram maior percentual germinacédo (90%)
para Cyrtochilum loxense cultivada em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) do

que em Knudson C (60%). Em contrapartida, sementes de Paphiopedilum delenatii
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apresentam maior porcentagem de germinagao em meio Knudson C (90,1%) do que
em meio MS (9%) (NHUT et al., 2005). Isso exemplifica como cada espécie esta
sendo germinada em pelo menos dois meios — ndo necessariamente MS — com
base na experiéncia particular do pais em germinacéo de sementes de orquideas da
flora local. O site do OSSSU Project (http://osssu.org/) disponibiliza informacoes
sobre participantes e recursos, além de noticias atualizadas, através das quais 0s
parceiros podem acessar informacdes sobre o material, o local e o modo de
armazenamento e germinacéo. Os protocolos comuns (para detalhes ver SEATON,;
PRITCHARD, 2003; http://osssu.org/main/resources.html) permitem que sejam feitas
comparacdes entre uma ampla variedade de espécies. Um elemento-chave para o
sucesso do projeto € o estabelecimento de uma definicho comum de germinacao,
que considera apenas sementes cheias — que contém embrides viaveis — que
atingem um ponto de intumescimento suficiente para que o protocormo rompa a
testa.

Por fim, € também um objetivo do projeto armazenar um grande
namero de sementes de cada espécie, de modo a preservar a0 menos uma parte da
biodiversidade genética presente nas populacdes selvagens. E importante ressaltar
ainda que a seguranca de um banco de sementes pode ser bastante aumentada
através do procedimento de duplicagdo, que deve, no entanto, ser realizado no
ambito dos atuais marcos legais, tanto no pais como em acordo com regulamentos
internacionais. Além do armazenamento da duplicata do banco no proprio pais,
existe a op¢do adicional de depositar acessos duplicados de sementes de orquideas
no Banco de Sementes do Milénio, localizado no Royal Botanic Gardens, Kew,
Inglaterra (SEATON; PRITCHARD, 2011).

No Brasil a UNOESTE - Universidade do Oeste Paulista foi a pioneira
em alinhar-se ao OSSSU - Project, sendo seguida depois pela UFPR -
Universidade Federal do Parana. Ambas instituicbes tém participado das discussfes
dos grupos de trabalhos que ocorrem no mundo inteiro. Em 2008 a Universidade do
Oeste Paulista — UNOESTE - iniciou o estabelecimento de um banco de sementes
em parceria com o projeto "Armazenamento de Sementes de Orquidea para Uso
Sustentavel" — Orchid Seed Stores for Sustainable Use (OSSSU) — da Darwin
Initiative. Atualmente o banco conta com 350 lotes de sementes provenientes de
orquidarios certificados, que realizam polinizacdo cruzada entre os espécimes. As

amostras pertencentes a 133 espécies diferentes estdo estocadas a -18°C; destas,
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22 espécies estdo indicadas em listas vermelhas e 58 pertencem ao género
Cattleya. Periodicamente avalia-se a qualidade fisiolégica das sementes
armazenadas através do teste de tetrazélio e da germinagcdo assimbiotica no meio
de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), sendo as analises realizadas através
de imagens digitalizadas. Tal procedimento auxilia na determinacdo das melhores

estratégias de armazenamento para as sementes de orquideas brasileiras.

1.3 Consideracgfes Finais

A conservacao ex situ de orquideas através de bancos de sementes
constitui uma ferramenta bastante econdmica, por ndo necessitar de grandes
espacos e investimentos. Entretanto, ainda faltam estudos para determinar o nimero
de espécies tolerantes ao frio e dessecacdo. Dessa forma, para a conservacao das
espécies de orquideas é necessario alinhar todas as formas de conservacéo in situ e

ex situ, de modo a promover a preservacao de sua diversidade.
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2. CAPITULO II: CONDICOES DO TESTE DE TETRAZOLIO NA AVALIACAO DA
VIABILIDADE DE SEMENTES DE ORQUIDEAS

RESUMO - O teste de tetrazélio € um dos mais tradicionais para a avaliacdo da
qualidade e vigor das sementes. A realizacdo de pré-condicionamento tem
melhorado a eficacia do referido teste. No presente trabalho avaliou-se a eficiéncia
de diferentes pré-condicionamentos, a influéncia do pH, das concentracbes e dos
tempos de exposicdo a solucao de tetrazolio na avaliagdo da qualidade de amostras
de sementes de orquideas. Para analisar o uso do pré-condicionamento, duas
amostras de sementes foram submetidas a diferentes tratamentos: em agua, em
solucéo de sacarose 10% e em solucdo de glicose a 10%, a temperatura ambiente
por 24 horas. Apls, as sementes foram imersas em diferentes solucdes de
tetrazélio, diluido em tampéo ou agua por trés periodos, em banho-maria a 40 °C, no
escuro. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado e a comparacéo das
meédias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O teste de tetrazélio em
sementes pré-condicionadas em solucdo de glicose ou de sacarose a 10% mostrou-
se mais eficaz. O uso de solucdo tampdo na diluicdo do sal de tetrazodlio néo
apresentou diferenca em relacdo a diluicho em agua. Sementes mantidas por 24
horas em contato com a solucao de tetrazolio a 1% apresentaram maiores valores
de viabilidade para as duas amostras de sementes.

Palavras chave: Orchidaceae. Pré-condicionamento. Solugcédo tampao.
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Tetrazolium test conditions in the evaluation of orchid seeds viability

ABSTRACT - Tetrazolium test is one of the most traditionals for the evaluation of
seeds quality and vigor. Optional preconditioning procedures have improved the
efficiency of this test. This work evaluated the efficiency of different preconditioning
procedures, the influence of pH, concentrations and exposure time to tetrazolium
solution in assessing the quality of lots of orchid seeds. The analysis was made
through magnification of digital images. For the evaluation of preconditioning, two
seed lots were aliquoted and submitted to different treatments: sucrose 10% solution,
glucose 10% solution and water, at room temperature, for 24 hours. After that, seeds
were immersed in differenet tetrazolium solutions prepared with buffer and water for
three distinct periods, in a water bath at 40 °C, in the dark. The design was
completely randomized and the average comparison was made by Tukey test at 5%
probability. The tetrazolium test in orchid seeds preconditioned in glucose 10%
solution and in sucrose 10% solution was more effective. The use of buffer for
tetrazolium, salt dilution showed no difference with regard to dilution with water.
Seeds kept for 24 hours in contact with tetrazolium 1% solution showed higher
viability values for both seed lots.

Key words: Orchidaceae. Preconditioning. Buffer solution.
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2.1 Introducéao

As orquideas (Familia Orchidaceae) representam o segundo maior
grupo de plantas entre as Angiospermas, com mais de 26.000 espécies distribuidas
em cerca de 736 géneros (CHASE et al., 2015). Presentes em todos os continentes
— exceto Antartida — e particularmente numerosas e diversificadas, como epifitas nos
tropicos Umidos, as orquideas ha muito fascinam os pesquisadores por suas
notaveis estratégias de sobrevivéncia, morfologia floral e vegetativa e sindromes de
polinizacdo (FAY; CHASE, 2009).

Ainda assim, as orquideas enfrentam um futuro incerto devido a
existéncia de um numero cada vez maior de colecionadores sem escrupulos, aos
impactos da mudanca do clima e a perda de seus habitats (SWARTS; DIXON,
2009). Apesar de a conservagdo de plantas estar progredindo através do uso de
estratégias de protecdo in situ e ex situ em jardins botanicos e bancos de sementes,
sdo necessarias novas abordagens para algumas das espécies mais ameacadas.
Estratégias de conservacdo de sementes ex situ, como armazenamento in vitro e
criopreservacdo podem complementar as estratégias in situ e garantir a preservacao
da biodiversidade de espécies cujos habitats sdo muito ameacados (REED et al.,
2011).

O estabelecimento de um banco genético através do armazenamento
de sementes € de extrema importancia, tanto para espécies silvestres que carregam
caracteristicas préprias, quanto para espécies ja melhoradas (YAM; ARDITTI;
CAMERON, 2009).

Para testar a viabilidade de sementes a serem armazenadas em
bancos, ou daquelas ja armazenadas por um periodo, devem ser realizados testes
de viabilidade dos lotes. Para tanto, uma das possibilidades é o teste de
germinacao, que consiste em determinar o potencial germinativo das sementes
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). No entanto, tal procedimento apresenta
limitacbes quanto a diferenciacdo de lotes e ao tempo necessario para a obtencao
dos resultados (CUSTODIO, 2005). Particularmente para orquideas, o teste de
germinacdo demanda técnicas especializadas e custo elevado de implementacéo,
pois suas sementes necessitam estabelecer uma relagdo com fungos micorrizicos
e/ou a utilizacdo de meios de cultura adequados para germinar (ALVAREZ-PARDO;

FERREIRA, 2006). O tempo necessario para obter a germinagdo simbidtica pode
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variar entre um e alguns meses, ou mesmo um ano, dependendo da espécie e do
lote de sementes (RASMUSSEN, 2011), bem como da capacidade de um
determinado fungo isolado de induzir a germinacdo (BERTOLINI; DAMON;
VELAQUEZ, 2001).

