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RESUMO
Conservagao de sementes de orquideas tropicais nativas do Oeste Paulista

Dentre todos os representantes do reino vegetal, a familia Orchidaceae é
considerada a maior familia botanica em quantidade de espécies, apresentando
ampla distribuigdo geografica e possuindo as menores sementes do mundo. Com o
intuito de conserva-las em bancos de sementes, varias instituicbes vém empregando
técnicas para analises da qualidade fisioldgica destas sementes, com a finalidade de
armazena-las e garantir a sobrevivéncia das espécies mais ameagadas. O objetivo
desse estudo foi avaliar a germinagao e viabilidade de sementes de cinco espécies
de orquideas tropicais nativas (Catasetum fimbriatum, Cattleya lundii, Galeandra
beyrichii, Macradenia paraensis e Zygopetalum maxillare) do Parque Estadual do
Morro do Diabo - Teodoro Sampaio-SP. As sementes foram acondicionadas em um
nivel de teor de agua (6,4%) e duas condigdes de temperatura (20 °C e -18 °C) no
decorrer de seis meses. A qualidade fisiolégica das sementes foi avaliada antes e
apo0s armazenamento, por meio dos testes de tetrazolio, teste de germinagao e
indice de velocidade de germinagao, que indicam vigor e viabilidade. Utilizou-se o
delineamento fatorial de tratamentos 2x3 (duas temperaturas x trés tempos de
armazenamento) com disposi¢cao inteiramente casualizada, contendo 3 repeti¢des.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA, p<0,05), sendo a
comparagdo de média feita pelo teste de Tukey (p<0,05). As culturas in vitro
permaneceram em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas a temperatura
de 25 £ 2 °C por, no maximo, 8 semanas. Contudo, para Galeandra beyrichii
(espécie terrestre) foram utilizadas duas condi¢des de luminosidade, germinagdo em
luz e no escuro e a analise estatistica foi feita separadamente. Os resultados
mostram que o armazenamento a 20 °C por trés e seis meses, nao favoreceram C.
fimbriatum, G. beyrichii e Z. maxillare, uma vez que, a primeira ndo germinou no final
de seis meses e as duas Uultimas ndo germinaram em nenhum periodo. Na
temperatura de 20 °C a espécie Z. maxillare demonstrou perda de viabilidade a partir
do terceiro més de armazenamento e M. paraensis, a partir do sexto més. Entretanto
a -18 °C, a maioria das espécies estudadas germinaram melhor no decorrer de seis
meses, indicando um melhor ambiente de conservacdo. De acordo com os
resultados do teste de tetrazolio, a espécie de Catasetum e Cattleya mantiveram alta
a taxa de viabilidade de sementes nas temperaturas e tempos avaliados,
diferentemente de G. beyrichii que, nos seis meses de armazenamento, apresentou
acentuada perda de viabilidade.

Palavras chave: Orquideas-Nativas. Bancos-de-Sementes. Viabilidade-de-
Sementes. Germinacao.



ABSTRACT
Conservation of native tropical orchid seeds from West Sao Paulo

The Orchidaceae family is considered the largest botanical family in number of
species, with a wide geographical distribution and having the smallest seeds in the
world. To preserve these species in seed banks, many institutions were using tests to
evaluate and analyse the physiological quality of the orchid seeds to store and to and
ensure the survival of the most endangered species. The objective of this study was
to evaluate the germination and seed viability of five native tropical orchid species
(Catasetum fimbriatum, Cattleya lundii, Galeandra beyrichii, Macradenia paraensis
and Zygopetalum maxillare) from the Morro do Diabo State Park - Teodoro Sampaio-
SP. The seeds were conditioned at a water content level (6.4%) and two temperature
conditions (20 °C and -18 °C) over six months. The physiological quality of seeds
was evaluated before and after storage by tetrazolium tests, germination test and
germination speed index, which indicate vigour and viability. A 2x3 factorial design
(two temperatures x three storage times) was used with a completely randomized
disposition with 3 replications. Data were submitted to analysis of variance (ANOVA,
p <0.05), and the mean comparison was made by Tukey test (p <0.05). The species
were placed in a growth room with a photoperiod of 16 hours at 25 + 2 °C for a
maximum of 8 weeks. For Galeandra beyrichii, a terrestrial species, two light
conditions were used, germination under lights and in the dark and statistical analysis
was performed separately. The results show that storage at 20 °C for 3 and 6 months
did not favor C. fimbriatum, G. beyrichii and Z. maxillare, since the first did not
germinate at the end of six months and the last two did not germinate in any period.
At 20 °C the Z. maxillare species showed loss of viability since the first three months
of storage and M. paraensis from the sixth month. However, at -18 °C most species
studied germinated better over six months, indicating a better conservation
environment. According to the results of the tetrazolium test, the species Catasetum
and Cattleya kept the viability rate high at the evaluated temperatures and times,
unlike G. beyrichii which in the six months of storage showed a marked loss of
viability.

Key-words: Native-Orchids. Seed-Banks. Seed-Viability. Germination.
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1 INTRODUGAO

As orquideas apresentam-se em varios formatos, cores e tamanhos,
sendo uma das flores mais famosas e requisitadas de todo o mundo. Apresentam
diversas finalidades de uso, desde a industria alimenticia até empresas que
trabalham com flores de corte ou plantas de vaso, devido ao valor ornamental que
muitas apresentam.

Considerada uma das maiores e mais diversificadas familias botanicas,
tanto em numero de espécies como em variedades, estas plantas apresentam ampla
distribuicdo geografica. Todavia, as regides que exibem a maior diversidade de
espécies sao os tropicos. Atualmente existe cerca de 29.000 espécies registradas no
mundo e o Brasil possui aproximadamente 10% desse total (FLORA DO BRASIL,
2020).

Com a fragmentacdo dos habitats e a coleta predatéria de orquideas,
houve uma significativa redugéo de populagdes de varias espécies, principalmente
as que apresentam valor ornamental. Com isso diversas espécies, atualmente,
encontram-se na Lista Nacional Oficial das Espécies da Flora Ameacadas de
Exting&o.

Diante disso, a conservacdo de sementes de orquideas, por via de
armazenamento em ambientes controlados, em relagdo a condi¢ées de umidade e
temperatura € um método viavel, uma vez que, ha uma acentuada quantidade de
sementes em seus frutos. Contudo, muitas sementes, no seu processo de
desenvolvimento, ndo formam os embrides. Por isso, destaca-se a importancia de
fazer uso dos testes que avaliam a qualidade fisiologica das sementes, antes de
serem destinadas ao armazenamento.

Quanto aos tipos de armazenamento de sementes, para cada espécie
de orquidea devem ser empregadas metodologias distintas. Por isso, é importante
estudar as condi¢gdes adequadas para acondicionar as sementes, visando conserva-
las viaveis por mais tempo. Um exemplo de armazenamento € manter as sementes
em baixas temperaturas, seja em nitrogénio liquido, freezer ou geladeira, com baixos
teores de agua. Essas condi¢des possibilitam maior longevidade das sementes, uma
vez que, reduzem seu metabolismo, evitando e/ou diminuindo o processo de

deterioracdo. O estudo da condigdo de armazenamento de sementes deve ser muito
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bem avaliado, posto que, ha a classificacdo de sementes ortodoxas, recalcitrantes e
dormentes nas orquideas.

