U””“’E’“"“““’E o e = PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

noae MESTRADO EM AGRONOMIIA

PRESIDENTE PRUDENTE -SP

GERMINACAO, VIABILIDADE E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES
DE Cattleya (ORCHIDACEAE)

SILVERIO TAKAO HOSOMI

Presidente Prudente — SP
2009



UNIVERSIDADE DO OESTE PAULISTA 3 . ~
Unoae PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
MESTRADO EM AGRONOMIIA

PRESIDENTE PRUDENTE-SP

GERMINACAO, VIABILIDADE E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES
DE Cattleya (ORCHIDACEAE)

SILVERIO TAKAO HOSOMI

Dissertacao apresentada a Pré-Reitoria de
Pesquisa e Pdés-Graduacgado, Universidade
do Oeste Paulista, como parte dos
requisitos para obtengao do titulo de Mestre
em Agronomia

Area de Concentracéo: Producéo Vegetal

Orientadora:
Prof* Dr* Ceci Castilho Custddio

Presidente Prudente — SP
2009



631.521 Hosomi, Silvério Takao.
H827¢g Germinacéo, Viabilidade e Armazenamento de
Sementes de Cattleya (Ochidaceae) / Silvério
Takao Hosomi. — Presidente Prudente: [s.n.],
20009.
57 :il.

Dissertacao (Mestrado em Agronomia) —
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE:
Presidente Prudente — SP, 2009.

Bibliografia

1. Germinagao -- Testes. 2. Tetrazdlio —
Testes. 3. Sementes -- Conservacgao. |. Titulo.




SILVERIO TAKAO HOSOMI

Germinacdao, Viabilidade e Armazenamento de Sementes de
Cattleya (ORCHIDACEAE)

Dissertacao apresentada a Pré-Reitoria de
Pesquisa e Pdés-Graduagao, Universidade
do Oeste Paulista, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre
em Agronomia

Presidente Prudente, 23 de junho 2009.

BANCA EXAMINADORA

Prof® Dr® Ceci Castilho Custodio
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE,
Presidente Prudente - SP.

Prof® Dr® Ana Claudia Pacheco Santos
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE,
Presidente Prudente - SP.

Prof?. Dr?. Maria Auxiliadora M.Gutierre
Universidade Estadual de Maringa — UEM
Maringa — PR.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof®. Dra. Ceci Castilho Custédio, que esteve
presente desde meu primeiro contato com o curso até a apresentacdo da
dissertacdo, mostrando-se sempre atenciosa e competente.

Ao Prof. Dr. Nelson Barbosa Machado, pela amizade e grande
conhecimento, que muito contribuiram para a realizacéo deste trabalho.

Ao professor e colega de trabalho Prof. Dr. Gustavo Maia Souza, pelo
incentivo e por me apresentar ao curso de Pés-Graduacdo em Agronomia.

Aos professores do Programa de Pos-Graduacdao em Agronomia da
Unoeste, pelo conhecimento e disponibilidade.

A Keid Ribeiro Kruger, que estando a frente da secretaria tornou a
burocracia menos burocratica.

Aos funcionarios dos laboratérios: Sementes, Cultura de Tecidos
Vegetais e Genética Molecular da UNOESTE.

Aos colegas de curso: Paulo, Miléia, Dani, Daniela, Julio, Fabio, Diego,
Luciana, Maura, Gabriel, Miriam, Luiz Guilherme, Edson, Keila, Sato e Gilson pela
companhia nas aulas e distracdo nos horarios de cafezinho.

A aluna de graduac&o do curso de Agronomia da Unoeste, Renata
Batista dos Santos, por ter auxiliado nas contagens de sementes dos experimentos
iniciais.

Aos alunos dos cursos de Agronomia e Ciéncias Bioldgicas da Unoeste
(Ricardo, Natélia, Massako, Toddy, Erica), pela companhia e disposicdo em aplicar
0s conhecimentos que adquiri nos experimentos realizados no Laboratério de
Cultura de Tecidos.

A Direcéo da Faclepp - Faculdade de Ciéncias Letras e Educacéo de
Presidente Prudente e, em especial, a Coordenadora do Curso de Ciéncias
Biologicas da UNOESTE, Profa. Aparecida Carmen Terazaki, por incentivar a

qualificacédo do corpo docente.



A Darwin Initiative - Orchid Seed Storage Sustainable Use (OSSSU
Project), uma parceria entre o Royal Botanic Gardens — Kew e a UNOESTE, que
permitiu a execucao deste trabalho.

Ao pesquisador do Royal Botanic Gardens - Kew, Phillip Seaton, por ter
me ajudado a entender melhor a importancia das pesquisas na area da conservagao

de orquideas.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao casal de professores e pesquisadores Nelson
Barbosa Machado Neto e Ceci Castilho Custddio que sédo os verdadeiros
idealizadores deste trabalho e por isso merecem receber todos os frutos e sementes
(méritos) desta obra.

A minha familia (Glenda, Bia, Shindi e Dani) que entendeu minha
auséncia na correria do dia-a-dia. E se eu sempre estive com disposi¢éo e humor
para o trabalho no laboratério é porque alguém, em casa, teve que conviver com o

outro lado.



“Qualquer fendmeno bioldgico s6 tem sentido quando interpretado sob a
perspectiva evolucionista da selegcédo natural, caso contrario ndo tera sentido

nenhum.”