A utilizacé@o de testes rapidos para avaliar a viabilidade das sementes &
importante, principalmente, para agilizar decisbes quanto ao manejo de lotes durante
as etapas de pos-colheita. Os testes, que demandam curto periodo de tempo,
fundamentam-se nos eventos iniciais da deterioracdo, baseando-se na integridade
das membranas celulares e na reducdo das atividades enzimaticas e respiratorias
das sementes, como o teste de tetrazélio (MARCOS-FILHO, 2015). Esse teste tem
se mostrado uma alternativa interessante pela qualidade e rapidez na determinacéo
da viabilidade e do vigor da semente, permitindo obter resultados, de modo geral,
em menos de 24 horas (DIAS; ALVES, 2008).

Em culturas comerciais, como a soja, além de possibilitar a avaliagdo
da viabilidade e do vigor dos lotes de sementes, o teste de tetrazolio fornece dados
sobre as possiveis causas responsaveis pela reducdo de sua qualidade: danos
mecanicos, deterioracao por umidade e danos causados por percevejos, que Sao 0S
problemas que mais comumente afetam a qualidade fisiol6gica das sementes. Além
desses, os danos de secagem, estresses hidricos e geadas também podem ser
facilmente identificados através de sua utilizacdo. A possibilidade de um amplo
diagnoéstico tem sido a grande responsavel pelo elevado indice de adoc¢éo do teste
no Brasil, pois, além de apontar os problemas de reducdo de qualidade das
sementes, o teste, quando aplicado nas diversas etapas do sistema de producéo,
pode identificar os pontos de origem desses problemas, permitindo que acbes
corretivas sejam adotadas, resultando na producédo de sementes de alta qualidade
(FRANCA NETO, 1998).

O funcionamento do teste de tetrazélio baseia-se na deteccdo da
atividade das enzimas desidrogenases, particularmente da desidrogenase do acido
malico, que reduz o sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio nos tecidos vivos da
semente, 0os quais transferem ions de hidrogénio para o referido sal (MARCOS-
FILHO, 2015). Quando a semente € imersa na solucdo de tetrazolio, esta se difunde
atraveés dos tecidos, ocorrendo nas células vivas a reacdo de reducao, o que resulta
na formacdo de um composto vermelho, ndo difusivel, conhecido como

trifenilformazan. Tal coloragdo indica a ocorréncia de atividade respiratoria nas
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mitocondrias e, consequentemente, a viabilidade do tecido. Tecidos mortos (néo
vidveis) ndo reagem com a solugdo, conservando sua cor natural (LAZAROTTO et
al., 2011).

Para a realizacdo do teste de tetrazolio sdo indicados procedimentos,
chamados de pré-condicionamento, que visam facilitar a penetragdo da solucédo nos
tecidos de interesse a serem avaliados. Em sementes de espécies florestais,
diversos tratamentos de pré-condicionamento vém sendo utilizados, como corte,
escarificacdo e embebicdo em agua (OLIVEIRA; CARVALHO; DAVIDE, 2001;
MENDONCA; COELHO; LUCHESE, 2006).

A utilizacdo de solucéo de pré-tratamento de sacarose a 10% aumenta
a precisao do teste de viabilidade. A comparacédo entre os resultados do teste de
tetrazolio e aqueles obtidos nos testes de germinagéo in vitro de sementes de varias
espécies do género Cattleya (HOSOMI et al.,, 2011), Dactylorhyza e Vanda
(CUSTODIO et al., 2016) mostrou que ha um aumento na correlagéo dos resultados
gracas a realizacdo de procedimentos de pré-condicionamento. Resultados
semelhantes utilizando o pré condicionamento em solucdo de sacarose também
foram descritos para as orquideas Aerides maculosum (DEEPTI; GAYATRI;
SITIKANTHA, 2013) e Aerides ringens (DEEPTI; GAYATRI; SITIKANTHA, 2015).

No trabalho de Custddio et al. (2016), o uso de vacuo aumentou o
processo de infiltracdo da solucdo de tetrazdlio nas sementes de orquideas de
Dactilorhiza fuchsii, que apresenta carapacas duras; o mesmo trabalho relata a
utilizacdo de hipoclorito de sédio para a clarificagdo do tegumentos de sementes
escuras de Vanda curvilfolia, possibilitando melhor visualizacdo da coloracdo do
tetrazélio. Para Salazar-Mercado (2012) o uso de hipoclorito de sédio 1,0% foi
importante para escarificar o tegumento de Cattleya mendelli permitindo a
penetracdo do sal de tetrazolio, assim como para as espécies Thelymitra pauciflora
e Prasophyllum pruinosum (DOWLING; JUSAITIS, 2012).

A alta acidez da solucéo de tetrazolio pode ser uma causa importante
de variacfes obtidas nos testes. Idealmente, o pH destas solucbes deve situar-se na
faixa entre 6 e 8, o que depende fundamentalmente da qualidade da agua utilizada
no seu preparo. Frequentemente, entretanto, solugdes preparadas apenas com agua
destilada sdo &cidas, isto é, apresentam pH inferior ao recomendado. Em
consequéncia, a coloracdo dos embrides ocorre de forma inadequada, causando

interpretacdes errbneas do estado de viabilidade das sementes. Este problema pode
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ser evitado mediante o uso de uma "solugdo tampédo de fosfato" no preparo do
tetrazoélio, que assegura a manutencio do pH dentro da faixa aceitavel (DUBBERN
DE SOUZA, 1994; SALAZAR-MERCADO, 2012).

Desta forma além do pré-condicionamento, sdo parametros
fundamentais para a obtencdo de resultados confidveis sobre a qualidade das
sementes: a concentracdo da solugdo de tetrazdlio, o tempo de exposi¢do ao teste,

o pH da solucéo e avaliacdo adequada da coloracdo das sementes.



38

2.2 Objetivos

O presente trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de diferentes métodos
de pré-condicionamento, a influéncia do pH da solucdo, concentracdes e tempos de
exposicao a solucéo de tetrazoélio na avaliacdo da viabilidade de lotes de sementes

de orquideas.
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2.3 Material e Métodos

Frutos de Cattleya tigrina e Cattleya labiata foram coletados no
Orquidario Aurora, localizado no municipio de Taciba — SP nos dias 06/06/2009 e
23/05/2010, respectivamente. Apds a coleta, os frutos foram colocados em envelope
de papel e mantidos em temperatura ambiente até a deiscéncia. Apos a deiscéncia,
as sementes foram limpas e armazenadas em envelope de papel sobre silica gel a 4
°C, até atingir 6,5% de umidade (BRASIL, 2009). Uma aliquota de sementes de cada
amostra foi entdo submetida aos testes de viabilidade, permanecendo as demais
armazenadas em freezer a -18 °C, acondicionadas em microtubos mantidos em
frascos de vidro hermeticamente fechados contendo silica gel.

O teste de germinacao foi realizado em meio MS adicionado sacarose
(20g.L™) e agar (6g.L™). O pH foi corrigido com NaOH para 5,6 e o meio de cultura
autoclavado para posterior distribuicdo em placas de Petri de 60mm. Previamente a
semeadura, 20 mg de cada lote de sementes foram desinfetadas por 10 minutos
com DCCA - Dicloroisocianurato de sédio (5g.L™), acrescido de duas gotas por litro
de Tween 80, dentro de seringas em camara de fluxo laminar (MACHADO NETO;
CUSTODIO, 2005). Apbés esse procedimento, as sementes foram lavadas duas
vezes com 4gua destilada autoclavada e em seguida 1,0 mL das solucdes de
sementes foram gotejadas dentro de cada placa de Petri. Em seguida as placas
foram envoltas com filme plastico e transferidas para sala de crescimento a
temperatura de 25+3 °C com fotoperiodo de 16 horas por aproximadamente 50 dias.

Para a contagem da germinagao das sementes foram marcados trés
campos em cada placa, os quais foram fotografados com camera digital Sony DSC-
P10 acoplada manualmente na lente ocular do microscopio estereoscépio. Todos 0s
campos das placas foram fotografados a cada sete dias, mantidos sempre na
mesma posicdo. As imagens foram analisadas no computador e modificadas,
guando necessario, com o uso do software Adobe Photoshop® CC 2015, através de
ferramentas de ampliacdo de imagem, definicdo de contraste e brilho. As sementes
que apresentaram embrides expandidos e massa celular de coloracdo verde
(estdgio 1) foram consideradas germinadas, segundo as definicbes de Seaton e
Hailes (1989). Foram utilizadas trés placas de Petri para semear cada um dos lotes

de sementes, marcando-se trés campos de contagem em cada placa.
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A viabilidade das sementes de orquidea, verificada pelo teste de
tetrazolio e taxa germinacao, foi expressa em porcentagem.

Foi utilizado um lote de Cattleya tigrina e outro de Cattleya labiata para
a realizacdo dos testes de tetrazolio, conduzidos das seguintes formas: (i) amostras
sem pré-condicionamento, (i) amostras com pré-condicionamento em solucdo de
sacarose a 10%, (iii) amostras com pré-condicionamento em solugcdo de glicose a
10% e (iv) amostras com pré-condicionamento em agua; trés periodos de exposi¢cao
das sementes a solucao de tetrazdlio (3, 12 e 24 horas), em trés concentracdes de
sais de tetrazdlio (0,1; 0,5 e 1,0%) e em duas diluicbes dos sais de tetrazdlio, em
dgua e em solucdo tampdo fosfato. A solucdo tampdo foi preparada conforme
Dubbern de Souza (1994).