A proposta deste trabalho foi de conduzir testes com algumas espécies
de orquideas nativas oriundas do Parque Estadual do Morro do Diabo, area de Mata
Atlantica Estacional Semidecidua no interior do Estado de S&o Paulo, com a
finalidade de avaliar a conservacao e a viabilidade de sementes em ambientes

controlados.
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2 OBJETIVO

Avaliar a germinagéo e a viabilidade de sementes de cinco espécies de
orquideas tropicais, nativas do Oeste Paulista, sendo elas: Catasetum fimbriatum (C.
Morren) Lindl.; Cattleya lundii (Rchb.f. & Warm .) Van den Berg.; Galeandra beyrichii
(Rchb.f.); Macradenia paraensis (Barb.Rodr.) e Zygopetalum maxillare (Lodd.)
acondicionadas a 6,4% de teor de agua. As sementes foram armazenadas em duas
diferentes temperaturas (20 °C e -18 °C) e as avaliagbes foram feitas inicialmente e

apos trés e seis meses de armazenamento.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Evolugao, habitos e habitats das orquideas

As orquideas pertencem a um grupo de plantas que provavelmente
surgiu no final do periodo Cretaceo. No final do século XX (ano 2000), cientistas
descobriram, na Republica Dominicana, uma abelha sem ferrdo fossilizada em
ambar, cujas asas estavam cobertas por polineas de orquidea. Diante do achado,
acredita-se que o ancestral comum das orquideas viveu entre 80 milhdes de anos
(RAMIREZ et al., 2007; POINAR; RASMUSSEN, 2017).

De habito herbaceo, as orquideas apresentam formas de vida desde
terricolas, rupicolas, micoheterotroficas, mas principalmente epifitas (PABST;
DUNGS, 1975). Contudo muitas espécies podem apresentar mais de um tipo de
substrato, tendo como exemplo o género Zygopetalum, que ao se desprender de um
foréfito de samambaiacu, pode permanecer vivo, em solo bem drenado e com
serapilheira. Dentre todas as importancias que as orquideas denotam, a ecoldgica é
a principal, uma vez que, sao vegetais bioindicadores da qualidade florestal,
indicando se determinada area foi degradada através de desmatamento ou
queimadas (NETO et al., 2007; ROMANINI, 2006).

Algumas subfamilias estdo incluidas na familia Orchidaceae,
apresentando caracteristicas distintas quanto as formas de vida que possuem, e tais
particularidades favorece o aumento da extensdo geografica das espécies por
diversos tipos de ambientes (MELLO; PANTOJA, 2014).

3.2 Classificagao taxonémica e biogeografica das orquideas

As orquideas sao as fanerégamas mais diversificadas do reino vegetal,
com aproximadamente 29.000 espécies distribuidas em 736 géneros (GOVAERTS
et al.,, 2016; THE PLANT LIST, 2013). Do grupo das Angiospermas, pertencem ao
clado Monocotiledénea e, segundo a classificagcdo taxondmica atual, estas plantas
estdo inseridas na ordem Asparagales, subdivididas em cinco subfamilias:
Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae, Epidendroideae
(CAMERON, 2006).
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O territorio brasileiro registra mais de 2.400 espécies de orquideas
distribuidas em quase 220 géneros e o Estado de S&o Paulo 738 espécies
(BARROS et al., 2015; ULLOA et al.,, 2017; FLORA DO BRASIL, 2020). Porém
segundo Minambiente (2015), € a Colédmbia o pais com maior numero de espécies
no mundo, registrando 4.270 espécies, sendo 1.572 delas endémicas, agrupados
em 274 géneros, distribuidos em quase todo o territério colombiano.

3.3 Importancia econdémica das orquideas

As orquideas formam um grupo de plantas com maior potencial de
comercializagdo devido ao valor ornamental (ROBERTS; DIXON, 2008). Em razéo
das caracteristicas florais e durabilidade que apresentam, faciimente sao
encontradas em floriculturas como flores de corte e/ou plantas de vaso (STANCATO;
BEMELMANS; VEGRO, 2001). Para Takane e Yanagisawa (2007) as orquideas sao
valorizadas comercialmente no Brasil e fora do pais e, em virtude do emprego de
técnicas de propagacgédo e cultivo, alavanca-se as perspectivas de mercado. Em
2017 a importacdo de mudas de orquideas no Brasil movimentou mais de 17
milhdes de ddlares (BRAINER, 2018).

A familia Orchidaceae também é utilizada para fins alimenticios e
medicinais. De acordo com Divakaran, Babu e Peter (2006) os frutos maduros e
secos do género Vanilla, conhecido como baunilha (exemplo V. planifolia) séo
utilizados para a fabricacdo de esséncia alimenticia através da extragcao de vanilina.
Outras espécies de orquideas, tais quais, as do género Dendrobium, sao utilizadas
como alimentos devido a grande quantidade de fenantrenos, flurenonas, ésteres
aromaticos e outras substédncias que possuem atividades antimutagénicas,
antitumorais e antioxidantes (CHEN et al., 2008). Na Universidade Federal do Rio de
Janeiro, os pesquisadores Barreto e Parente (2006) extrairam polissacarideo do
pseudobulbo de Cyrtopodium cardiochilum, substdncia com grande potencial
terapéutico para o tratamento de processo inflamatério e desordens

imunorregulatérias.
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3.4 Sementes de orquideas, armazenamento e germinagao

Na natureza, apds a polinizacdo das flores das orquideas, comega a
formacgao das capsulas, sendo que o numero de sementes pode variar de algumas
centenas a milhares. Cada espécie possui um periodo de maturagao diferente e,
quando as capsulas se abrirem e ocorrer a dispersao de sementes, poucas delas
terdo a oportunidade de germinar e chegar a fase adulta (YAM; ARDITTI, 2009).

Estudos confirmam que as sementes de orquideas, naturalmente, sé
conseguem germinar, caso ocorra uma associagdo mutualistica com fungo
micorrizico (RASMUSSEN, 2002). Segundo Brito (2005) e Pereira et al. (2003) este
processo simbidtico é extremamente importante na continuagao do ciclo de vida das
espécies, pois os fungos micorrizicos fornecem nutrientes para germinacéo,
crescimento e desenvolvimento das plantulas de orquideas.

Diante da grande quantidade de sementes que as orquideas produzem
e devido ao fato de muitas espécies estarem ameacadas, o armazenamento destas,
em bancos de sementes, apresenta grande interesse para a conservagao em longo
prazo. Contudo, naturalmente no decorrer do tempo as sementes vao perdendo a
capacidade fisiolégica devido ao processo de deterioracdo (NODARI et al., 1998).
De acordo com Mei et al. (2010) as condigbes de estresse nas sementes, induzem a
producao de espécies reativas de oxigénio, causando danos a viabilidade, pois os
radicais livres formados através do estresse sao capazes de modificar as estruturas
das enzimas. Segundo Marcos-Filho (2005) a a¢ao dos radicais livres nas sementes,
geram a degradagao oxidativa dos lipideos, conhecida como peroxidagao lipidica,
que prejudica as fungdes da membrana.

Em resposta ao estresse oxidativo, pode ocorrer nas sementes a
ativacdo do sistema antioxidante, envolvendo a acdo da enzima superdxido
dismutase, a qual, favorece a eliminacao dos radicais livre e reduz o dano oxidativo
(YU; RENGEL, 1999; MARTINS et al., 2011).