Theodosius Dobzanski



RESUMO

Germinacgéo, Viabilidade e Armazenamento de Sementes de Cattleya
(Ochidaceae)

Sementes extremamente pequenas, associagdo obrigatéria com micorrizas para
germinagao natural e processos de polinizagdo especializados sao algumas
caracteristicas comuns entre as orquideas, grupo morfologicamente heterogéneo
que constitui a maior familia de plantas entre as Angiospermas. A degradacao de
ambientes naturais pela agdo humana tem levado um grande numero de espécies
deste grupo a extincdo; o que torna a formagao de um banco de sementes uma
estratégia de preservagado interessante. Desta forma, estudos para entender o
comportamento das sementes quanto a perda da viabilidade durante o
armazenamento e o uso de testes rapidos para a avaliagdo da viabilidade das
mesmas acabam tornando-se ferramentas importantes. A popularizagao dos
equipamentos de informatica e softwares possibilita 0 uso de andlises de imagens
através da digitalizacdo dos testes de germinagcdo e tetrazolio, uma alternativa
interessante que permite que pequenos produtores auxiliem no processo de
conservagao das especies de orquideas. Na primeira parte deste trabalho realizou-
se a analise das sementes de Cattleya pré-condicionadas em solugéo de sacarose e
posteriormente submetidas a concentragdes distintas de sais tetrazdlio, em
diferentes tempos de exposicéo, para avaliar a qualidade fisiolégica das sementes.
Na segunda parte, dez lotes de sementes foram armazenados em baixa temperatura
e suas viabilidades foram avaliadas pelos testes de germinacédo e tetrazolio. A
analise da viabilidade das sementes submetidas ao testes de tetrazdlio e
germinacdo através da digitalizagdo de imagens mostrou-se eficiente tanto pela
praticidade como pela possibilidade de controle das contagens. O pré-
condicionamento em solucdo de sacarose 10% apresentou melhores resultados,
facilitando a identificacdo das sementes viaveis e solugbes de tetrazolio com
concentracdes acima de 0,25% e periodos de exposi¢cao ao tetrazélio superiores a 6
horas seriam as mais recomendadas. Os resultados demonstraram nao haver perda
na viabilidade das sementes armazenadas e em cinco lotes houve diminuigdo do
IVG e foi alta a correlagao entre os testes de tetrazélio com pré-condicionamento em
solugéo de sacarose e a germinagao.

Palavras chave: Germinagao -- Testes. Tetrazolio — Testes. Sementes --
Conservagao. Andlise de imagens



ABSTRACT

Germination, viability and storage of Cattleya seeds (Orchidaceae)

Seeds with extremely reduced size, obligatory association with micorrhyzal fungi for
natural germination and specialized pollination procedures are similar characteristics
among orchids, a morphologic heterogeneous group that constitutes the biggest
family of plants. The natural environment destruction by men action has pushed a
great number of species near to extinction, which makes the stablishment of seed
banks an interesting preservation strategy. Therefore, studies for understanding seed
behavior and viability loss during storage and the use of quick tests for the evaluation
of seed viability had become important tools. The popularization of info equipment
and software would permit the use of image analysis through digitalization of
germination and tetrazolium tests, an interesting alternative that will allows small
producers to contribute to orchid species conservation. In the first part of this work,
an analysis of sucrose pre conditioned Cattleya seeds submitted to different
tetrazolium concentration were done, in distinct periods of exposure. In the second
part, ten batches of seed were stored at low temperatures, and their viability were
evaluated by germination and tetrazolium tests.

keywords: Germination test. Tetrazolium test. Seed conservation. Image analysis
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1 INTRODUCAO GERAL

As orquideas (Familia Orchidaceae) representam o maior grupo de
plantas entre as Angiospermas, com cerca de 850 géneros e mais de 20.000
espécies; excluindo o numero de hibridos artificiais, no Brasil ocorrem 200 géneros e
2.500 espécies. Sao utilizadas principalmente para ornamentacéo e por esse motivo
vém sendo intensamente exploradas, o que, juntamente com a intensa degradagéo
de seus habitats, tém resultado na extingao localizada de populacdes nativas.

O comércio de orquideas, como planta de vaso ou flor de corte, é
bastante significativo, tendo sido a segunda planta ornamental de vaso mais vendida
nos Estados Unidos no ano de 2002. A venda de 12,7 milhdes de plantas (US$
106.000.000,00) ficou atras apenas do bico-de-papagaio (Poinsettia) (US$
247.000.000,00) e acima dos Crisanthemuns (US$ 77.000.000,00) (American Orchid
Society, 2003).

O cultivo de orquideas como plantas ornamentais se iniciou na Europa
por volta do século XIX, sendo as plantas oriundas majoritariamente de coletas nas
Américas e Asia Tropical. Os espécimes sobreviventes eram multiplicados por
divisbes ou por semeaduras, e geravam poucos descendentes (KNUDSON, 1922).
Em 1943, as solugdes nutritivas para a cultura de plantas foram estabelecidas
(KNUDSON, 1943), porém apenas em 1946 foi descrito um meio eficiente para a
germinacgao in vitro de Cattleya e alguns géneros aparentados. Apds esse evento, a
propagacdo em larga escala, via sementes, levou a um grande aumento na
multiplicagdo destas plantas e consequentemente no melhoramento das mesmas,
seja por hibridacéo ou por selegao dentro das espécies.