Foram pesadas em média 20 mg de cada amostra de sementes (C.
tigrina e C. labiata) em balanca de precisdao 0,00001g. As sementes foram
imediatamente transferidas para microtubos de 1,5mL e submetidas aos diferentes
pré-condicionamentos.

O pré-condicionamento das sementes foi realizado adicionando-se
1,5mL de &gua ou 1,5mL da solugcédo de sacarose a 10% ou 1,5mL de solucédo de
glicose a 10% nos microtubos por 24 horas a temperatura ambiente. Apos este
periodo, as solu¢des foram retiradas com auxilio de uma pipeta Pasteur e as
sementes foram lavadas duas vezes com agua destilada. Foram adicionados 1,5mL
das solucdes de tetrazolio nas diferentes concentracdes e os microtubos foram
acondicionados em banho-maria, no escuro, a 40 °C pelos tempos determinados.

A avaliagdo da viabilidade das sementes foi baseada na captura e
ampliacdo de imagens digitalizadas. Apés o periodo de incubacédo de cada amostra,
descartou-se 1,0mL da solucéo de tetrazélio e o restante foi gotejado em cima de
uma lamina de vidro, tendo sido as imagens capturadas em scanner de mesa HP
Scanjet G2710 com resolugcdo de 3200 dpi. As contagens das sementes foram
realizadas na tela do computador e modificadas, quando necessario, com 0 uso de
software de imagens comum através de ferramentas de ampliacdo de imagem e
tratamento de contraste e brilho. Foram consideradas viaveis as sementes
portadoras de embrides coloridos de vermelho.

A viabilidade das sementes das orquideas foi expressa em

porcentagem, o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado e a comparacao
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das médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A analise dos dados
foi realizada pelo programa SISVAR® (FERREIRA, 2014).
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2.4 Resultados e Discussao

As amostras das sementes de orquideas Cattleya tigrina foram
coletadas em junho de 2009 e as amostras das sementes de orquideas Cattleya
labiata foram coletadas em maio de 2010. Elas foram estocadas por 24 e 13 meses,
respectivamente, a 6% de teor de agua, a -18 °C.

A visualizacdo detalhada das sementes de orquideas depende da
utilizacao de instrumentos de ampliacdo, dado seu tamanho reduzido. Uma vez que
0s instrumentos para esse fim sdo caros e de dificil acesso para orquidarios e
laboratérios de pequeno porte, a alternativa encontrada foi a digitalizacdo das
imagens das sementes utilizadas nos testes de tetrazdlio (Figura 2.1), conforme
Hosomi et al. (2011). Sementes com coloracdo vermelha foram consideradas viaveis
e sementes brancas foram consideradas mortas. O uso de imagens digitalizadas
permite a documentacdo da imagem em arquivos digitais e a interpretacao
simultanea por mais de um analista e laboratérios localizados em diferentes locais
do mundo (CUSTODIO; DAMASCENO; MACHADO-NETO, 2012).

FIGURA 2.1 - Sementes de Cattleya tigrina pré-condicionadas em solucdo de
sacarose, submetidas ao teste de tetrazolio a 1%, tamponadas, pelo periodo de 24
horas. | — Imagem digitalizada da lamina, com referéncia da escala da régua em
milimetros; Il — Campo ampliado da imagem da lamina onde: A- sementes nao
viaveis (coloracdo branca), B- palha (sementes sem embrido) e C- sementes viaveis
(coloragao vermelha).

As sementes de Cattleya tigrina apresentaram germinacdo acumulada
de 94,6% com IVG de 9,75%0,65, enquanto Cattleya labiata apresentou 35,9% de
germinacdo com IVG de 2,51+0,41 (Figura 2.2). Os dados mostram que as
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sementes de C. labiata estavam com baixo vigor. Na Figura 2.3 é possivel observar
que as sementes de C. labiata demoraram mais para germinar e que, ao sétimo dia,
muitas sementes ndo haviam germinado, estando seus protocormos pouco
desenvolvidos em comparagcdo a C. tigrina, 0s quais ja se apresentavam bem
desenvolvidos na terceira semana, alguns deles apresentando rizoides como

destacado na Figura 2.3.

FIGURA 2.2 - Germinagao assimbiotica acumulada (%) e IVG — indice de Velocidade
de Germinacao das amostras de sementes de Cattleya labiata e Cattleya tigrina
semeadas em meio MS.
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Em relacdo a necessidade de pré-condicionamento, para as sementes
de C. labiata e C. tigrina, o uso de solucdo de glicose 10% ou sacarose 10%
forneceu os melhores resultados para o teste de tetrazolio, diferindo estatisticamente
dos demais tratamentos. Em C. tigrina, a auséncia de pré-condicionamento
apresentou o resultado mais baixo de viabilidade. Em C. labiata, que apresentou
baixo vigor, o uso de agua e a auséncia de pré-condicionamento nao diferiram

estatisticamente (Tabela 2.1).
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FIGURA 2.3 - Germinacdo assimbidtica de sementes de orquideas da espécie
Cattleya tigrina e Cattleya labiata em meio MS por 42 dias. I-1- fotografia ao sétimo
dia ap06s a semeadura de Cattleya tigrina; I-2 fotografia ao vigésimo primeiro dia
apos a semeadura de Cattleya tigrina onde A- Semente ndo germinada; B-
protocormo com rizéides em desenvolvimento. Il-1- fotografia ao sétimo dia apds a
semeadura de Cattleya labiata; 1I-2 fotografia ao vigésimo primeiro dia apdés a
semeadura de Cattleya labiata.

De acordo com a Tabela 2.1, que compara o uso de solugcdo tampéo
fosfato na diluicdo dos sais de tetrazodlio ao uso de agua destilada, ndo houve
diferencas significativas em todos os tratamentos de pré-condicionamento. Foram
observadas diferencas entre os pré-condicionamentos utilizando as mesmas formas
de diluicdo do sal de tetrazdlio. As sementes sem pré- condicionamento tiveram os
valores mais baixos de viabilidade, e o uso de solugcao de glicose 10% e solucao de
sacarose 10% apresentaram o0s maiores valores. Segundo Dibbern de Souza
(1994), o uso da solucdo tampéo seria necessario para manter o pH na faixa 6tima
para o teste que esta entre 6,0 a 8,0, uma vez que o uso de agua acidas pode
causar interpretacdes errbneas sobre o estado de viabilidade das sementes. Para
Macedo et al. (2014), a utilizacdo de uma solu¢do tamponada de tetrazolio a 0,5%
foi melhor para avaliar a viabilidade de Brassavola tuberculata. De acordo com
Soares et al. (2014), o uso de solucdo a 0,5% de tetrazdlio diluido em tampéao foi
melhor para a avaliagdo de Cattleya labiata (autumnalis x f. alba), tendo sido a

utilizacdo de solucdo aquosa a 0,125% a melhor para as espécies Brassavola
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tuberculata, Cattleya labiata f. Amoema e Dendrobium antenatum, no entanto, neste

trabalho as sementes ficaram imersas sob temperatura ambiente (25£2 °C).

TABELA 2.1 - Viabilidade de sementes (%) de Cattleya labiata e Cattleya tigrina, em
resposta a diferentes pré-condicionamentos e ao uso de solugcédo tampao.

Viabilidade (%)

Pré - Condicionamento Cattleya labiata Cattleya tigrina
Sem tampéao Com tampéao Sem tampao Com tampéo
Controle 297 27%° 45 46%°
Agua 30%° 30%° 702 67°°
Glicose 3ga 35" 76" 75"
Sacarose 3g"a 36" 77" 74"

Médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem entre si verticalmente e letras mindsculas
ndo diferem entre si horizontalmente dentro de cada espécie, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Na determinacdo da melhor concentracdo da solucéo de tetrazolio foi
possivel verificar que quanto maior a concentracdo do sal, maior a viabilidade das
sementes (Figura 2.4). A concentracdo de 1,0 % de sal de tetrazélio apresentou os
maiores valores de viabilidade, 79% para C. tigrina e 37% para C. labiata. Esses
dados corroboram o trabalho de Hosomi et al. (2011), que também indica essa
concentracdo como a melhor. Em relagcdo ao tempo de exposicdo das sementes a
solucdo de tetrazolio, foi possivel perceber que o tempo de 24 horas proporcionou
os melhores valores de viabilidade para as duas espécies analisadas — 80% de
viabilidade para C. tigrina e 45% de viabilidade para C. labiata — resultados

significativos em relacdo a outros intervalos de tempo (Figura 2.4).
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FIGURA 2.4 - Viabilidade de sementes (%) de Cattleya labiata e Cattleya tigrina,
submetidas a diferentes concentracdes da solucao de tetrazoélio e diferentes tempos
de exposicdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si na mesma