Ndo é possivel manter sementes vivas eternamente, pois a
deterioragdo ocorre mesmo durante o armazenamento. Todavia, cada espécie de
orquidea pode responder diferentemente as condi¢gdes de estocagem, e por isso
diferentes tratamentos sao realizados a fim de compreender o meio mais adequado
de armazenar determinada espécie (SEATON; PRITCHARD, 2008).
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E necessario distinguir os métodos de estocagens devido & existéncia
de duas categorias de sementes, as recalcitrantes, que n&o toleram baixas
temperaturas e dessecacao durante o processo de armazenamento, e as ortodoxas,
que resistem a perda de agua e condicionamento em temperaturas baixas
(ROBERTS, 1973; PUPIM et al.,, 2009). Outros autores definiram uma terceira
classificacdo para sementes que apresentam comportamento recalcitrante e
ortodoxo, definindo-as como intermediarias (ELLIS; HONG; ROBERT, 1990). As
sementes intermediarias sdo aquelas que toleram secagem a 10 e 12% de umidade,
mas perdem a viabilidade quando estocadas sob a temperaturas baixas por longo
periodo de armazenamento (HONG; ELLIS, 1996). De acordo com Harrington (1972)
para cada grau de percentagem de umidade, a menos, nas sementes, o tempo de
conservagao dobra e para cada 5,5 °C a menos, a o0 tempo de conservagido também
dobra e estes fatores, quando em conjunto, tém seus efeitos multiplicados.

Quanto a longevidade de sementes ortodoxas, que é o periodo de
tempo a qual as sementes se mantém viaveis, as espécies sao classificadas em trés
grupos; as de vida curta, alcangando com longevidade menor que 25 anos, vida
média com longevidade de 30 a 70 anos e as de alta longevidade, as quais se
conservam por mais de 60 anos (WALTERS; HILL; WHEELER, 2005). Portanto, o
controle do teor de agua nas sementes, bem como a temperatura de
armazenamento, regulara a longevidade de cada espécie no banco de sementes. A
grande maioria das espécies de orquideas ja estudadas apresenta-se como
ortodoxa de vida curta (MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005b).

Em laboratérios, a germinagcdo de sementes de orquideas in vitro
acontece em meios nutritivos (esterilizados) com macro e micronutrientes, fontes de
carbono (agucares), vitaminas e organicos complexos em ambiente controlado
(FILETI et al., 2015). O inicio da germinagao ocorre com a hidratagao das sementes
através do processo de absorgédo de agua, favorecendo a retomada dos processos
metabdlicos e resultando no reinicio do desenvolvimento do embrido (MARCOS
FILHO, 2005; FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Entretanto, muitas espécies com sementes viaveis e em condi¢des
ambientais favoraveis, atrasam a germinagdo devido ao processo denominado
dorméncia de sementes (VASCONCELOS et al., 2010). Na natureza esse fenébmeno

pode ser considerado vantajoso para a perpetuagdo das espécies, uma vez que,
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impede a germinagdo de todas as sementes em periodos com intempéries
ambientais, cujas consequéncias possam prejudicar o embrido (SANTOS et al.,
2015).

De acordo com o trabalho de Cardoso (2009) nos anos 80 foram
reconhecidos dois tipos de dorméncia de sementes: a dorméncia do embrido,
desenvolvida pela imaturidade ou inibicdo do metabolismo embrionario; e a
dorméncia relacionada ao tegumento da semente, na qual, a impermeabilidade
impede a germinacdo. No decorrer dos anos foi intensificado os trabalhos sobre
dorméncia de sementes, portanto houve a classificacdo desse fenbmeno em classe,
niveis e tipos. Para Baskin e Baskin (2004) a dorméncia de sementes pode ser
classificada em alguns tipos: Fisiologica, que pode ter relagdo com horménios de
crescimento; Morfoldgica, relacionada ao subdesenvolvimento do embrido;
Morfofisiolégica, apresentando caracteristica de dorméncia morfoldgica e fisiologica
ou Fisica, causada em razdo de tegumento espesso ou duro que impossibilita a
permeacao de agua e/ou gases no interior da semente, impedindo a retomada das

atividades metabdlicas.

3.5 Teste de vigor e viabilidade

Testes de vigor avaliam a qualidade fisiolégica das sementes, com isso
os testes, frequentemente utilizados, sdo o envelhecimento acelerado, deterioragéo
controlada, indice de germinagdo de sementes (IVG) e teste de frio, como nos
trabalhos de Hosomi et al. (2011), Hosomi et al. (2012), Fileti et al. (2015). No
entanto o periodo de obtencédo das respostas varia (dias, semanas ou meses) em
conformidade com a espécie, ainda mais quando existe algum tipo de dorméncia
(MARCOS FILHO, 2005).

Com o objetivo de apontar o vigor e a viabilidade de sementes,
diversos testes rapidos podem ser empregados, no intuito de determinar a qualidade
fisiologica de sementes de inumeras culturas, como o teste de tetrazolio,
considerado indireto, rapido e viavel (CERVI; MENDONCA, 2009; GRZYBOWSKI et
al., 2012). Para sementes de orquideas, Hosomi et al. (2011; 2012) melhorou
metodologias existentes como a de Singh (1981).

Esse teste € capaz de identificar, visivelmente, sementes apresentando

embrido viavel e ndo viavel, uma vez que, a atividade das enzimas desidrogenases,
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nas mitocondrias das sementes, reduz o sal de tetrazolio (2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazolio) nos tecidos vivos do embrido, formando um composto ndo difusivel de cor
vermelha chamado trifenilformazan, indicando que ha viabilidade celular (PINA-
RODRIGUES; FIGLIOLIA; PEIXOTO, 2004; MARCOS FILHO, 2015). Todavia, caso
as desidrogenases n&o estiverem ativas, o tecido embrionario ndo ficara corado,
expressando que n&o ha atividade respiratoria, ou seja, as sementes estdo mortas
(LAZAROTTO et al., 2011).

No caso de sementes de orquideas, para obter informacdes quanto a
qualidade das sementes de um determinado lote, o teste de germinagéo torna-se o
mais indicado, visto que determina o potencial germinativo das mesmas. Contudo o
pré-condicionamento em solugao de sacarose 10% (temperatura ambiente) e uso de
concentragdes de tetrazélio 1% com periodo de exposi¢gao acima de 24 horas em
banho-maria a 40°C no escuro, torna-se imprescindivel para alcancgar resultados

confiaveis sobre a qualidade das sementes (HOSOMI et al., 2011).

3.6 Descrigoes das espécies utilizadas nesse estudo

3.6.1 Catasetum fimbriatum

Ctsm. fimbriatum (C. Morren) Lindl (Figura 1) € uma erva epifita, que no
Brasil esta distribuida nas regides Norte, Centro-Oeste, Sudeste e Sul pelos biomas
de Cerrado e Mata Atlantica (BARROS et al, 2015). Podem apresentar flores
mondclinas como também diclinas em plantas didicas e/ou mondicas. Sao
extremamente adaptadas a condigcbes climaticas adversas, e sua floragao
geralmente ocorre de janeiro a fevereiro, mas pode alterar dependendo do estado de
origem (FERREIRA, 2005).

As abreviagdes das espécies de orquideas seguem a norma de
nomenclatura adotada pela Royal Horticultural Society (2019).



FIGURA 1 — Flores masculinas de Ctsm. fimbriatum.

Fonte: Préprio autor.
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3.6.2 Cattleya lundii

C. lundii (Rchb.f. & Warm.) Van den Berg (Figura 2) € uma erva epifita
que recentemente deixou de fazer parte do género Laelia Lindl. devido as analises
de dados de sequéncias de DNA riboss6micos nucleares realizadas por Van Den
Berg ( 2008). Esta espécie de orquidea possui distribuigdo geografica para as
regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, com ocorréncias confirmadas tanto no Cerrado
como na Mata Atlantica (FLORA DO BRASIL, 2020). O género Cattleya possui
elevada importancia no segmento de floricultura e seu cultivo vem sendo realizado
desde o século XIX (PINHEIRO et al., 2012).

FIGURA 2 — Flor de C. lundii.