As orquideas apresentam sementes muito numerosas, com tamanho e
peso reduzidos, o que torna o estabelecimento de um banco genético através do
armazenamento de sementes bastante indicado, tanto para espécies silvestres,
quanto para espécies ja melhoradas. Para tanto a avaliacdo da qualidade fisiol6gica
das sementes € importante para auxiliar em uma rapida tomada de decisao quanto
ao uso ou descarte de lotes destinados ao armazenamento. Embora o teste padrao
de germinagdo seja o parametro oficial mais utilizado para avaliar a qualidade
fisiologica de lotes de sementes (VIEIRA; CARVALHO, 1994), em orquideas, o
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diminuto tamanho e a germinacgao lenta e espacada dificultam a execugao de testes
para a determinacao do vigor e da germinagao das sementes.

Dentre os testes considerados rapidos para avaliacdo da qualidade das
sementes, destaca-se o teste de tetrazélio, que possibilita a avaliagdo da viabilidade
e do vigor, além de fornecer informagdes valiosas sobre o potencial fisiolégico das
sementes, para fins de semeadura. O teste permite a identificacdo dos fatores que
influenciam a qualidade das sementes de grandes culturas, como danos mecéanicos,
danos ocasionados por secagem, insetos e deterioracdo 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 penetracédo de solucio de tetrazélio, também ativa o sistema
enzimatico que resulta numa coloragao mais nitida.

O presente trabalho foi dividido em duas partes; no primeiro capitulo foi
avaliada a eficiéncia dos métodos de pré-condicionamento em agua e em solugéo
de sacarose, tendo como variaveis adicionais o tempo de exposicdo das sementes
ao tetrazodlio e as concentragdes da solugcao de tetrazolio utilizada na avaliagao da
qualidade de lotes de sementes de orquideas tropicais. Os resultados foram
comparados aos do teste de germinagao assimbiotica.

Ja no segundo capitulo foram avaliados o comportamento de nove
espécies de orquideas armazenadas a baixa temperatura por um periodo de trés
meses. A qualidade fisiolégica das sementes armazenadas também foi avaliada
pelos dois testes, germinacgéo e tetrazolio. Neste ultimo foi utilizado somente o pré-
condicionamento em solugcdo de sacarose, pois foi o que apresentou melhores
resultados durante as avaliagdes realizadas na primeira parte do trabalho.

A analise da viabilidade das sementes submetidas aos testes de
tetrazdlio e germinagao foi realizada através da digitalizagdo de imagens, que
mostrou-se eficiente pela praticidade e controle das contagens.

A analise da eficiéncia de procedimentos mais simples para avaliar a
qualidade fisiolégica das sementes realizada neste trabalho pode permitir que eles
sejam utilizados na analise de sementes de orquideas armazenadas por pequenos
produtores, o que constituiria uma ferramenta adicional para a preservacdo da

biodiversidade.
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2 ARTIGO |: TESTE DE TETRAZOLIO PARA AVALIACAO DA QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Cattleya (ORCHIDACEAE)

RESUMO

As orquideas apresentam sementes reduzidas, cuja germinagcéo €
demorada e, muitas vezes, depende do estabelecimento de uma relagdo simbibtica
com fungos micorrizicos. O teste de tetrazdlio € um dos métodos mais promissores
para estimar, de forma rapida, a viabilidade e o vigor das sementes. Sua utilizagao
em sementes de orquideas torna-se importante para avaliacdo de lotes de sementes
destinados para conservagcdo e/ou propagacao. O presente trabalho teve por
objetivo analisar a aplicabilidade do teste de tetrazodlio para orquideas, verificando a
eficiéncia de métodos de pré-condicionamento, tempo de exposi¢cao das sementes
ao tetrazolio e concentragdes da solucdo de tetrazélio na avaliagdo da qualidade de
lotes de sementes de Cattleya. As sementes foram submetidas aos métodos de pré-
condicionamento em solugcédo de sacarose a 10% em temperatura ambiente, por 24
horas. Apds o pré-condicionamento, as sementes foram imersas em solugdes de
tetrazdlio a 0,1; 0,25; 0,5 e 1,0% por periodos que variaram entre 3, 6, 12 e 24
horas, a 40° C, em banho-maria no escuro. Para comparagao dos resultados obtidos
no teste de tetrazodlio, foram realizados os testes de germinagao assimbiotica em
meio Knudson C. As avaliagbes dos testes de tetrazdlio e de germinagdo foram
realizadas com o auxilio da digitalizagdo de imagens através de scanner de mesa e
cameras digitais comerciais (5MPixel). A analise da viabilidade das sementes
submetidas ao testes de tetrazdlio e germinacéo através da digitalizagdo de imagens
mostrou-se eficiente tanto pela praticidade como pela possibilidade de controle das
contagens. O pré-condicionamento em solugdo de sacarose 10% apresentou
melhores resultados, facilitando a identificacdo das sementes viaveis e solugdes de
tetrazolio com concentragdes acima de 0,25% e periodos de exposi¢cédo ao tetrazolio
superiores a 6 horas seriam as mais recomendadas. Os resultados das sementes

pré-condicionadas ficaram mais préximos dos valores da germinagao.