amostra de sementes, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Na interacdo pré-condicionamento e concentracdo da solucdo de
tetrazoélio para as sementes de C. labiata, foi possivel verificar que, quanto maior a
concentracdo, maior a viabilidade (Figura 2.5-1), sendo que em solucao de sacarose
10% o uso de tetrazolio 1,0% apresentou diferencgas significativas comparadas com
solucdo 0,5%. Para as outras condicbes de pré-condicionamento ndo houve
diferencas estatisticas entre as concentracdes de 1,0% e 0,5%. O uso de solucdo de
tetrazolio 0,1% apresentou os valores mais baixos. Ja em relacdo ao tempo de
exposicao das sementes a solucao de tetrazolio, o periodo de 24 horas apresentou
os valores mais significativos de viabilidade para todos os tratamentos de preé-
condicionamento, seguido do periodo de 12 horas (Figura 2.5-II).
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FIGURA 2.5 - Viabilidade de sementes (%) de Cattleya labiata, submetidas a quatro
condigcbes de pré-condicionamento; |- viabilidade das sementes em diferentes
concentracdes da solucdo de tetrazdlio; Il- viabilidade das sementes em diferentes
tempos de exposi¢do a solucdo de tetrazolio. Médias seguidas de mesma letra nédo
diferem entre si no mesmo tratamento de pré-condicionamento, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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Para as sementes de C. tigrina, a andalise da interacdo pré-
condicionamento e concentracao da solucéo de tetrazélio permitiu verificar o mesmo
comportamento para o uso de agua, solucdo de glicose 10% e solucdo de
sacarosel0%, cujas concentracdes 1,0% foram estatisticamente melhores, seguidas
da concentracao de 0,5%. Ja para o controle do pré-condicionamento, os valores de
viabilidade foram os menores, sendo a concentracdo de 0,1% melhor que o uso de
0,5% (Figura 2.6-1).
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Na Figura 2.6-l1l observa-se o resultado da interacdo tipo de pré
condicionamento e tempo de exposi¢do das sementes a solucéo de tetrazélio. O uso
de solucbes de sacarose e glicose 10% apresentou resultados bem semelhantes,
tendo apresentado maiores valores de viabilidade o periodo de 24 horas, seguidos
de 12 horas. O controle permitiu verificar que, assim como C. labiata, C. tigrina
apresentou os valores mais baixos de viabilidade, sendo que para 24 horas os
valores foram maiores.

FIGURA 2.6 - Viabilidade de sementes (%) de Cattleya tigrina, submetidas a 4
condigcbes de pré-condicionamento; |- viabilidade das sementes em diferentes
concentracdes da solucdo de tetrazdlio; Il- viabilidade das sementes em diferentes
tempos de exposi¢do a solugdo de tetrazolio. Médias seguidas de mesma letra n&do
diferem entre si no mesmo tratamento de pré-condicionamento, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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Na interagdo entre a concentracdo dos sais de tetrazolio e o tempo de
exposicao das sementes de C. labiata a solucao de tetrazdlio (Figura 2.7-I), quanto
maior o tempo de exposi¢cdo, maiores os valores de viabilidade das sementes em
relacdo a concentracdo da solucédo de tetrazdlio. Para os valores de 0,1%, 0,5% e
1,0%, o tempo de 24 horas apresentou valores mais significativos (Figura 2.7-1).

Ja para C. tigrina (Figura 2.7-Il), as concentra¢des 0,1%, 0,5% e 1,0%
apresentaram resultados semelhantes, tendo o tempo de 3 horas apresentado os
valores mais baixos de viabilidade, seguido pelo de 12 horas e depois de 24 horas, 0
qual forneceu os melhores resultados estatisticos. Os resultados para as sementes
que foram mantidas em solucdo de tetrazélio a 0,1% em 24 horas foram maiores
que os obtidos com uso de solucdo a 0,5 %. Nesse intervalo de tempo a elevacéo
dos valores foi mais expressiva que em outros tratamentos. Sementes de triticale
(x.Triticosecale Wittmack) — um hibrido resultante do cruzamento do trigo (Triticum
aestivum) e centeio (Secale cereale) — mantidas em solucéo de tetrazélio 1,0% por
18 horas, a 40° C e embebidas entre papéis, também mostraram melhores
resultados em comparacéo a concentracdes inferiores de sais de tetrazolio (SOUZA
et al., 2010).

FIGURA 2.7 - Viabilidade de sementes (%) de Cattleya labiata (I) e Cattleya tigrina
(), submetidas a diferentes concentragfes da solugéo de tetrazdélio e em diferentes
tempos de exposicdo a solucdo de tetrazoélio.Médias seguidas de mesma letra nao
diferem entre si ha mesma concentracdo de solucdo de tetrazolio, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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Para Soares et al. (2014), o uso de concentracfes elevadas do sal de
tetrazélio somado ao tamanho diminuto das sementes, além de suas caracteristicas

morfoloégicas, pode proporcionar resposta reversa ao teste, ou seja, ao invés da
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solucéo de tetrazolio penetrar nos tecidos da semente, a semente perde agua para a
solugédo, dificultando a identificacdo da viabilidade. No presente trabalho,
considerando que as sementes passaram por pré-condicionamento em solucdes de
sacarose ou glicose 10%, essa perda de agua deixaria de ocorrer, permitindo que
concentragdes maiores do sal reagissem melhor aos tecidos do embri&o.

O uso de pré-condicionamento em solucdo de sacarose ou glicose
10%, o uso da solucédo de tetrazélio a 1,0% e a exposicdo das sementes por 24
horas sdo de suma importancia para melhorar a coloracdo das sementes e
minimizar os erros de leitura pelo analista de sementes. Em sementes de orquideas
Trichocentrum jonesianum o pré-condicionamento em agua ja seria suficiente para
melhorar os resultados do teste de tetrazolio (LALLANA; GARCIA, 2013).

Arditti (1992) e Pridgeon et al. (1999) expbéem que a embebicdo de
sementes de orquideas pode ser dificil, uma vez que sua superficie € geralmente
provida de ornamentacbes que facilitam a dispersdo, mas dificultam a embebicao.
Desta forma, o uso de pré-condicionamento em solucdo de acUcar por 24 horas
seria importante para permitir o contato mais prolongado das sementes com a
solucdo de embebicao, favorecendo o ganho de 4gua e a ativacdo das enzimas da
cadeia respiratoria do embrido antes de exposicdo das sementes a solugédo de
tetrazolio (CUSTODIO et al., 2016).

Na Figura 2.8 é possivel verificar que em sementes submetidas ao
teste de tetrazolio sem o uso de pré-condicionamento a coloracao fica mais instavel,
dificultando a leitura do teste. Ja sementes pré-condicionadas em solugcéo de aglcar
e expostas por 24 horas a solugdo de tetrazolio 1,0% apresentam coloragcdo bem

evidenciada, facilitando a determinacéo das sementes viaveis.
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FIGURA 2.8 - Sementes de Cattleya labiata submetidas ao teste de tetrazélio em
diferentes condi¢des de pré-condicionamento, concentracdo dos sais de tetrazdlio,
tempo de exposicdo e uso de solucdo tampdo. | — Sementes sem pre-
condicionamento, submetidas a solugédo de tetrazolio a 0,1% por 3h; Il — Sementes
pré-condicionadas em agua, submetidas a solucao de tetrazoélio a 1,0% por 24h; Il —
Sementes pré-condicionadas em solucdo de glicose a 10%, submetidas a solugéo
de tetrazodlio a 1,0% por 24h; IV — Sementes pré-condicionadas em solucdo de
sacarose a 10%, submetidas a solu¢do tamponada de tetrazolio a 1,0% por 24h.

Em consonédncia com Hosomi et al. (2012), o uso de pré-

condicionamento em solugdo de sacarose 10% permitiu estabelecer uma alta
correlagédo dos resultados obtidos no teste de tetrazolio e no teste de germinacéo
para sementes de orquideas do género Cattleya. Quanto ao tipo de acUcar
empregado no pré-condicionamento, pelos dados do presente trabalho ndo houve
diferencas significativas entre glicose e sacarose. No entanto, por uma questao
econdmica e de facilidade de obtencdo, recomenda-se o0 uso de sacarose.
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2.5 Conclusdes

Os resultados do teste de tetrazdlio de sementes de orquideas preé-
condicionadas em solucdo de glicose ou sacarose 10% mostrou-se consistente para
a melhor identificagdo das sementes viaveis;

O uso de solugdo tampdo na diluicdo do sal de tetrazélio nao
apresentou diferenca em relacéo a diluicdo em agua,;

Os valores de viabilidade mais elevados foram detectados para ambas
as amostras de sementes quando foram testados com solugéo de tetrazolio a 1,0%
durante 24 horas.
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3 CAPAI'TULO lll: PREDICAO DA LONGEVIDADE DE SEMENTES DE ORQUIDEAS
DO GENERO Cattleya ARMAZENADAS EM BANCO DE SEMENTES

RESUMO - A intensa degradacdo de habitats pela acdo humana tem sido um dos
fatores decisivos para a insercdo de diversas espécies da familia Orchidaceae nas
chamadas listas vermelhas, que rednem organismos ameacados de extingdo em
diferentes graus. Nesse sentido, a comunidade cientifica tem desenvolvido
diferentes estratégias para promover a conservacao de espécies, as quais podem
ser implementadas in situ, isto €, na natureza, ou ex situ, em ambientes ndo naturais
para a espécie em questdo. A conservacdo ex situ de plantas compreende a
manutencdo de sementes, tecidos ou individuos em bancos de germoplasma, sendo
0s bancos de sementes uma das estratégias mais viaveis para a conservacao de
orquideas. Nessas colecdes, sementes de muitas espécies podem ser mantidas em
baixas condicbes de umidade e temperatura sem perder a viabilidade em longo
prazo, ocupando pouco espago, a custos relativamente reduzidos. Em 2008 a
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE - iniciou o estabelecimento de um
banco de sementes em parceria com 0 projeto "Armazenamento de Sementes de
Orqguidea para Uso Sustentavel” — Orchid Seed Stores for Sustainable Use (OSSSU)
— da Darwin Initiative. Atualmente o banco conta com 350 amostras de sementes
provenientes de orquidarios certificados, que realizam polinizacdo cruzada entre os
espécimes. As amostras pertencentes a 133 espécies diferentes estdo estocadas a -
18 °C; destas, 58 pertencem ao género Cattleya, sendo 22 indicadas em listas
vermelhas. No presente estudo foram avaliados 36 amostras de sementes deste
género pelo teste de tetrazélio. O armazenamento a -18°C mostrou-se eficiente para
guase todas as amostras de sementes, com média de longevidade de 83,6 anos,
exceto para Cattleya harpohylla com um Pso de apenas 4,5 anos.