Fonte: Préprio autor.
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3.6.3 Galeandra beyrichii

Gal. beyrichii (Rchb.f.) (Figura 3) é uma orquidea terricola pertencente
a sub-tribo Catasetinae, sendo reconhecida principalmente por ndo possuir folhas,
ser provavelmente saprdfita, apresentar flores com labelo em forma de funil, além de
raizes cilindricas fasciculadas e pseudobulbos. A espécie possui distribuicao
geografica em todos os estados brasileiros, possuindo maior registro no Sul e
Sudeste, com mais de 60 vouchers em herbarios e apenas um registro na regiao
Norte (BRAGA; MONTEIRO; SMIDT, 2015; SPECIESLINK, 2017).

FIGURA 3 - Flor de Gal. beyrichii.

Fonte: Préprio autor.
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3.6.4 Macradenia paraensis

Macradenia paraensis (Mcdn paraensis) (Barb.Rodr.) (Figura 4) € uma
epifita que cresce nas adjacéncias das matas de galerias, e possui ampla
distribuigcdo geografica no Brasil (FERREIRA; LIMA; PANSARIN, 2010). A espécie foi
considerada criticamente ameagada de extingado de acordo com os critérios da IUCN
(2012), e atualmente esta classificada como vulneravel na lista oficial de flora

ameacada de extingdo no Estado de Sao Paulo (SMA, 2016).

FIGURA 4 - Flor de Mcdn. paraensis.

Fonte: Préprio autor.
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3.6.5 Zygopetalum maxillare

Z. maxillare (Lood.) (Figura 5) € uma erva epifita, todavia pode
apresentar habito terricola, caso haja condigbes favoraveis para seu crescimento e
desenvolvimento (luz, agua e nutrientes). Na Mata Atlantica a espécie cresce em
ambientes de sub-bosque alagados, utilizando como suporte, forofitos de
Samambaiagu (Dicksonia sellowiana), se beneficiando de nutrientes da matéria
organica em decomposigao nessas pteridofitas. A espécie esta presente nas regides
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, com maior registro no Parana (BARROS et
al., 2015; ROMANINI, 2006).

FIGURA 5 — Flor de Z. maxillare.

Fonte: Proprio autor.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local do experimento e sementes utilizadas

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),
municipio de Presidente Prudente (SP).

As sementes utilizadas nesse experimento sao provenientes do Parque
Estadual do Morro do Diabo (Figura 6), localizado nas coordenadas 22° 27' a 22° 40
de latitude S e 52° 10' a 52° 22' de longitude (Mata Atlantica de Interior) no municipio
de Teodoro Sampaio (SP).

FIGURA 6 — Mapa com a localizagao do Parque Estadual do Morro do Diabo.

jEstado do/Matoe Grossoldo Sul

JEstadc' deiSaoPaulo
‘Rio Parana

Parque’Estadual do Morroido Diabo
‘ _ITeodoro Sampaio

dRioParanapanema

iEstado do’Parana

Google Earth

ev: 431 m  altitude do ponf

Fonte: Google Earth
Modificado pelo autor

Foram coletadas por Teixeira, Hosomi e Machado Neto (2018) em
diferentes periodos de 2018 (conforme o periodo de frutificagdo de cada espécie)
durante o levantamento floristico da familia Orchidaceae. Os testes foram realizados
com cinco espécies de orquideas tropicais nativas, tendo suas origens em diversas

localidades do Brasil (Tabela 1). Dentre as espécies de orquideas desse estudo,



31

apenas Gal. beyrichii € uma planta terricola, afila, com pseudobulbo subterraneo e
provavelmente saprdfita (PRIDGEON et al., 2009), embora Ferreira (2009) conteste
essa afirmacido de saprofiismo em orquideas. Em virtude disso, no teste de
germinagao para a espécie Gal. beyrichii foi utilizado a condi¢do de germinagdo com
e sem luz, uma vez que, para Arditti et al. (1982), espécies de orquideas terricolas

germinam no escuro.

TABELA 1 - Nome das espécies e local de ocorréncia dentro do territério brasileiro.
NE — Espécie ndo avaliada quanto a ameaca; LC — Pouco preocupante; VU —
Vulneravel.

Nome da espécie Local de ocorréncia/Estado de conservagao
Catasetum fimbriatum PA, RO, DF, GO, MS, MT, MG, SP, PR, SC, RS (LC)
Cattleya lundii DF, GO, MG, SP, PR (NE)

Galeandra beyrichii BA, DF, GO, MT, ES, MG, RJ, SP, PR, SC, RS (LC)

Macradenia paraensis PA, RO, TO, GO, MS, MT, MG,SP (VU)
Zygopetalum maxillare BA, MT, ES, MG, RJ, SP, PR, SC, RS (LC)

Fonte: BARROS et al. (2015) e SMA (2016).

Dos frutos maduros foram coletados, as sementes (Figura 7), as quais
foram colocadas em envelope de papel, sendo estes mantidos em silica gel, sob
temperatura ambiente, até serem destinadas ao laboratério.

Os lotes de sementes foram selecionados manualmente, as sementes
limpas e sem detritos foram colocadas em tubos Falcon de 15 mL, mantidos abertos
dentro de uma camera hermética contendo solucédo saturada de cloreto de litio por
duas semanas (HAY et al., 2008) com umidade relativa de 11%, e deixadas por duas
semanas até o equilibrio com teor de dgua de 6,4% segundo Hengling (2015). Apds
este periodo os tubos foram fechados e colocados em camera contendo silica gel e
estocadas em duas condigbes de temperaturas, 20 °C (sala que mantém
temperatura estavel) e -18 °C (freezer horizontal), durante trés e seis meses. A
temperatura foi controlada através de termostato e termémetro.

Na primeira fase do teste de germinacgao, foi realizado ensaios antes
dos tratamentos. Os testes foram conduzidos até a estabilizagdo da germinagéo, ou
seja, 0 42° dia para Ctsm. fimbriatum, C. lundii e Mcdn. paraensis e até o 56° dia
para Gal. beyrichii e Z. maxillare. Apos trés e seis meses de estocagem, foram

repetidos os ensaios de germinacgao in vitro, nas mesmas condigdes acima.
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FIGURA 7 — Fruto de Ctsm. fimbriatum com sementes, antes do condicionamento.

Fonte: Préprio autor.

4.2 Teste de tetrazélio (TZ%)

Uma amostra de 10 mg de sementes foi inserida em microtubos de 1,5
mL, imersas em solugao de sacarose 10% p/v, e deixadas a temperatura ambiente
por 24 h. Apds este periodo, a solugcdo foi descartada com micropipeta e as
sementes lavadas por duas vezes com agua destilada. Em seguida, foram
adicionadas aos microtubos com solucao de tetrazélio 1%, e deixados em banho-
maria a 40°C no escuro por 24 h, seguindo o protocolo de Hosomi et al. (2011).

Apo6s o processo de pré-condicionamento a solucdo de tetrazélio foi
descartada e as sementes preparadas em lamina de microscopia. Foi utilizado
scanner para capturar imagens das sementes, com resolu¢gao de 3600 dpi (FILETI,
2015). Para a identificagdo das sementes viaveis (embrido corados na cor vermelho)
(Figura 8), foi utilizado o método de contagem na tela de computador através de
imagens aumentadas em programa de “Visualizagdo de fotos”. A lamina foi dividida

em trés campos com sementes.
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FIGURA 8 - Imagem de sementes de C. lundii apds pré-condicionamente e teste de
tetrazdlio. Sementes viaveis estdo coradas em vermelho (A); sementes ndo viaveis
apresentam cor branca (B) e, estruturas sem embrido s&o consideradas “palhas” (C).

Fonte: Préprio autor.

4.3 Desinfecgao e teste de germinagao in vitro (G%)

O meio de cultura utilizado nos testes de germinagdo foi o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) & % concentragdo, contendo Agar (6g L), sacarose
30¢ L' e o pH ajustado para 5,6. O meio foi autoclavado por 20 minutos a 121°C e
1 atm. Por fim, o meio foi distribuido em placas de Petri de diametro 60 mm x 15 mm
de altura, em camara de fluxo laminar.