Palavras chave: Viabilidade. Pré-condicionamento. Analise de imagens.
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ABSTRACT

Orchids exhibited tiny seeds, with delayed germination due to the need
of symbiotic relationship with some fungi. Tetrazolium test is one of the most
promising methods to estimate, fastly, seed viability and vigour. Its utilization in
orchid seeds became important to evaluate seed batches to propagation and
conservation efforts. The aim of this work was to study the tetrazolium test for
orchids, to verify the pre conditioning efficiency, time of exposure and the
concentration of the tetrazolium solutions in the evaluation of tropical seed orchids.
Seeds were pre conditioned in 10% sucrose solution, at room temperature, for 24h.
After that they were immersed in 0.1, 0.25, 0.5 and 1% tetrazolium solutions during 3,
6, 12 and 24h at 40°C, in water bath in the dark. The results obtained in the
tetrazolium test were compared with seed germination, carried out in Knudson C
media. Evaluation of tetrazolium test was done by table scanner at 3600dpi with
three replicates. Germination was track by digital photograpy (5MPixel) made with a
common camera. The viability analysis using digital images was efficient due to the
facilities of digitalization and to the counting control. Pre conditioning in 10% sucrose
improved the seeds coloration, turning easy the seed differentiation. The results of
pre conditioned seeds and assymbiotic germination was highly correlated. However,

it was not possible to stablish the better concentration of tetrazolium salt.

Key words: Orchidaceae. Viability. Pre conditioning. Image analysis.

2.1 Introducéo

O emprego de testes rapidos em programas de controle de qualidade
de sementes € uma ferramenta imprescindivel para a avaliagdo de sua qualidade
fisiologica, e por isso tém merecido permanente atencdo dos tecnologistas,
produtores e pesquisadores. Isso reflete o refinamento da demanda de materiais que
proporcionem maior seguranga para fins de semeadura e/ou armazenamento,
principalmente das espécies que requerem um longo periodo para completar o teste
de germinagao (MARCOS FILHO, 1994; McDONALD, 1998).
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Para analisar a qualidade de um lote de sementes pode-se utilizar o
teste de germinacdo, que consiste em determinar o potencial germinativo das
sementes para fins de semeadura e produgdo de mudas (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000). Entretanto, tal procedimento apresenta limitagées quanto a diferenciacado de
lotes, demora na obtencdo dos resultados (CUSTODIO, 2005) e, particularmente
para orquideas, demanda um longo periodo de duracédo, técnicas especializadas e
custo elevado de implementacdo, pois suas sementes necessitam estabelecer uma
relagdo com fungos micorrizicos e/ou a utilizacdo de meios de cultura adequados
para germinar (WRIGHT; GUEST, 2005; ALVAREZ-PARDO; FERREIRA, 2006). O
tempo necessario para obter a germinagao simbidtica pode variar entre um e alguns
meses, ou mesmo um ano, dependendo da espécie e do lote de sementes
(RASMUSSEN, 1995; ZETTLER, 1997), bem como da capacidade de um
determinado fungo isolado de induzir a germinacao (HADLEY, 1982). As orquideas
apresentam sementes muito numerosas, com tamanhos e pesos peculiarmente
reduzidos — variando entre 0,05 e 6,0 milimetros — havendo a possibilidade de cada
fruto conter milhares de sementes (ARDITTI; GHANI, 2000). A maioria das sementes
de orquidea nao possui endosperma, e seus embrides constituem-se de pequenos
corpos elipsoidais formados por relativamente poucas células, que acumulam
reservas predominantemente lipidicas (ARDITTI, 1992).

A avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes pode auxiliar na
rapida tomada de decisdes quanto ao uso ou descarte de lotes de sementes
destinados ao armazenamento no banco de sementes. Neste sentido a utilizagao de
um teste rapido e de baixo custo constitui uma alternativa vantajosa.

O teste bioquimico de tetrazdlio, que reflete a atividade das enzimas
desidrogenases envolvidas no processo de respiragdo celular, € um dos mais
tradicionais na avaliagao da qualidade e do vigor de sementes. A hidrogenacédo do
2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio produz nas células vivas do embrido uma
substancia vermelha, estavel e no difusivel, o trifenil formazan (PINA-RODRIGUES
et al., 2004), o que torna possivel distinguir as partes vivas, coloridas de vermelho,
daquelas mortas, que mantém a sua cor original. O referido teste tem sido aceito,
segundo Deswal e Chand (1997), ndo somente como uma técnica para estimar a
viabilidade, mas também o vigor das sementes.

Na realizagcdo do teste de tetrazdlio sdo indicados procedimentos,

chamados de pré-condicionamento, que visam a penetragcdo da solugéo nos tecidos



17

de interesse a serem avaliados. Para espécies florestais, ha descricdo de
tratamentos de pré-condicionamento diversos, como corte, escarificacdo e
embebigdo em agua (DAVIDE et al., 1995; MALAVASI et al., 1996; SANTOS et al.,
1998; FERREIRA et al., 2001; MENDONCA et al., 2001; OLIVEIRA, 2004).

Além do pré-condicionamento, sao pardmetros fundamentais para a
obtencao de resultados confiaveis sobre a qualidade das sementes: a concentracao
da solucdo de tetrazdlio, o tempo de exposicdo ao teste, temperatura de
condicionamento e avaliagdo adequada da coloracdo das sementes. O uso da
digitalizagao das imagens das sementes pode levar a diminuigdo dos custos e maior
agilidade dos testes, o que constitui uma alternativa tanto para laboratérios, quanto
para pequenos produtores.

A metodologia para a realizagao do teste de tetrazélio em sementes de
orquideas tropicais ainda nao foi completamente estabelecida; desta forma o
presente trabalho objetivou verificar a eficiéncia de diferentes métodos de pré-
condicionamento, concentragdes e tempos de exposi¢ao a solugcido de tetrazdlio na
avaliagao da qualidade de lotes de sementes de orquideas através da utilizacdo de

técnicas de captura e ampliagdo de imagens digitais.