Palavras-chave: Conservacao ex situ. Orchidaceae. Teste de tetrazolio.
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Physiological quality evaluation of Cattleya seeds stored at Unoeste’s orchid
seed bank through tetrazolium test

ABSTRACT- Intense habitats degradation by human action has been one of the
decisive factors for the insertion of several Orchidaceae family species in red lists,
which congregate organisms threatened of extinction at different degrees. In this
sense, scientific community has developed different strategies to promote species
conservation, which can be implemented in situ, i.e., in nature, or ex situ, in unnatural
environments for the species in question. Ex situ plant conservation includes the
maintenance of seeds, tissues or individuals in germplasm banks, being seed banks
one of the most viable strategies for orchid conservation. In these collections, seeds
of many species can be kept at low humidity and temperature conditions without
losing long term viability, taking up little space, at relatively low costs. In 2008,
Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE - started the establishment of a seed
bank in partnership with the Orchid Seed Stores for Sustainable Use (OSSSU)
Project - from Darwin Initiative. Currently, this bank has 350 seed lots from certified
orchid houses, which cross-pollinate the specimens. Samples of 133 different
species are stored at -18° C; of these, 58 belong to the genus Cattleya, being 22
indicated in red lists. In the present study, 36 seed lots of this genus were evaluated
by tetrazolium test. Storage at -18° C proved to be efficient for almost all seed lots,
exhibiting an average longevity of 83.6 years, except for Cattleya harpohylla witch
has a Psg of only 4.5 years.

Key-words: Ex situ conservation. Germplasm. Orchidaceae.
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3.1 Introducéao

A necessidade de conservacdo dos recursos genéticos é atualmente
uma das questbes mais importantes e incontroversas da humanidade. Em plena
mudanca global, onde os ecossistemas enfrentam grandes altera¢Bes climaticas e
fortes pressdes antropogénicas, a erosdo e perda de diversidade genética sdo uma
realidade cada vez mais atual (SEATON et al., 2010).

Diante disso, surge a necessidade do desenvolvimento de iniciativas
para o0 uso sustentavel da diversidade biolégica, merecendo destaque a criacdo de
bancos de sementes, 0s quais abrigam colecdes-base para a conservacao da ampla
variabilidade genética vegetal. A conservacdo da biodiversidade € de grande
importancia ndo sé pelos beneficios diretos de que pode usufruir a humanidade,
como também pela funcdo central desempenhada pelas plantas no funcionamento de
todos os sistemas naturais (SEATON; PRITCHARD, 2011).

A conservacgao €, tradicionalmente, agrupada em duas categorias: a
conservacgao in situ e a ex situ, que se diferenciam pelo local onde séo realizadas.
Bancos de sementes constituem-se estratégias de conservacao ex situ, sendo seu
estabelecimento fundamental para a conservacdo das espécies cultivadas e
silvestres (ALVAREZ-PARDO; FERREIRA, 2006; SEATON; PRITCHARD, 2008).

As orquideas (Familia Orchidaceae) compdem o segundo maior grupo
de plantas entre as Angiospermas, com mais de 26.000 espécies distribuidas em
cerca de 736 géneros (CHASE et al.,, 2015). Excluindo o numero de hibridos
artificiais, no Brasil ocorrem cerca de 200 géneros e 2.500 espécies (FORZZA et al.,
2013). Séao utilizadas principalmente para ornamentacdo e por esse motivo vém
sendo intensamente exploradas, o que, juntamente com a intensa degradacéo de
seus habitats, tem resultado na extincdo localizada de populagbes nativas
(KOOPOWITZ, 2001).

Apesar de haver possibilidade de propagacdo de orquideas
ameacadas de extincdo in vitro, a partir da germinacdo de sementes em meio
apropriado (LONG et al., 2010; AVILA-DIAZ et al., 2009), esta ndo é uma estratégia
facil de seguir para todos os taxa. Bancos de semente sdo uma alternativa para o
armazenamento de propagulos por longos prazos (MACHADO NETO; CUSTODIO,
2005b), principalmente em orquideas, pois suas sementes sao pequenas e cada
capsula pode conter de centenas a milhdes de sementes (ARDITTI; GHANI, 2000).
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As sementes tém sido divididas em duas categorias: sementes ortodoxas, que
toleram dessecacdo e baixas temperaturas durante a estocagem, apresentando
longevidade variavel dependendo da espécie; e sementes recalcitrantes ou nao
ortodoxas, que nao toleram perda de agua e/ou baixas temperaturas de estocagem
(ROBERTS, 1973). Uma terceira categoria, sementes intermediarias, foi definida por
Ellis, Hong e Robert (1990), inclui sementes que toleram alguma perda de agua e
frio na estocagem, mas nao permanecem viaveis por longos periodos.

Pritchard e Seaton (1993) sugeriram outra classificacdo, segundo a
qgual as sementes pertenceriam a duas categorias: ortodoxas e intermediarias (ou
recalcitrantes). As sementes ortodoxas seriam as que toleram dessecacdo e
umidade de cerca de 30% ou menos, podendo ser subdivididas em dois grupos
quanto ao comportamento de estocagem: as verdadeiramente ortodoxas e as
essencialmente ortodoxas. As espécies verdadeiramente ortodoxas podem ser
preservadas em longo prazo sob condi¢bes convencionais e por esta razao sao
adotadas pela maioria dos bancos de sementes. Em contraste, sementes
essencialmente ortodoxas apresentam longevidade reduzida em baixas
temperaturas ou temperaturas negativas com sementes mais secas. Sementes que
nao podem ser armazenadas em baixas temperatura e umidade, sdo as
intermediarias ou recalcitrantes, uma vez que ndo toleram dessecacdo, ou
armazenamento em condicdes de camara fria (MACHADO NETO; CUSTODIO,
2005b).

As informagBes para armazenamento de sementes de orquideas séo
limitadas, e ainda ha algumas divergéncias entre autores quanto ao que sao
consideradas as condicbes mais adequadas (PRITCHARD; SEATON, 1993;
MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005a). Algumas sementes de orquideas podem ter
duracdo curta, apenas trés meses, quando armazenadas com baixo teor de agua a 4
°C (MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005b), enquanto o armazenamento em
temperatura mais baixa (sub-zero, -18 °C) é considerado mais adequado para
armazenamento de longo prazo (SEATON; PRITCHARD, 2008).

A r4pida determinacdo do potencial fisiologico das sementes €
fundamental para que os bancos de sementes utilizem seus recursos de forma
racional; ja os testes para avaliagcdo de vigor tém grande importancia na tomada de
decisdo quanto ao armazenamento de lotes especificos. Desta forma, diferentes

conjuntos de procedimentos para a avaliacdo da qualidade das sementes tém sido
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empregados, especialmente os que permitem a identificacdo de lotes com alto ou
baixo vigor (MCDONALD, 1998).

Dos testes bioquimicos um dos mais utilizados € o teste de tetrazdlio,
que avalia a viabilidade e o vigor das sementes com base na alteracdo da coloracéo
de seus tecidos em presenca de uma solugcdo contendo o 2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazélio. Este composto € reduzido pelas enzimas desidrogenases dos tecidos
vivos, resultando numa substancia conhecida por trifenilformazan, de coloragéao
avermelhada. Além de determinar se as sementes sdo ou nao viaveis, o teste &
capaz de diagnosticar as possiveis causas que levaram a perda da qualidade do lote
avaliado (FRANCA NETO et al., 1998).

O teste de tetrazolio é utilizado para identificar fatores que influenciam
na qualidade das sementes de grandes culturas, como danos mecanicos, danos
ocasionados por secagem, insetos e deterioragao por umidade (KRZYZANOWSKI et
al., 1999). De modo geral, as sementes que sdo conduzidas ao teste de tetrazdlio
devem ser pré-condicionadas, procedimento que, além de provocar o amolecimento
da semente e facilitar a penetracdo de solucdo de tetrazolio, também ativa o sistema
enziméatico que resulta numa coloragdo mais nitida.

A determinacdo da viabilidade e do vigor das sementes apdés o
beneficiamento ndo é suficiente para estimar mudancas da qualidade fisiol6gica
durante o armazenamento. Sendo assim, para predizer a longevidade de sementes
em condi¢Bes controladas de temperatura e umidade, Roberts (1973) determinou a
equacdo basica de viabilidade, a principio para sementes de trigo e arroz,
estendendo-se, posteriormente sua aplicacdo para um grande nimero de espécies.