Previamente ao processo de semeadura, 10 mg de sementes de cada
espécie foram desinfetados com DDCA (Dicloroisocianurato de sédio - 5g.L™") diluido
em agua destilada e 100 pyl de Tween 80, dentro de uma seringa 3 mL por um
periodo de 10 minutos. Durante a desinfec¢cdo das sementes, a seringa foi agitada
algumas vezes, e deixadas imersas na solugdo desinfetante. As sementes foram
lavadas duas vezes com agua destilada autoclavada e semeadas por gotejamento
em 3 placas de petri, as quais foram seladas com filme plastico, identificadas com o
nome da espécie de orquidea e levadas a sala de crescimento com temperatura de
25 1 2 °C com fotoperiodo de 16 h, durante o periodo de 8 semanas (Figura 9). Na
sala de crescimento foram utilizadas lampadas fluorescentes com intensidade
luminosa de. A semeadura foi realizada em camara de fluxo laminar (MACHADO
NETO; CUSTODIO, 2005a).
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FIGURA 9 — Culturas de sementes de orquideas, acondicionadas a 25 + 2 °C com
fotoperiodo de 16 horas.

Fonte: Préprio autor.

4.4 Contagem das sementes

Os dados do experimento foram gerados através da contagem das
sementes germinadas, para assim calcular a porcentagem de germinacéo (%G) e o
indice de velocidade de germinacgao (IVG), de cada espécie. O IVG foi calculado
utilizando a seguinte formula: IVG = (N1/G1+N2,G2+ ... N,/Gy) sendo G1, G2 e Gn as
sementes germinadas em cada periodo, e N € o numero de dias de germinagéo (os
intervalos entre as analises foram semanais até o fim da avaliagéo).

Uma semana apds as placas de Petri serem levadas a sala de
germinagao, foram delimitados 3 campos circulares (10 mm de didametro) nas 3
placas de cada espécie, apresentado mais de 25 sementes, delimitagcdes estas que
ajudaram na contagem durante o acompanhamento da germinacgéo.

Os registros das sementes e protocormos foram realizados através de
camera fotografica de boa resolugdo, para visualizagdo de todo o material
germinado no campo, sendo a camera acoplada manualmente a ocular de um

estéreomicroscopio. De acordo com o método de Seaton e Hailes (1989) foram
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consideradas sementes germinadas, aquelas que apresentaram embrides de
coloragao verde, massa embrionaria expandida, tendo rompido a testa (tegumento)

da semente (Figura 10).

FIGURA 10 - Imagem de germinagao de C. lundii. A — sementes germinadas, B -
sementes ndo germinadas.

Fonte: Préprio autor.

4.5 Delineamento e analises estatisticas

Para analise estatistica foi utilizado o delineamento do tipo fatorial 2x3
(temperatura x tempo de armazenamento), inteiramente casualizado, contendo dois
tratamentos de temperatura e trés repeticbes cada. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA, p<0,05) e através do Sistema de Analise de Variancia
(SISVAR®) aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparagéo de
médias (FERREIRA, 2011). Cada espécie foi avaliada separadamente nos testes
iniciais em duas temperaturas (20°C e -18°C) e trés tempos (0, 3 e 6 meses). Para a
espécie Galeandra beyrichii, manteve-se fatorial duplo, portanto a analise foi feita

separadamente quanto ao acondicionamento em luminosidade e escuridade.
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5 RESULTADOS

5.1 Analises de germinacgao, teste de tetrazélio e IVG

Nos testes iniciais do experimento pode-se observar que as sementes
de Ctsm. fimbriatum tiveram a germinacao iniciada a partir da terceira semana,
atingindo 95% de germinacao ao fim da analise (Tabela 2). No teste de tetrazdlio a
viabilidade verificada foi de 100% (Figura 11).

Para as sementes de C. lundii foi observado 95% de germinacéo,
alcangando 96% de viabilidade e, diferente das outras espécies do estudo, a
germinagdo comegou na primeira semana apos semeadura.

As sementes de Gal. beyrichii que foram colocadas para germinar na
luz, apresentaram baixo indice de germinagdo, em torno de 30%. Isso ocorreu
provavelmente por serem sementes de orquidea saprofita e/ou possuir fotoblastismo
neutro com maior sensibilidade a luz, uma vez que, diante do teste de tetrazélio foi
obtido 95% de viabilidade. Entretanto, as sementes que foram acondicionadas no
escuro apresentaram alta taxa de germinagao, cerca de 99%.

Foi identificada 90% de germinacao nas sementes de Mcdn. paraensis,
com viabilidade alta, 94%.

A espécie Z. maxillare foi a segunda que apresentou maior indice de
viabilidade, com 97%, entretanto na fase inicial do experimento as sementes

apresentaram baixa germinagao, por volta de 26%.

TABELA 2 - Resultados dos testes iniciais de tetrazolio (TZ) e germinagéao (G).

Amostras TZ (%) £ DP* G (%) £ DP*
Catasetum fimbriatum 99,7 £ 0,40 94,7+3,8
Cattleya lundii 96,2 + 2,89 952+27
Galeandra beyrichii (Luz) 94,8 +1,26 299+74
Galeandra beyrichii (Escuro) 94,8 + 1,26 98,5+ 2,1
Macradenia paraensis 94,0+ 2,28 89,7 £ 4,1
Zigopetalum maxillare 97,1 + 3,06 25,7 £ 8,1

*DP desvio padrao da média amostral
Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 11 — Teste de tetrazdlio para as sementes de Ctsm. fimbriatum (A), C. lundii
(B). Gal. beyrichii (C), Mcdn. paraensis (D) e Z. maxillare (E) antes de serem
armazenadas.

Fonte: Préprio autor.
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5.1.1 Catasetum fimbriatum

A viabilidade das sementes de Cism. fimbriatum nos testes iniciais e
nos primeiros meses de armazenamento permaneceu até os seis meses de
armazenamento (Tabela 3). Apos trés meses de armazenamento a 20 °C, as
sementes de Cism. fimbriatum apresentaram aumento na germinagdo apos a
terceira semana (Figura 12A), alcangcando 6%. Na quarta semana (28 dias), os
protocormos comegaram a apresentar pélos epidérmicos e, houve um pico de
germinagao, aumentando para 94% e se estabilizando entre a penultima e a ultima
semana da avaliagdo. Com seis meses de armazenamento ndo houve germinagao;
nos dois periodos de armazenamento a viabilidade foi de 100%.

As sementes de Ctsm. fimbriatum armazenadas a -18 °C, por trés
meses, também demonstraram germinacgao lenta durante as trés primeiras semanas
se aproximando de 10%. Entretanto, na quarta semana houve aumento neste
parametro, ultrapassando 95% e, quase 100% nas duas ultimas semanas (Figura
12B). A partir de seis meses os resultados foram de 29% de germinagéo a partir da
terceira semana, mais de 90% na quarta semana e 100% no fim dos testes (Figura
13).

TABELA 3 — Teste de tetrazdlio (%) aplicado as sementes de Citsm. fimbriatum,
antes e ap6s o armazenamento sob diferentes temperaturas.

Viabilidade das sementes (%) + DP*

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento
(meses) -18 20
0 99,7 £ 0,40 99,7 £ 0,40
3 1000 1000
6 1000 1000

*DP desvio padrao da média amostral
Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 12 - Germinagdo acumulada (%) de sementes de Ctsm. fimbriatum,
acondicionadas a 6,4% de teor de agua e armazenadas em duas condigdes, a 20 °C
(A) e -18 °C (B), inicialmente e ap0s trés e seis meses de armazenamento.
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Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 13 — Germinacao final de sementes de Ctsm. fimbriatum em cultivo in vitro,
acondicionadas nas temperaturas de 20 °C e -18 °C, no periodo de trés e seis
meses de armazenamento.