2.2 Material e Métodos

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

Frutos com sementes de Cattleya leopoldii Verschaff. ex Lem e
Cattleya walkeriana Gardn provenientes do Orquidario Aurora em Taciba- SP foram
coletados nos meses de abril e julho de 2008, respectivamente. Apos a coleta, os
frutos foram colocados em envelope de papel e mantidos em temperatura ambiente
até a deiscéncia. As sementes obtidas foram armazenadas sobre silica gel a 4°C,
com 6,5% de grau de umidade (BRASIL, 1992) até o inicio dos testes.

Os tratamentos foram arranjados no esquema fatorial 2x4x4 para cada
lote de sementes, amostras com e sem pré-condicionamento em solucdo de

sacarose a 10%, quatro periodos de exposigao das sementes a solugao de tetrazdlio
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(3, 6, 12 e 24horas) e em quatro concentragdes de sais de tetrazodlio (0,1; 0,25; 0,5 e
1,0%).

As sementes foram aliquotadas em fragbes de 10mg em microtubos
para serem submetidas aos tratamentos especificos. O pré-condicionamento das
sementes foi realizado adicionando-se 1,5mL da solugdo de sacarose a 10% nos
microtubos por 24 horas a temperatura ambiente. Apos este periodo, a solugédo de
sacarose foi retirada com auxilio de uma pipeta Pasteur e as sementes foram
lavadas duas vezes com a adicdo de 1,5mL de agua destilada. Foram adicionados
1,5mL das solugdes de tetrazélio nas diferentes concentracbes e os microtubos
foram acondicionados em banho-maria, no escuro, a 40°C pelo de 3, 6, 12 e 24
horas (modificado de JORDAO et al., 1988).

A avaliacdo da viabilidade das sementes baseou-se na captura e
ampliagdo de imagens digitalizadas. Apds o periodo de incubagédo de cada amostra,
descartou-se 1,0 ml da solugdo de tetrazolio e o restante foi gotejado em cima de
uma placa de vidro, sendo as imagens digitalizadas capturadas em scanner de mesa
HP G2710 com resolucdo de 3600 dpi. Para maior contraste entre as sementes
coradas, foram testados fundos de coloracgdes diferentes (preto, marrom, amarelo e
branco) obtidos através de plastico aderido internamente a tampa do scanner. As
contagens das sementes foram realizadas na tela do computador e as imagens
foram modificadas, quando necessario, com o uso do software Adobe Photoshop®
CS3, através de ferramentas de ampliacdo de imagem, definicdo de contraste e
brilho. Foram consideradas viaveis as sementes portadoras de embrides coloridos
de vermelho.

O teste de germinacéo foi realizado em meio Knudson C. (KNUDSON,
1946) adicionado de sacarose (20g.L™") e &gar (6g.L™"). O pH foi acertado com NaOH
para 5,6, o meio foi autoclavado e posteriormente distribuido em placas de Petri de
60mm. Previamente a semeadura, 10mg de cada lote de sementes foram
desinfetados com DCCA — Dicloroisocianurato de sodio (5g.L™"), adicionado de
algumas gotas de Tween 80. O procedimento se deu dentro de seringas, por 10
minutos, em camara de fluxo laminar (MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005), e apds
sua realizacdo as sementes foram lavadas duas vezes com agua destilada
autoclavada. Em seguida gotejou-se 1,0 mL das solugbes de sementes em placas

de Petri, que foram envoltas com filme plastico e transferidas para sala de
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crescimento a temperatura de 25+3° C com fotoperiodo de 16 horas por
aproximadamente 60 dias.

Para a contagem da germinagdo 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 estereoscépio. Todos os campos das
placas foram fotografados com intervalo de sete dias, orientados sempre na mesma
posicdo. As imagens foram analisadas no computador e modificadas, quando
necessario, com o uso do software Adobe Photoshop® CS3, através das
ferramentas de ampliagdo de imagem, definigdo de contraste e brilho. As sementes
que apresentavam embrides expandidos e massa celular de coloracdo verde
(estagio 1) foram consideradas germinadas, segundo as definigbes de Seaton e
Hailes, 1989. Para cada lote de sementes foram semeadas trés placas de Petri com
trés campos de contagem em cada placa. Os dados foram expressos em
porcentagem e analisados por estatistica descritiva com calculo do desvio padrao.

A viabilidade das sementes das orquideas avaliadas pelos testes de
tetrazdlio foi expressa em porcentagem; os resultados obtidos foram, entdo,
submetidos a analise estatistica descritiva. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado e a comparagao das médias foi feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. A andlise dos dados foi realizada pelo programa SISVAR®
(FERREIRA, 2000).

2.3 Resultados e Discussao

As sementes de orquideas apresentam tamanho reduzido e
necessitam de equipamentos de microscopia para a sua visualizacdo. Os
instrumentos o6ticos utilizados para esse fim sdo caros e de dificil acesso para
orquidarios e laboratérios pequenos. Uma alternativa utilizada neste trabalho foi a
digitalizacdo de imagens das sementes utilizadas nos testes de tetrazdlio e
germinagao, ja que nos ultimos anos, a popularizagdo da tecnologia de imagem
tornou scanners e cameras digitais acessiveis a populagdo em geral.