Ellis (1984) observou que a duracdo de vida das sementes se
apresentava em distribuicdo normal e que suas curvas de sobrevivéncia eram
sigmoidais cumulativas negativas. Isso foi verificado gracas a plotagem linear de
valores denominados “probits® - valores de Vviabilidade das sementes em
porcentagem — ao longo do periodo de armazenamento das sementes (dias), de

acordo com a formula

v =K; - p (1/0),

onde v é o probit da viabilidade das sementes (em porcentagem) apés

0 armazenamento no tempo p; p € o periodo de armazenamento em dias; K; é o
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ponto de origem da curva de sobrevivéncia das sementes no tempo zero ou, em
outras palavras, € o valor de probit da viabilidade inicial, que significa o ponto de
interceptacdo do eixo das ordenadas (y) da curva de sobrevivéncia transformada;
1/o € a inclinacdo da curva de sobrevivéncia transformada, onde o € o tempo
observado para que a viabilidade caia para um probit, ou seja, representa a medicao
de sua longevidade, reduzindo a viabilidade de 84,1 para 50,0%, por exemplo.

Existe uma relacdo logaritmica inversa entre o grau de umidade e a
longevidade das sementes na faixa de grau de umidade entre 5 a 25% conforme

descrito por Ellis (1984) através da equagao:

logo=K-C,logm
onde K é a constante da interceptacdo a 1% de umidade das
sementes, da regressao entre log o e o logaritmo do grau de umidade da semente
(m) e C, a constante de viabilidade para o gradiente que descreve os efeitos
relativos da umidade na longevidade. Entre as espécies existem diferencas no efeito
relativo de umidade (Cy).
Segundo Ellis (1984), os efeitos da temperatura sao significativos e ndo

lineares em relacdo a longevidade de sementes e podem ser descritos como:
log =K -Cyt-Cot?

onde K é a constante, representada pelo ponto em que a curva de
sobrevivéncia corta o eixo Y; Cy e Cq sdo constantes de viabilidade, as quais
guando combinadas refletem a sensibilidade da longevidade a temperatura.

A equacao aperfeicoada de viabilidade proposta por Ellis e Roberts
(1980) inclui cinco constantes:
* duas constantes de temperatura linear e quadratica (Cy e Cq, respectivamente)
* uma constante para cada espécie: Kg;
* uma constante que indica a resposta logaritmica da longevidade das sementes
para o grau de umidade: Cy;
e uma constante que quantifica a qualidade inicial do lote de sementes antes do

armazenamento: K.
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Para qualquer lote homogéneo de sementes, dentro de uma grande
faixa de condi¢cdes de armazenamento, essas constantes podem ser empregadas
para a previsao da longevidade das sementes.

Os valores de o obtidos sdo utilizados na determinagao das constantes

K e Cy por regresséo linear utilizando a equacéao:
log 0 =K - Cy logm,

onde K é o ponto de interceptacdo no eixo Y da regresséo entre log o
e logm, sendo m o grau de umidade das sementes. A constante de viabilidade Kg da
equacao aperfeicoada de viabilidade pode também ser estimada adotando-se a

equacao abaixo:
KE:K+CHt-CQt2

Onde K é o ponto de interceptacdo da regressédo no eixo Y, CH e CQ
sdo constantes que descrevem os efeitos da temperatura t na longevidade e t é a
temperatura do armazenamento em °C. As constantes Kg, Cw, Cy € Cqg sao valores
que podem ser usados na previsdo da percentagem de germinagdo em probit (v),
apos qualquer periodo de armazenamento em diferentes valores de temperatura e

de umidade das sementes, utilizando-se da equacao:
= Ki _ p/lO KE—CW log m—CHt—CQt2

onde:

v = porcentagem de viabilidade prevista;

p = periodo de tempo em dias;

m = grau de umidade das sementes;

t = temperatura de armazenamento (°C);

Kg = constante para cada espécie;

K; = constante que quantifica a qualidade inicial de cada lote de sementes antes do
armazenamento;

Cw = indica a resposta logaritmica da longevidade das sementes para o grau de

umidade;
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Ch e Cqo = sdo constantes linear e quadratica da temperatura, respectivamente e
descrevem o efeito da temperatura de armazenamento sobre a longevidade das
sementes.

Esta equacéo foi testada com valores constantes para sementes de
cevada e abrangendo uma grande faixa de condi¢cdes ambientais e posteriormente
foi comprovada a possibilidade de sua utilizagdo para outras espécies vegetais. A
equacao de Ellis e Roberts (1980) prevé a porcentagem de viabilidade esperada
para qualquer lote de sementes durante o armazenamento em diferentes valores de
temperatura e grau de umidade das sementes.

Newton, Hay e Probert (2014) realizaram uma modificagcdo nas
equacOes anteriores com a finalidade de predizer a longevidade de cada lote de
sementes a partir de dados comparativos de amostras mantidas sob mesma
temperatura e teor de 4gua na semente.

Os valores o e Pso foram calculados pela formula:

V=Ki-(p/o)

Onde V é a viabilidade (em probits) da coleta apés p dias no ambiente
armazenado. Ki € o intercepto-y e uma medida da germinacao inicial da semente
(em probits), o (sigma) é o tempo para a viabilidade cair em 1 probit. O tempo de
diminuicao da viabilidade para 50% (Psp) pode ser lido na curva de sobrevivéncia da

semente ou calculado usando a equacao:

p50 =Kix o

onde os valores de Psy sdo usados para classificar as espécies,
permitindo comparacdes de longevidade entre as espécies.

O éxito dos programas de conservagdo ex situ como bancos de
sementes depende da capacidade de predizer a longevidade das sementes para a
elaboracdo das melhores estratégias de armazenamento e tempo adequado de
propagacdo do material armazenado, além de favorecer um estudo de seu

comportamento e fisiologia.
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3.2 Objetivos

Avaliar a qualidade fisiol6gica das sementes de Cattleya armazenadas
no banco de sementes de orquideas da UNOESTE utilizando o teste de tetrazdlio e
a comparacdo dos dados de viabilidade obtidos antes e apds 0 armazenamento em
baixa temperatura, contribuindo para verificar a influéncia do tempo na viabilidade e

longevidade das sementes armazenadas.
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3.3 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Células e Tecidos Vegetais da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade do
Oeste Paulista (UNOESTE — Presidente Prudente — SP).

Sementes de orquideas foram armazenadas a partir do ano de 2008 e
novas amostras de frutos foram coletadas, em diferentes periodos, no Orquidario
Aurora (Taciba - SP). As capsulas coletadas foram colocadas em envelope de papel,
e mantidas em temperatura ambiente até a deiscéncia dos frutos. As sementes
obtidas foram armazenadas em envelope de papel sobre silica gel a 4 °C, com 6,5%
de umidade (BRASIL, 2009) até o inicio dos testes de viabilidade. Posteriormente o
armazenamento se deu em freezer a -18 °C, com as sementes acondicionadas em
microtubos mantidos em frascos de vidro hermeticamente fechados contendo silica
gel.

O banco de sementes de orquideas da Unoeste conta atualmente com
350 amostras de sementes armazenados a -18 °C conforme protocolo do OSSSU-
Project (SEATON; PRITCHARD, 2011). Nesses 350 lotes estdo representadas
amostras de 133 espécies de orquideas, dentre as quais 58 pertencem ao género
Cattleya, estando 22 delas relatadas em diferentes listas vermelhas.

O presente estudo relata os resultados obtidos na avaliacdo de 36
amostras de sementes de orquideas. Destes, trés pertencem as espécies Laelia
anceps (uma amostra) e Guarianthe bowringiana (duas amostras), que ja foram
anteriormente classificadas como pertencentes ao género Cattleya. As outras 33
amostras pertencem a 32 espécies do género Cattleya (Tabela 3.1), sendo C.
alvaroana representada por dois lotes (Tabela 3.2).

Das 34 espécies analisadas, quatro ndo sao descritas em territério
brasileiro: Laelia anceps, originaria do México e Honduras, G. bowringiana
encontrada em Belize e Guatemala, C. mossiae presente na Venezuela e C.
warscewiczii de origem colombiana. Das 22 espécies citadas na lista vermelha da
flora brasileira de 2014, C. endsfeldzii é classificada como “CR - criticamente em
perigo (critically endangered)” e sete espécies sdo consideradas “EN - em perigo
(endangered)”: C. briegeri, C. caulescens, C. hoehnei, C. jongheana, C. schilleriana,
C. tenebrosa e C. tenuis. Ha ainda nove espécies classificadas como “VU-

vulneraveis (vulnerable)” (C. granulosa, C. harpophylla, C. harrisoniana, C.
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intermedia, C. labiata, C. purpurata, C. tigrina, C. walkeriana, C. warneri), duas
espécies descritas como “NT - quase ameacadas (neart threatened)” (C.
amethystoglossa e C. nobilior) e, por fim, duas espécies listadas como “LC - Menos
preocupante (least concern)”: C. cernua e C. cinnabarina (BRASIL, 2014).

Cinco estados brasileiros tem publicadas listas de espécies da flora
ameacgadas de extingdo. No presente estudo foram analisadas duas espécies
descritas como “vulneraveis” na lista vermelha da flora do estado de S&o Paulo (C.
purpurata e C. tigrina) (SMA, 2016). Da lista vermelha da flora do estado do Rio
Grande do Sul (SEMA, 2014) foram analisadas trés espécies descritas como
“vulneraveis”. C. intermedia, C. purpurata e C. tigrina. Ja entre as espécies que
constam na lista vermelha do estado de Santa Catarina (CONSEMA, 2014) foi
analisada uma descrita como “em perigo”: a orquidea C. purpurata. Com referéncia
a lista do estado do Espirito Santo (SIMONELLI; FRAGA, 2007) analisaram-se sete
espécies de Cattleya, sendo quatro classificadas como “criticamente em perigo” (C.
labiata, C. pumila, C. schilleriana e C. tenebrosa); uma como “em perigo” (C.
hoehnei) e duas como “vulneraveis” (C. harpophylla e C. harrisoniana). Por fim, em
relacdo a lista vermelha publicada pelo estado de Minas Gerais (COPAM, 1997)
foram analisadas quatro espécies do género Cattleya, sendo 3 “criticamente em
perigo” (C. amethystoglossa, C. jongheana e C. warneri) e uma como “em perigo” (C.
harpophylla).