3 meses 3 meses

Fonte: Préprio autor.
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Em Ctsm. fimbriatum nao ocorreu interagdo significativa entre os
tratamentos (condigbes de temperatura x tempo) na germinacgao inicial (14° dia),
contudo, de acordo com a Tabela 4, a interagao foi significativa na germinagao final.
Considerando o desdobramento da interacdo, os resultados do parametro
“‘porcentagem de sementes armazenadas a -18 °C” demonstram que a germinagéo
total, ao longo de seis meses, manteve altos niveis, acima de 90%. Entretanto, na
temperatura de 20 °C os indices de germinagdo em torno de 90% declinam
bruscamente a 0% aos seis meses.

O IVG foi semelhante na comparacdo das duas condicbes de
temperatura até os trés primeiros meses de avaliagdo, acima de 3%, no entanto, no
sexto més houve um declinio para menos de 1% na temperatura de freezer e 0% em

temperatura ambiente.

TABELA 4 — Andlise do desdobramento da germinagao e indice de velocidade de
germinacao em Ctsm. fimbriatum.

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento -18 20
(meses) Germinacéao total (%)
0 90,39bA 90,39aA
3 95,42aA 92,92aA
6 90,08bA 0,00bB
VG
0 3,41bA 3,41bA
3 3,65aA 3,43bB
6 0,99cA 0,00aB

*Letras mailsculas comparam condigdes de temperatura, e letras minusculas o tempo de avaliacéo.
Fonte: Préprio autor.
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5.1.2 Cattleya lundii

Em sementes de C. lundii armazenadas sob temperatura de 20 °C por
trés meses, foi possivel observar que a espécie manteve alta taxa de viabilidade,
registrando 96% e mais de 95% ao sexto més (Tabela 5). As sementes
armazenadas em temperatura de -18 °C durante trés e seis meses, registraram
viabilidade em torno de 95% e 92%, respectivamente. Houve um menor indice de
germinagao diante do teste inicial, em torno de 77% (Figura 14A), estabilizando-se
desde a primeira semana. Posteriormente, aos seis meses, nos primeiros 7 dias a
germinagao foi mais lenta, prevalecendo em menos de 30%, alcangando mais de
50% na semana seguinte e estabilizando-se em aproximadamente 87% do 21° dia
ao 42° dia (Figuras 14 e 15).

No armazenamento por trés meses em temperatura de -18 °C, as
sementes de C. lundii exibiram quase 80% de germinagdo na primeira semana e,
85% da segunda a ultima semana. Em seguida, com seis meses de armazenamento

foi notada pouca queda na germinagéo, alcangando 82% (Figura14B).

TABELA 5 — Teste de tetrazolio (%) aplicado as sementes de C. lundii, antes e apos
0 armazenamento sob diferentes temperaturas.

Viabilidade das sementes (%) + DP*

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento
(meses) -18 20
0 96,2 + 2,89 96,2 + 2,89
3 94,8 + 2,97 96,3 + 1,99
6 91,8 + 2,65 95,7 £ 0,95

*DP desvio padrao da média amostral
Fonte: Proprio autor.
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FIGURA 14 — Germinagao acumulada (%) de sementes de C. lundii, acondicionadas
a 6,4% de teor de agua e armazenadas em duas condi¢des, a 20 °C (A) e -18 °C
(B), inicialmente e apods trés e seis meses de armazenamento.
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FIGURA 15 - Germinacao final de sementes de C. lundii em cultivo in vitro,
acondicionadas nas temperaturas de 20 °C e -18 °C, no periodo de trés e seis
meses de armazenamento.

Fonte: Préprio autor.
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As andlises de germinacdo para C. lundii comprovam que houve
diferengas entre as condi¢gbes de temperatura na germinagao total, a partir de trés
meses de armazenamento, porém foi aos seis meses que a germinagao se manteve
acima de 80% para ambas temperaturas, indicando que os melhores indices foram
alcangados em 20 °C. Apesar da interacao significativa no fim do tratamento, houve
pouca diferenga, menos de 5% (Tabela 6).

Em relagdo ao IVG, as sementes tendem a germinar mais lentamente

quando mantidas a 20 °C (Figura 14A).

TABELA 6 — Andlise do desdobramento da germinacgao e indice de velocidade de
germinagao em C. lundii.

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento -18 20
(meses) Germinacéo total (%)
0 95,20aA 95,20aA
3 85,31bA 76,82cB
6 82,20bB 86,58bA
VG

0 13,20aA 13,20aA
3 11,77bA 10,97bB
6 9,36CA 7,48cB

*Letras maitsculas comparam condi¢des de temperatura, e letras mintsculas o tempo de avaliag&o.
Fonte: Préprio autor.
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5.1.3 Galeandra beyrichii

Para as sementes de Gal. beyrichii armazenadas a 20 °C, por trés e
seis meses sob iluminagao, nao houve germinagao (Figuras 16A e 17), entretanto, a
viabilidade durante os trés meses estava em torno de 85%, declinando para 49%
apos seis meses de armazenamento (Tabela 7).

Ao diminuir a temperatura do ambiente para -18 °C as sementes de
Gal. beyrichii armazenadas por trés meses sob iluminagdo apresentaram indices
baixos de germinagdo, iniciando as atividades no 35° dia com menos de 2%, se
estabilizando entre 49-56 dias com um pouco mais de 8% (Figura 16B), mesmo com
94% de viabilidade. Apos seis meses, além de nao ocorrer germinacgéo (Figura 17),
a viabilidade decaiu para 59%.

Sementes de Gal. beyrichii mantidas em ambiente escuro e em
temperatura de 20 °C por trés e seis meses de armazenamento ndo germinaram
(Figura 16C).

ApoOs trés meses de armazenamento a -18 °C, as sementes de Gal.
beyrichii mantidas em ambiente escuro apresentaram maiores indices de
germinagdo, comparada com as de ambiente iluminado (que foi de mais de 8%);
alcancando 30% a partir do 35° dia, permanecendo assim até o fim da avaliagao,
aos 56° dia (Figuras 16D e 18). No final do periodo de seis meses ocorreu declinio,

atingindo menos de 1%.

TABELA 7 — Teste de tetrazolio (%) aplicado as sementes de Gal. beyrichii, antes e
apos o armazenamento sob diferentes temperaturas.

Viabilidade das sementes (%) £+ DP*
Condigdes de iluminagao/Temperatura

Tempo de de armazenamento (°C)
armazenamento
(meses) Luz/Escuro
-18 20
0 948 +1,26 948 +1,26
3 93,9+ 3,40 85,0+ 9,80
6 59,2 + 8,26 49.4 + 20,8

*DP desvio padrao da média amostral
Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 16 - Germinagdo acumulada (%) de sementes de Gal. beyrichii,
acondicionadas a 6,4% de teor de agua e armazenadas em duas condi¢des, a 20 °C
(A (luz)), -18 °C (B (luz)) e 20 °C (C (escuro)) e, -18 °C (D (escuro)), inicialmente e
apos trés e seis meses de armazenamento.
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FIGURA 17 - Germinacgao final de sementes de Gal. beyrichii em cultivo in vitro,
acondicionadas nas temperaturas de 20 °C e -18 °C, no periodo de trés e seis
meses de armazenamento e em ambiente iluminado.
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Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 18 - Germinacéo final de sementes de Gal. beyrichii em cultivo in vitro,
acondicionadas nas temperaturas de 20 °C e -18 °C, no periodo de trés e seis
meses de armazenamento e em ambiente escuro.