A anadlise das sementes submetidas aos testes de tetrazdlio e de

germinagao através da digitalizagdo de imagens mostrou-se eficiente, permitindo
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diferenciar com clareza as sementes viaveis, coradas de vermelho, das sementes
inviaveis, com coloragao branca, sendo possivel também a identificacdo de palhas -
sementes sem embrido (Figura 1). Foram testadas diferentes coloragbes de fundo
para a obtencdo das imagens, tendo o fundo azul mostrado maior contraste em
relacdo as sementes. A andlise de imagens digitalizadas permite o uso do teste de
tetrazolio por pequenos produtores, pois além de dispensar equipamentos de
laboratério de alto custo como o microscépio estereoscédpio, permite ao analista
realizar a contagem das sementes em diferentes horarios e rever as contagens
realizadas, ja que uma vez digitalizada, a imagem permanece armazenada no
computador. Além disso, a contagem pode ser feita com a ajuda de softwares que
permitem marcar as sementes viaveis na imagem, como Paintbrush®, Adobe

Photoshop® CS3 ou outros softwares de imagens.

FIGURA 1 - Imagens digitalizadas de sementes de Cattleya walkeriana sem pré-
condicionamento e submetidas ao teste do tetrazdlio. Os tracos da
imagem | representam a régua digitalizada e no detalhe a direita
(imagem Il) uma ampliagdo das sementes. A- sementes viaveis
(coloragao vermelha), B- sementes n&o viaveis (coloragédo branca) e C-
palha (sementes sem embrido)

A analise de imagens digitais também foi utilizada no teste de
germinagao, através do uso de cameras digitais comuns. Sua utilizagdo no

laboratério é possivel, desde que se mantenha permanente a posigdo dos campos
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de contagem e o cuidado no momento de acoplar a lente ocular do microscopio
estereoscopio a lente da maquina fotografica, de modo a evitar a diminuicdo do
campo visual do microscopio esteroscépio. A utilizagdo da digitalizacdo de imagens
no teste de germinacéo (Figura 2) mostrou-se importante também, pois permitiu: a
revisdo de contagens de todos os periodos de avaliagao, as leituras das placas em
periodos diferentes e a avaliagdo da qualidade dos protocormios apés o aumento
das imagens no computador. Segundo Arditti (1992) protocormios sédo estruturas
embrionarias tuberiformes, geralmente clorofiladas, formadas a partir da proliferagéo
celular do embrido que promove o rompimento do tegumento seminal. Sob
condigdes naturais, o protocérmio permanece como tal até que seja infectado por
um fungo micorrizico apropriado, para provimento inicial de nutrientes por meio da
degradagdo de reservas acumuladas ou sintese de novas substancias; somente
apos esse evento tem inicio a formagdo da gema vegetativa e seus primordios
foliares.

A utilizacdo de softwares populares possibilitou a realizagcdo de
pequenos tratamentos nas imagens, como ampliacbes e definicdo de maior
contraste e brilho, o que facilitou a distingdo entre sementes germinadas e néao
germinadas. Além disso, permitiu a marcacdo das sementes germinadas e a

comparacgao de seu desenvolvimento em diferentes periodos de contagem.
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FIGURA 2 - Fotografias digitais das avaliagdes semanais da germinagao
assimbidtica de Cattleya leopoldii semeadas em meio Knudson C.

Os testes de germinagdo foram conduzidos até o 63° dia apds a
semeadura, pois os valores de germinagdo ndo aumentaram a partir do 35° dia e
apos o 49° dia foi possivel observar a degradagdao do protocérmio (Figura 2). Na
Tabela 1 encontram-se a viabilidade de orquideas avaliadas pelo teste de

germinagao assimbidtica realizada em meio Knudson C.
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TABELA 1 - Valores em porcentagem de sementes de orquideas germinadas em
condi¢des assimbidticas em meio Knudson C

Germinagéo (%)

Amostras Periodos de avaliacao

7 dias 14 dias 21dias 28dias 35dias 42dias 49 dias
Cattleya leopoldii 81x5,7' 97+0,9 99+0,3 100£0,5 100+0,5 100+0,5 100+0,5
Cattleya walkeriana 54+9,5 79+5,6 8518,1 91159  94+27 94427 94127

"Médias * desvio padréo

Quanto a necessidade de pré-condicionamento, a viabilidade das
sementes das duas espécies de orquideas pré-condicionadas expostas a solugao de
tetrazolio por periodos de 3 e 6 horas apresentou diferengas significativas quando
comparada com sementes ndo condicionadas e mantidas pelo mesmo periodo na
solucao de tetrazolio. No entanto, nos periodos de 12 e 24 horas de exposi¢cao a
solugéo de tetrazdlio, os valores da viabilidade para C. leopoldii ndo apresentaram
diferencgas significativas para sementes pré-condicionadas e nao-condicionadas. Em
C. walkeriana os resultados referentes ao periodo de 12 horas de exposicao a
solucao de tetrazdlio mantiveram-se semelhantes para sementes pré-condicionadas
e nao-condicionadas. Ja no periodo de 24 horas as sementes pré-condicionadas
apresentaram valores de viabilidade maiores (Tabela 2). Sendo assim, de maneira
geral, para a maioria dos tempos de exposicdo a solugdo de tetrazodlio, o pré-
condicionamento mostrou-se vantajoso, permitindo a maior detecgdo de sementes

viaveis nos menores tempos de exposicao para as duas espécies de orquideas.

TABELA 2 - Viabilidade de sementes de orquideas em porcentagem, avaliadas pelo
teste de tetrazolio sem e com pré-condicionamento em solugao de
sacarose 10% por 24horas, em diferentes intervalos de tempo

Tempo C. leopoldii C. walkeriana
Sem sacarose Com sacarose Sem sacarose Com sacarose
3 horas 81° 96° 85° 98°
6 horas 68° 90° 84° 97°
12 horas 91° 942 92° 98°®
24 horas 93° 97° 85° 99°

* Médias seguidas pela mesma letra, na horizontal, dentro de cada espécie, nao diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Em relagdo a concentragdo da solucédo de tetrazodlio, as sementes de
C.leopoldii pré-condicionadas em solugcdo de sacarose apresentaram uma
viabilidade significativamente maior que as sementes nao-condicionadas para todas
as concentragdes de sais de tetrazolio. Em C. walkeriana as sementes pré-
condicionadas apresentaram viabilidades maiores apenas nas solugdes de 0,1% e

1,0% quando comparadas com sementes nao-condicionadas (Tabela 3).