Entre as 36 espécies analisadas no presente estudo, apenas 10
constavam na lista de espécies da flora consideradas ameacgadas pelo Ministério do
Meio Ambiente no ano de 1998 (BRASIL, 1998): C. briegeri, C. caulescens, C.
endsfeldzii, C. granulosa, C. jongheana, C. labiata, C. schilleriana, C. tenebrosa, C.
tenuis e C. warneri. Ja na lista atualizada, divulgada em 2014, constam 22 espécies
analisadas no presente trabalho.

Na lista Apéndice Il do CITES (Convengdo sobre o Comércio
Internacional de Espécies da Fauna e Flora Selvagem Ameacadas de Extin¢do) de
2012 (CNCFLORA, 2012) constam 13 espécies de Cattleya integrantes do presente
estudo: C. briegeri, C. caulescens, C. cernua, C. cinnabarina, C. endsfeldzii, C.
harpophylla, C. hoehnei, C. jongheana, C. purpurata, C. schilleriana, C. tenebrosa,
C. tigrina e C. walkeriana.

As 30 espécies brasileiras de Cattleya englobadas pelo estudo

realizado podem ser encontradas no bioma Mata Atlantica, uma vez que ele
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apresenta diferentes fisionomias. Ha nove espécies de Cattleya analisadas que

podem ser encontradas no bioma Cerrado e trés espécies no bioma caatinga

(Tabela 3.1).

TABELA 3.1 - Relacédo dos lotes de sementes das espécies de orquideas utilizados,
distribuicdo geogréfica e identificacdo dos biomas e habitos, grau de ameaca (EX-
Extinta, EW- Extinta na natureza, CR- Criticamente em perigo, EN- Em perigo, VU-
Vulneravel, NT-Quase ameacada, LC- Menos preocupante, DD- Dados insuficientes,

NE-N&o avaliada).

Espécie Distribuicéo Bioma / Habitos" Grau de

geografica® ameaca

Cattleya alvaroana (F.E.L.Miranda) Van RJ Mata Atlantica / Epifita NE

den Berg

Cattleya amethystoglossa Linden & MG, ES, BA Mata Atlantica, Caatinga / NT', CR*

Rchb.f. Epifitas ou rupicola

Laelia anceps [Lindley] Beer México / Epifita NE
Honduras

Cattleya angereri (Pabst) Van den Berg MG Mata Atlantica / Epifita NE

Cattleya blumenscheinii (Pabst) Van MG, ES Mata Atlantica / Rupicola NE

den Berg

Guarianthe bowringiana Veitch Belize / Rupicola NE
Guatemala

Cattleya brevicaulis (HG Jones) Van MG, ES Cerrado, Mata Atlantica / NE

den Berg Rupicola

Cattleya briegeri (Blumensch. ex Pabst) MG Campos rupestres / Rupicola ~ EN', DD,

Van den Berg CITES II'

Cattleya caulescens (Lindl.) Vanden MG Campos rupestres / Rupicola ~ EN', DD,

Berg CITES II'

Cattleya cernua (Lindl.) Van den Berg BA, MS, Cerrado, Mata Atlantica / LCh,
MG, SP, RJ, Epifita ou rupicola CITES II*
PR, SC, RS

Cattleya cinnabarina (Bateman ex MG, SP, RJ Cerrado, Mata Atlantica / LC,

Lindl.) Van den Berg Epifita ou rupicola CITES II°

Cattleya endsfeldzii (Pabst) Van den MG Mata Atlantica / Rupicola CR', VU,

Berg CITES II°

Cattleya granulosa Lindl. BA, PB, RN, Mata Atlantica / Epifita VU, vU®
PE, AL, ES

Cattleya harpophylla (Rchb.f.) Van den MG, ES Mata Atlantica / Epifita vui, EN?,

Berg VU,

CITES II'
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Cattleya harrisoniana Bateman ex Lindl. MG, ES, RJ,

Cattleya hegeriana (Campacci) Van

den Berg

Cattleya hoehnei Van den Berg

Cattleya intermedia Graham ex Lindl.

Cattleya jongheana (Rchb.f.) Van den

Berg

Cattleya labiata Lindl.

Cattleya lucasiana

Cattleya mossiae C.Parker ex Hook.

Cattleya nobilior Rchb.f.

Cattleya pumila Hook.

Cattleya purpurata (Lindl. & Paxton)

Van den Berg

Cattleya rupestris (Lindl.) Van den Berg

Cattleya sanguiloba (Withner) Van den

Berg

Cattleya schilleriana Rchb.f.

Cattleya tenebrosa (Rolfe) A.A.

Chadwick

Cattleya tenuis Campacci & Vedovello

Cattleya tigrina A.Rich.

Cattleya walkeriana Gardner

Cattleya warneri T.Moore ex R.Warner

SP

RJ

ES

RS, SC, PR,
SP, RJ

MS, SP,

MG, ES

RJ, ES, SE,
AL, PE, PB,
CE

MG
Venezuela
PA, TO, RO,
MA, MT,
GO, MS,
MG, ES

RS, SC, PR,
SP, RJ, ES
MG

BA, ES

RJ, ES, BA

RJ, ES, MG,
BA

BA, PE

RS, SC, SP,
BA, SE, PE

SP, MS, MT,
MG, GO, TO

MG, RJ, ES,

Mata Atlantica / Epifita
Mata Atlantica / Rupicola
Mata Atlantica / Rupicola
Mata Atlantica / Epifita ou
rupicola

Cerrado, Mata Atlantica /

Epifita

Mata Atlantica, Caatinga /
Epifita ou rupicola

Mata Atlantica / Rupicola
Epifita

Cerrado / Epifita

Mata Atlantica / Rupicola
Mata Atlantica e regifes
litoraneas / Epifita e rupicola
Mata Atlantica / Rupicola

Mata Atlantica / Rupicola

Mata Atlantica / Epifita

Mata Atlantica / Epifita ou
rupicola

Caatinga, Mata Atlantica /
Epifita ou rupicola

Mata Atlantica / Epifitas ou
rupicola

Mata Atlantica, Cerrado /

Epifita ou rupicola

Mata Atlantica / Epifita

vu?, vu®
NE

EN', CR®,
CITES II'
vul, vU?
EN', CR*,
EN®,
CITES II'
VUL, EN®,
CR®

NE

NE

NT?

CR®

vU?, vU?,
vU3, EN’
CITES II'
NE

NE

EN', CR®,
CR®,
CITES II'
EN', CR®,
CR®,
CITES II'
EN', CR®
vU?, vU?,
VvU?,
CITES II'

vu?,
CITES II'

vul, VU,
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BA CR*

Cattleya warscewiczii Rchb.f. Colémbia Epifita --

© CNCFlora. Cattleya in Lista Vermelha da flora brasileira versdo 2012.2 Centro Nacional de
Conservacdo da Flora. Disponivel em <http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-br/profile/Cattleya>. Acesso
em 10 outubro 2016.

# Lista Oficial das Espécies da Flora do Estado de Sdo Paulo Ameacadas de Extincdo (SMA-SP,
2016).

¥ Lista Oficial das Espécies da Flora Ameacadas de Extincdo do Estado do Rio Grande do Sul
SSEMA-RS, 2014).

" Lista das Espécies Ameagadas de Extincdo da Flora do Estado de Minas Gerais (COPAM-MG,
1997).

°- Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingdo (BRASIL, Ministério do Meio
Ambiente, 2008).

®. Lista das Espécies da Flora Ameagadas de Extincao no Estado do Espirito Santo (SIMONELLI, M.;
FRAGA, 2007).

- Lista Oficial das Espécies da Flora Ameacadas de Extincdo no Estado de Santa Catarina
(CONSEMA-SC, 2014).

Para a avaliacdo da viabilidade das sementes pelo teste de tetrazélio
foram aliquotados 10 miligramas de sementes em microtubos e foi realizado o pré-
condicionamento através da adicdo de 1,5mL de solugédo de sacarose a 10%, por 24
horas. Apos este periodo as sementes foram lavadas duas vezes em agua destilada
e adicionou-se 1,5mL de solucao de tetrazolio (Cloreto de 2,3,5-Trifenil-Tetrazolio) a
1%, submetendo-se a amostra por 24 horas a banho-maria na temperatura de 40 °C,
em ambiente escuro (HOSOMI et al., 2011).