20°C escuro -18°C escuro

Fonte: Préprio autor.
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A Tabela 8 demonstra que para Gal. beyrichii houve interagao
significativa entre os periodos de avaliagédo, temperaturas diferentes e condi¢des de
luminosidade. Os resultados revelam que antes do armazenamento das sementes
desta espécie, a germinagao foi de aproximadamente 100% a 20 °C e -18 °C na
condigdo de escuro; no entanto, sementes na condicdo de Iluminosidade
apresentaram relativamente baixa porcentagem de germinagdo. Ao longo de seis
meses a espécie perdeu viabilidade em ambas temperaturas. De acordo com IVG,

pode-se observar que os melhores indices foram antes do armazenamento.

TABELA 8 — Anadlise do desdobramento da germinagao e indice de velocidade de
germinacéo em Gal. beyrichii.

Condi¢des de iluminagao/Temperatura de armazenamento (°C)

Tempo de Luz Escuro
armazenamento -18 20 -18 20
(meses) Germinacéo total (%)
0 29,91aB 29,91aB 98,47aA 98,47aA
3 8,26bB 0,00bA 30,40bA 0,00bA
6 0,00cA 0,00bA 0,65cA 0,00bA
IVG (%)
0 4,19aB 4,19aB 26,08aA 26,08aA
3 1,16bB 0,00bA 7,25bA 0,00bA
6 0,00cA 0,00bA 0,12cA 0,00bA

*Letras mailsculas comparam condigdes de temperatura, e letras minusculas o tempo de avaliacéo.
Fonte: Préprio autor.
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5.1.4 Macradenia paraensis

De acordo com a Tabela 9, a viabilidade de sementes de Mcadn.
paraensis mantidas sob a temperatura 20 °C por trés meses alcangou 92%, mas aos
seis meses de armazenamento ocorreu perda de viabilidade, correspondendo a
quase de 70%. Sob a temperatura de -18 °C no decorrer de trés e seis meses de
armazenamento, verificou-se maior porcentagem de viabilidade, comparada aos
testes iniciais, mantendo-se em aproximadamente 96%,

A germinagdo de Mcdn. paraensis sob a temperatura 20 °C por trés
meses apresentou incremento nos primeiros 14 dias com mais de 20% de
germinagao, aumentando para 53% no 21° dia e, mantendo-se estavel do 28° dia a
42° dia com niveis acima de 55%. Entretanto, a germinagao total ndo ultrapassou
60% (Figura 19A), demonstrando inicio de dorméncia das sementes nessa condigcéo
de temperatura. Com seis meses de armazenamento, o percentual de germinagao

das sementes atingiu menos de 2% entre a terceira e sexta semana (Figura 20).

TABELA 9 - Teste de tetrazdlio (%) aplicado as sementes de Mcdn. paraensis, antes
e apds o armazenamento sob diferentes temperaturas.

Viabilidade das sementes (%) £+ DP*

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento 18 20
(meses)
0 94,0 £ 2,28 94,0 £ 2,28
3 96,4 £ 4,76 92,2 +4,48
6 96,0 + 4,39 68,1 £4,19

*DP desvio padrao da média amostral
Fonte: Préprio autor.

Avaliando o lote de sementes de Mcdn. paraensis armazenadas no
decorrer de trés meses em -18 °C, foi notado o aumento na germinagé&o, alcangando
nivel maximo de 93%, a partir da segunda semana. Contudo, apds seis meses a
germinagao caiu, se estabilizando em 86% desde a quarta semana, permanecendo

com a mesma viabilidade do periodo de armazenamento anterior (Figura 19B).
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FIGURA 20 - Germinacao final de sementes de Mcdn. paraensis em cultivo in vitro,
acondicionadas nas temperaturas de 20 °C e -18 °C, no periodo de trés e seis
meses de armazenamento.

Fonte: Préprio autor.
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Na Tabela 10 os dados de Mcdn. paraensis diferem estatisticamente
entre as temperaturas, mostrando que apresentam decréscimo na capacidade de
germinagdo em 20 °C aos 90° dia de armazenamento. Nesta condi¢cdo, a
germinacgao total no primeiro tempo da avaliagao, expressa porcentagem de quase
90%, posteriormente declinando para 56% e na germinacé&o final menor que 2%. No
fim do tratamento de sementes armazenadas em -18 °C, a germinagao foi superior a
85%.

TABELA 10 — Analise do desdobramento da germinacao e indice de velocidade de
germinagao em Mcdn. paraensis.

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento -18 20
(meses) Germinacéo total (%)
0 89,73abA 89,73aA
3 92,99aA 56,37bB
6 85,68bA 1,75cB
IVG
0 6,28bA 6,28aA
3 6,64bA 3,19bB
6 10,76aA 0,06cB

*Letras mailsculas comparam condigdes de temperatura, e letras minusculas o tempo de avaliacéo.
Fonte: Préprio autor.
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5.1.5 Zygopetalum maxillare

Os resultados de tetrazdlio da Tabela 11, demonstram que as
sementes de Z. maxillare armazenadas durante trés e seis meses em temperatura
de 20 °C, teve acentuada queda da porcentagem de viabilidade, 49% e 37%,
respectivamente. Contudo, as sementes armazenadas sob a temperatura de -18 °C
por trés meses de armazenamento, apresentaram porcentagens de 96% e quase 88
aos seis meses de armazenamento.

Quanto ao potencial germinativo de sementes acondicionadas na
temperatura de 20 °C no decorrer de trés e seis meses, ndo ocorreu germinagao
(Figura 21A). Ao longo de trés meses, apos armazenamento a -18 °C, foi possivel
observar o inicio da germinagdo a partir do 21° dia, estando acima de 15%, e
alcangando 66% no fim da contagem; tal resultado indica que a retomada nas
atividades fisioldgicas e metabdlicas continuaram lentas. Sob o armazenamento de
seis meses, esta porcentagem aumentou para quase 89% no 42° dia (Figuras 21B e
22).

TABELA 11 — Teste de tetrazdlio (%) aplicado as sementes de Z. maxillare, antes e
apos o armazenamento sob diferentes temperaturas.

Viabilidade das sementes (%) + DP*

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento 18 20
(meses)
0 97,1 £ 3,06 97,1 + 3,06
3 96,0 + 1,89 48,6 + 8,44
6 87,9 + 5,46 37,3+ 3,74

*DP desvio padrao da média amostral
Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 21 - Germinagdo acumulada (%) de sementes de Z maxillare
acondicionadas a 6,4% de teor de agua e armazenadas em duas condigdes, a 20 °C
(A) e -18 °C (B), inicialmente e ap0s trés e seis meses de armazenamento.
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FIGURA 22 - Germinacao final de sementes de Z. maxillare em cultivo in vitro,
acondicionadas nas temperaturas de 20 °C e -18 °C, no periodo de trés e seis
meses de armazenamento.

Fonte: Préprio autor.
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As analises das amostras de Z. maxillare (Tabela 12) demonstram que
nao houve interagao significativa entre os tratamentos de condi¢cdes de temperatura
e periodo de armazenamento, na germinagao inicial, porém essa significancia foi
observada na germinagao. No primeiro periodo do experimento, a germinagao foi
baixa e igual para ambas temperaturas, cerca de 25%. Ao final de seis meses, as
sementes armazenadas em 20 °C nao apresentaram resultados, todavia, na
temperatura de -18 °C gradativamente a germinagédo ascendeu para 66% com trés
meses, e aproximadamente 89% no fim do tratamento.

O IVG das sementes acondicionadas a -18 °C aumentou
progressivamente no decorrer de seis meses, alcangando porcentagens superiores
a 17%, diferentemente de 20 °C que apresentou resultados apenas no inicio/sem

armazenamento, com aproximadamente 5%.