TABELA 3 - Viabilidade de sementes de orquideas em porcentagem, avaliadas pelo
teste de tetrazdlio sem e com pré-condicionamento em solugao de
sacarose 10%, por 24 horas, submetidas a diferentes concentragdes
da solucéao de tetrazolio

Concentragao C. leopoldii C. walkeriana

de tetrazolio Sem sacarose Com sacarose Sem sacarose Com sacarose
0,10% 78° 87° 84° 97°
0,25% 89° 97° 96° 98°
0,50% 84° 97° 84° 99°
1,00% 81° 97° 82° 98°

* Médias seguidas pela mesma letra, na horizontal dentro de cada espécie, ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Na Tabela 4, os dados da viabilidade das sementes de C. leopoldii pré-
condicionadas apresentaram diferengas significativas quando comparadas a
sementes nao-condicionadas, no periodo de 3 horas de exposicdo aos sais de
tetrazodlio e em trés concentragdes: (0,1%, 0,5% e 1,0%). No periodo de 6 horas as
diferencas ocorreram nas concentragcoes de 0,25%, 0,5% e 1,0%. Nos demais
periodos de exposicdo e concentracdo de sais de tetrazolio ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos de sementes pré-condicionadas e néo

condicionadas.
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TABELA 4 - Viabilidade de sementes de C. leopoldii, avaliadas pelo teste de
tetrazélio sem e com pré-condicionamento em solugéo de sacarose
10%, por 24horas, em diferentes intervalos de concentragao da
solucao de tetrazolio e tempo de exposicao

Concentragao Tempo

de tetrazolio 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas
sem com sem com sem com sem com

0,10% 61° 89° 72° 732 86° 86° 94° 99°

0,25% 97° 99° 73° 94° 912 97° 97° 98?

0,50% 88° 99° 71° 96° 89° 97° 97° 98?

1,00% 80° 98? 57° 98? 97° 97° 92° 95°

* Médias seguidas pela mesma letra, na horizontal, dentro de cada periodo de exposi¢édo, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Em C. walkeriana (Tabela 5) a viabilidade das sementes pré-
condicionadas apresentou diferengas significativas quando comparada a das
sementes nao-condicionadas, nos periodos de 3 horas de exposicdo aos sais de
tetrazolio nas concentracdes de 0,1% e 0,5%. No periodo de 6 horas as diferencas
ocorreram nas concentragdes de 0,1% e 1,0%. No periodo de 12 horas a diferenga
ocorreu na concentragao de 1,0% e no periodo de 24 horas as diferengas ocorreram

nas concentragdes de 0,5% e 1,0%.

TABELA 5 - Viabilidade de sementes de C. walkeriana, avaliadas pelo teste de
tetrazélio sem e com pré-condicionamento em solugédo de sacarose
10%, por 24horas, em diferentes intervalos de concentragao da
solucao de tetrazodlio e tempo de exposicao

Concentragao Tempo

de tetrazolio 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas
Sem com sem com sem com sem com

0,10% 62° 08? 80° 95° 98° 08? 97° 97°

0,25% 98? 98? 95° 98? 94° 98? 972 99°

0,50% 82° 99° 87° 97° 99° 100? 69° 100?

1,00% 98° 99° 74° 97° 77° 97° 76° 99°

* Médias seguidas pela mesma letra, na horizontal entre os tratamentos e dentro de cada
periodo de exposicao, nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

O pré-condicionamento das sementes de orquideas em solugdo de
sacarose a 10% foi importante para homogeneizar os resultados da avaliacdo de
viabilidade pelo teste de tetrazélio (Tabelas 2, 3, 4 e 5). Para as sementes pré-

condicionadas foi possivel detectar diferencgas significativas para a concentracéo de
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0,1% da solugéao de tetrazodlio para os periodos de 3, 6 e 12 horas para C. leopoldii.
E em C. walkeriana a diferenga ocorreu para o tratamento de 0,1% da solugéo de
tetrazélio, no periodo de 24 horas (Tabela 6).

Analisando-se a viabilidade dentro de cada periodo de exposicdo a
solucao de tetrazodlio, mas em diferentes concentracdes, houve diferencas para as
concentragdes de 0,1% no periodo de 6 horas, para C. leopoldii, e em C. walkeriana
as diferencas ocorreram somente nas concentragcdes 0,1% e 0,5% dentro do periodo
de 6 horas de exposigdo (Tabela 6). O periodo de tempo necessario para o
desenvolvimento de coloragdo das sementes varia bastante entre as espécies.
Delouche et al. (1976) afirmaram que sementes de uma mesma espécie ou até de
um mesmo lote podem apresentar velocidade de coloracédo diferente. Geralmente,
sementes velhas e deterioradas colorem mais rapidamente e desenvolvem
coloracédo vermelho carmim. Um periodo muito longo de contato das sementes com
a solugcdo poderia acarretar no desenvolvimento de coloragdo muito intensa,
prejudicando a interpretagcdo do teste. Neste trabalho as sementes expostas a
solucdo com maior concentracdo de tetrazolio permitiram uma melhor identificagao
das sementes viaveis (Figura 3), pois em baixas concentragdes as sementes ficaram
apenas levemente coradas, o0 que aumenta a chance de erro na avaliagdo da
viabilidade das sementes. Sendo assim, a solucdo de tetrazdlio a 1% pode ser
recomendavel tendo em vista a rapidez de seus resultados, entretanto a utilizacao
de concentragdes a partir de 0,25% sao mais vantajosas sob o aspecto econdmico.