A metodologia empregada na determinacdo da viabilidade das
sementes baseia-se na utilizacdo de imagens digitalizadas por computador em
substituicAo ao microscopio estereoscopico, mais amplamente utilizado. Apdés o
periodo de incubacdo de cada amostra, descartou-se 1,0 mL da solucdo de
tetrazolio e o restante foi gotejado sobre uma placa de vidro, posicionada ao lado de
uma régua de plastico. As imagens foram digitalizadas em resolucdo de 3600 dpi
com a utilizagdo de um scanner de mesa HP Scanjet G2710. As contagens das
sementes foram realizadas na tela do computador e as imagens foram modificadas,
guando necessario, com o uso do software Adobe Photoshop® CC 2015, através de
ferramentas de ampliacdo de imagem, definicAo de contraste e brilho. Foram
consideradas viaveis as sementes portadoras de embrides coloridos de vermelho,
tendo sido consideradas inviaveis as sementes com coloracdo branca.

Para a contagem da viabilidade das sementes foram marcados trés
campos em cada imagem e a Vviabilidade das sementes foi expressa em

porcentagem.
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Os valores de porcentagem da viabilidade das sementes pelo teste de
tetrazélio foram transformados em probit, utilizando-se a tabela proposta por Finney
(1952) retirada de Soares e Coelho (2012) (Figura 3.1). Os valores de probit foram
aplicados na equacao adaptada de Newton, Hay e Probert (2014) com a finalidade
de predizer a longevidade de cada lote de sementes.

Os valores o e P50 foram calculados pela formula:

V=Ki-(p/o)

onde V é a viabilidade (em probits) da coleta apds p dias no ambiente
armazenado. Ki é o intercepto-y e uma medida da germinacéo inicial da semente
(em probits), o (sigma) é o tempo para a viabilidade cair em 1 probit. O tempo de
diminuicao da viabilidade para 50% (Psp) pode ser lido na curva de sobrevivéncia da

semente ou calculado usando a equacao:

p50 =Kix o

onde os valores de Psy sdo usados para classificar as espécies,
permitindo comparacdes de longevidade entre as espécies.



FIGURA 3.1 - Quadro demonstrando a equivaléncia do valor de probit (Pr) e os
valores de porcentagem de viabilidade pelo teste de tetrazodlio.

Pr 049 Pr 09 Pr 049 Pr 0 Pr 09
0.00( 0 419 21 48| 42 [ 533 63 | 599 &4
2.67 1 423 22 |482 | 43 | 536 64 | 6.04| B85
2.95 2 426 23 |485 | 44 (539 65 |6.08| &6
3.12 3 429 24 |487 | 45 (541 66 | 6,13 | &7
325 4 4,33 25 49| 46 (544 | 67 | 6,18 | 88
3.35 5 4,36 26 492 47 [547 | 68 |6.23| 89
3.45 6 4,39 27 495 | 48 5.5 69 | 628 90
3.52 7 4,42 28 497 49 552 70 | 634 91
3.59 | 8 4.45 ] 20 51 50 | 555 71 |641| 92
3.66 | 9 448 30 |503 | 51 (558 72 | 648 93
3.72 10 | 4.5 31 |505( 52 |561] 73 | 655 94
3.77 11 | 4.53 | 32 (508 53 | 564 74 |6.64| 95
3.82 12 | 4.56 | 33 51 54 | 567 75 |6.75| 96
3.87 13 | 459 34 (513 | 55 |5.71| 76 |6.88| 97
3.92 14 | 461 | 35 (515 56 | 574 77 |7.05| 98
3.96 15 | 464 | 36 (518 57 | 577 | 78 |7.33| 99
4.01 16 | 4.67 | 37 52| 58 | 581 79 |7.41|992
4.05 17 | 4.69 | 38 (523 | 59 | 584 | 80 |7.51|994
4.08 18 | 4.72 | 39 (525 | 60 |588| 81 |7.65|99.6
412 19 | 4.75| 40 (528 | 61 |592| 82 |7.88|998
416 20 |4.77| 41 (531 | 62 |595| 83 |8.09 (999

Fonte: (SOARES; COELHO, 2012).
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3.4 Resultados e Discussao

O teste de tetrazoélio demonstrou-se viavel para analisar a qualidade
fisiologica das sementes armazenadas no banco por apresentar uma boa correlagédo
com os valores obtidos no teste de germinacdo para as sementes de orquideas do
género Cattleya (HOSOMI et al., 2011).

As Figuras 3.2 I-A e |-B referem-se ao teste de tetrazolio aplicado nas
amostras de sementes de C. caetensis, as quais perderam a viabilidade apos 83
meses de armazenamento. Depois desse periodo ndo foi possivel detectar
sementes viaveis (vermelhas) nas imagens, por isso os dados nao fazem parte do
presente trabalho.

Na Tabela 3.2 e Figuras 3.2 II-A e |I-B verifica-se o resultado do teste
de tetrazolio aplicado nas sementes de C. endsfeldzii antes do armazenamento a -
18 °C e apoOs 87 meses de armazenamento. Nesse periodo o lote perdeu 16% da
sua viabilidade, pois em novembro de 2008 a viabilidade era de 85,3+1,6% e apds o
armazenamento passou para 69,3+1,9%. Ja para as sementes de C. hegeriana foi
possivel observar que ndo houve perda de coloracdo das sementes apés o periodo
de 89 meses, indicando que ndo houve perda de viabilidade (Tabela 3.2 e Figuras
3.2 llI-A e III-B).
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FIGURA 3.2 - Imagens digitalizadas do teste de tetrazolio. A- sementes viaveis, B-
sementes mortas. IA — teste de tetrazoélio de C. caetensis em fevereiro de 2009, IB-
teste de tetrazélio de C. caetensis de janeiro de 2016, IIA — teste de tetrazélio de C.
endsfeldzii de setembro de 2008, IIB — teste de tetrazolio de C. endsfeldzii de janeiro
de 2016, llIA- teste de tetrazdlio C. hegeriana de julho de 2008, IlI-B — teste de
tetrazodlio de C. hegeriana de janeiro de 2016.

Fevi2009 Jan/2016

Set/2008 Jan/2016

Julf2008 Jan/2016
Das 36 amostras de sementes de orquideas do género Cattleya

analisados, seis foram armazenados de agosto de 2008 até a realizacdo dos testes,
totalizando 89 meses de armazenamento: C. granulosa, C. hegeriana, C. mossiae,
C. purpurata, C. tenuis e C. tigrina. Os lotes mais recentes avaliados foram C.
cinnabarina e C. jongheana armazenadas a partir de setembro e julho de 2013,
totalizando 27 e 30 meses de armazenamento respectivamente (Tabela 3.2).

A longevidade de uma determinada espécie pode ser reduzida quando
nao sdo empregadas condi¢cdes adequadas de armazenamento. A deterioracdo das
sementes comeca quando elas alcancam sua maturidade fisiologica. O aumento da

temperatura de armazenamento provoca aumento das taxas respiratorias da
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semente, dos fungos e dos insetos que as acompanham. A deterioracdo das
sementes € irreversivel, porém é minima por ocasido da maturidade fisiolégica. Um
armazenamento adequado visa manter o vigor e o poder germinativo pelo maior
periodo possivel, visto que a qualidade das sementes ndo € melhorada, mas pode
ser mantida com um minimo de deterioracao possivel (POPINIGIS, 1985).

Com a evolugdo do conhecimento sobre a longevidade de sementes,
muitas equacbes tém sido propostas para relacionar as condicdes de
armazenamento com o periodo de viabilidade das sementes, de modo a permitir
uma previsao da sua sobrevivéncia bem como sua sensibilidade ao grau de umidade
e a temperatura (ROBERTS, 1973; ELLIS, 1984; CHAVES; USBERTI, 2003;
ANDREOLLI, 2004; SINICIO et al., 2009; HAY; MEAD; BLOOMBERG, 2014).

Das 36 amostras analisadas, trés apresentam uma predicdo de
longevidade abaixo dos 20 anos (G. bowrigiana — lote 44, C. harpohylla e C. labiata).
Ja os lotes de C. brevicaulis, C. caulescens, C.granulosa, C. harriosoniana, C.
hegeriana, C. intermedia, C. rupestres, C. schilleriana, C. tenebrosa, C. walkeriana e
C. warneri de apresentaram Psy maior que 100 anos (Tabela 3.2 e Figura 3.3). O
armazenamento de sementes do género Cattleya a -18 °C tem se mostrado viavel,
confirmando os dados de Hosomi et al. (2012), pois de modo geral as amostras de
sementes analisadas no presente trabalho apresentam um Psp médio de 83,6 anos
(Tabela 3.2).

No caso de G. bowrigiana e C. alvoroana foram analisados 2 lotes de
cada espécie, que apresentaram valores diferentes de viabilidades. Segundo
Carvalho e Nakagawa (2012), uma planta enfraquecida pela acdo de qualquer fator
ambiental pode originar sementes com viabilidade mais curta, indicando uma
possivel causa para a diferenca entre os lotes de sementes analisados. Apesar de
os dois lotes de C. alvoroana possuirem o mesmo tempo de armazenamento, a
gueda de viabilidade foi diferente para cada um deles: no lote 2 foi 98,6% para
89,6% e no lote 7 de 98,7% para 95,8%. Desta forma os lotes 2 e 7 de C. alvaroana
apresentaram Pso de 23,8 e 45,2 anos respectivamente. Para G. bowringiana
também houve diferencas entre dois lotes analisados (Tabela 3.2). O lote 44,
composto por sementes armazenadas por 87 meses, apresentou perda de
viabilidade de 90,6% para 38,5%. Ja o lote 202, armazenado por 36 meses, teve sua
viabilidade reduzida de 76,7% para 74,7%. Sendo assim, 0 Psy para os lotes 4