TABELA 12 — Analise do desdobramento da germinagao e indice de velocidade de
germinacao em Z. maxillare.

Tempo de Temperatura de armazenamento (° C)
armazenamento -18 20
(meses) Germinacéo total (%)
0 25,68cA 25,68aA
3 66,69bA 0,00bB
6 88,94aA 0,00bB
VG
0 4,99cA 4,99aA
3 13,10bA 0,00bB
6 17,25aA 0,00bB

*Letras maitisculas comparam condigdes de temperatura, e letras mintsculas o tempo de avaliag&o.
Fonte: Préprio autor.
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6 DISCUSSAO

A deterioracdo de sementes armazenadas em laboratério esta
estritamente relacionada a condicbes de temperatura, umidade relativa, bem como
ao historico genético da espécie e composi¢cao quimica; sendo esses os fatores que
atuam no aumento ou diminuigdo da longevidade (DELOUCHE, 2002).

Neste contexto, quando as sementes comecam a se deteriorar,
consequentemente, ocorre a perda de viabilidade e do vigor, indicando alteragao de
metabolismo, visto que, alta umidade e temperatura ocasionam degradagdo da
membrana celular, desnaturagdo de enzimas e proteinas ou danos genéticos
(FILETI et al., 2015).

Sementes de orquideas em condicbes de temperatura e umidade
controlada de armazenamento podem ter prolongadas a viabilidade e a capacidade
de germinagao de acordo com a espécie (MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005b).

Segundo Pupim et al. (2009), sementes ortodoxas toleram a
dessecacao e temperaturas baixas, conservando-se por mais tempo, comparado
com sementes recalcitrantes; e com espécies de orquideas isso pbde ser
comprovado através dos trabalhos de Hosomi et al. (2017), em que sementes de
espécies do género Cattleya demonstraram a manutencdo da viabilidade apds
armazenamento a -18° C por trés meses.

Nos experimentos do presente trabalho pode-se observar que a
germinacgao inicial (logo apds a coleta dos frutos e retirada das sementes) de Ctsm.
fimbriatum, C. lundii, Gal. beyrichii e Mecdn. paraensis apresentaram alta
porcentagem de germinagéo e alta viabilidade, entretanto Z. maxillare apresentou
baixa germinagdo, mesmo com viabilidade de aproximadamente 100%. Esta demora
na retomada do metabolismo de Z. maxillare, pode ter sido causada por dorméncia
fisiolégica, conforme proposto por Bewley et al., (2013).

Apo6s trés meses de armazenamento a 20 °C, os resultados das
analises apontaram que a viabilidade de Z. maxillare diminuiu e ndo apresentou
germinagao, possivelmente indicando processo de deterioragdo. A espécie Gal.
beyrichii nao apresentou germinagdo sob iluminagdo do tipo fluorescente, nem
tampouco no escuro, mesmo com viabilidade alta.

No trabalho de Takaki (2001) encontra-se a categorizagdo de sementes

segundo a percepgéo luminosa, sendo: sementes com potencial germinativo em luz
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(sementes fotoblasticas positivas), as que germinam no escuro (fotoblasticas
negativas) e as cuja germinagéo ocorre nas duas condigbes (fotoblasticas neutras).
Diante disso, possivelmente Gal. beyrichii € fotoblastica neutra, mas acredita-se que
a intensidade luminosa incidida sobre as sementes desta espécie terricola pode ter
ocasionado a baixa ou nenhuma germinagéo. A porcentagem de germinagdo mais
baixa no decorrer do experimento, pode caracterizar processo de deterioracdo das
sementes (FILETI et al., 2015).

Comparando as espécies Ctsm. fimbriatum, C. lundii e Mcdn. paraensis
mantiveram bons indices de viabilidade apds trés meses de armazenamento, e as
duas primeiras, boa porcentagem de germinagao. Contudo, o potencial germinativo
de Mcdn. paraensis foi 0 mais afetado no armazenamento a 20 °C, mas manteve
bons indices de germinagdo ao ser armazenado em temperatura negativa. As
melhores condicdes para a conservagao de sementes desta espécie, € manté-las
em -18 °C, da mesma forma para Z. maxillare.

As outras espécies mantiveram bons indices de germinagao, e devido
a Z. maxillare apresentar aproximadamente 89% de germinacéo a -18 °C apds seis
meses, isso pode indicar uma possivel quebra de dorméncia nas sementes, assim
como ocorreu nas espécies Cattleya tenuis, C. mossiae e C. granulosa do
experimento de Hosomi et al. (2012). Independente dos tipos de dorméncia de
sementes que existem em diversas espécies, sua fungcao é reduzir o metabolismo
germinativo para aumentar a longevidade das sementes (CALVI et al., 2016).

De acordo com esses dados, ha um indicativo de que a condi¢cao de
temperatura 20 °C nao favoreceu a conservagao dessas espécies no fim do
experimento, com excegao de C. lundii. Todavia, durante o armazenamento a -18 °C
as espécies demonstraram boa porcentagem de germinacgao e de viabilidade, exceto

Gal. beyrichii.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho cumpriu o objetivo proposto, a qual, foi avaliar a
germinagao e a viabilidade de sementes de espécies de orquideas tropicais nativas
do Oeste Paulista. Contudo, ainda que os resultados do experimento foram
satisfatérios, recomenda-se novos testes em diferentes condicbes de temperatura,
teor de agua de sementes e meios de cultura, para analisar possiveis mudangas de
comportamento das espécies.

Afim de obter bons comparativos, sugere-se complementar o
experimento com teores de agua nas sementes acima e abaixo de 6,4%; outras
temperaturas de acondicionamento, exemplo, 5 °C (geladeira) 25 °C (sala que
mantém temperatura estavel) ou -196 °C (nitrogénio liquido), bem como distintos
meios de culturas, tais quais, MS (Murashige & Skoog) com adicdo de polpa de
banana, KC (Knudson C) e VW (Vacin & Went).

Quanto ao método utilizado para as leituras semanais das repeticdes
do experimento com Gal. beyrichii no escuro, sugere-se utilizar a luz verde para a
realizacdo dos registros fotograficos. A espécie por ser terricola, pode ter tido
alteracado da proteina fitocromo, influenciada pelo estimulo luminoso do flash de luz

da camera fotogréfica.
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8 CONCLUSAO

As sementes de Catasetum fimbriatum manteve porcentagem de
viabilidade alta nas duas condicbes de temperatura até o fim do experimento,
contudo, ndo ocorreu germinagao ao sexto més de armazenamento em temperatura
de 20 °C.

Para as sementes de Cattleya lundii a porcentagem de viabilidade
permaneceu alta durante todo o experimento e nas duas condi¢cdes de temperaturas
estudadas. Foi a espécie que apresentou maior porcentagem de germinagéo ao fim
de seis meses em temperatura de 20 °C.

Galeandra beyrichii apresenta sementes sensiveis a luz, germinando
melhor em ambiente escuro.

O armazenamento de sementes em -18 °C melhorou a viabilidade de
Macradenia paraensis. A espécie alcangou baixa germinagéo ao fim de seis meses
de armazenamento em 20 °C.

As sementes de Zygopetalum maxillare apresentaram dorméncia no
inicio dos testes a -18 °C e perda de viabilidade em 20 °C.

O melhor ambiente de armazenamento para a conservagado das
espécies estudadas, foi a temperatura de -18 °C para sementes com 6,4% de teor
de agua.

Conforme os dados apresentados neste estudo, se propde a
classificagdo de sementes ortodoxas de vida curta para as espécies de orquideas

utilizadas nos experimentos.
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