Ja em relagao ao melhor periodo de exposigao (Tabela 6), a indicagao
de um periodo de 6 horas ou 24 horas seria mais adequada para um laboratério com
rotina. No periodo de 6 horas haveria a possibilidade dos resultados sairem no dia:
sendo as sementes colocadas na solugao de tetrazoélio de manha, o resultado sairia
no final da tarde. Para um periodo de 24 horas o resultado sairia no dia seguinte. O
periodo de 3 horas avaliado para C. leopoldii e C. walkeriana resultou em dificuldade
na identificacdo das sementes, que adquiriram coloracdo fraca devido ao baixo
tempo de exposicao a solucido de tetrazoélio. O periodo 12 horas traria dificuldade

pois os resultados sairiam fora do horario de rotina.
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TABELA 6 - Viabilidade de sementes de orquideas, avaliadas pelo teste de
tetrazolio com pré-condicionamento em solugao de sacarose 10%, por
24horas, em diferentes periodos de exposicado aos sais de tetrazolio
dentro de quatro concentragdes da solugéo de tetrazolio

Tempo C. leopoldii C. walkeriana
Concentragao de tetrazdlio Concentragao de tetrazodlio
0,10% 0,25% 0,50% 1,00% 0,10% 0,25% 0,50% 1,00%
3 89"°P 99" g9ha 98" 9g”h@ 98" g9”ha g9
6 73AP gq44a 9642 98”a 9582 98" @ g78°P g7A@
12 864° g7A@ g7A@ g7A@ 98 A@ 98”a 10072 g7A@
24 ggA@ 98”@ 98A? g5Aa g7 AP ggAa 10072 ggAa

* Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na vertical e minuscula na horizontal dentro de
cada espécie, nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Na figura 3 as sementes pré-condicionadas apresentam-se coradas de
forma homogénea, enquanto nas amostras sem pré-condicionamento foi mais dificil
a determinacdo das sementes coradas das nao coradas. Para Gratapaglia e
Machado (1998) o tipo e a concentragdo dos agucares sdo importantes para
promover a germinagao e o crescimento de plantulas in vitro, assim como para a
propria manutengao de crescimento da raiz. Isso indica que a presenga da solucao
de sacarose foi importante para ativar o metabolismo dos embriées permitindo uma
melhor coloracdo das sementes viaveis.

O uso da sacarose torna-se importante também pela dificuldade de
manipulacdo das sementes de orquidea, dado seu tamanho, que inviabiliza a
utilizacdo de rolos de papel, como acontece para sementes de grandes culturas
como soja e feijao (BRASIL, 1992; KRZYZANOWSKI, et al., 1999). Isto ocorre
porque a solugdo de sacarose mantém um maior equilibrio osmaético entre a
semente e o meio externo, impedindo que a embebigdo em agua direta cause
injurias ao seu tegumento.

Outro aspecto importante em relacdo ao uso da sacarose esta
relacionado ao fato da solugao servir como um colch&o para separar as sementes de
maior densidade, as quais “conteriam“ embrides com maior viabilidade (JORDAO, et
al.,, 1998; PICOLO, et al.,, 2007), excluindo desta forma as sementes inviaveis.
Quando submete-se as sementes diretamente na solugéo de tetrazdlio, boa parte
delas flutuam ou aderem as paredes dos microtubos, diminuindo a area de contato
com a solucédo de tetrazodlio pois, dependendo da espécie, as sementes de orquidea

apresentam um espacgo de ar (ARDITTI, 1992).
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FIGURA 3 - Imagens digitalizadas em scaner de mesa de sementes de Cattleya
leopoldii submetidas ao teste de tetrazolio expostas por um periodo de
6 horas a solucdo. |- Sementes pré-condicionadas em solucéo de
sacarose a 10% e ll- sementes sem pré-condicionamento.
Concentragdes de 1- 0,1%; 2- 0,25%; 3- 0,5% e 4- 1% do sal de
tetrazolio

2.4Conclusdes

A anadlise da viabilidade das sementes submetidas ao teste de
tetrazdlio e germinacédo através da digitalizacdo de imagens mostrou-se eficiente
tanto pela praticidade como pela possibilidade de controle das contagens.

O pré-condicionamento em solugdo de sacarose 10% melhorou a
coloragdao das sementes, facilitando a identificacdo das sementes viaveis. Os
resultados das sementes pré-condicionadas ficaram mais proximos dos valores da
germinagao assimbidtica.

E possivel sugerir o uso de solucdes de tetrazdlio acima de 0,25% de
concentragdo quando o objetivo for economia e um periodo de exposicdo das

sementes ao sal, acima de 6 horas, quando o objetivo for rapidez.
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3 ARTIGO II: VIABILIDADE E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE Cattleya
(ORCHIDACEAE)

RESUMO

As orquideas (Familia Orchidaceae) representam o maior grupo de
plantas entre as Angiospermas, porém a extingao localizada de populagdes nativas
tem ocorrido como resultado de sua utilizagdo para ornamentacédo e da degradagao
de seus habitats. Sendo assim a conservacado de sementes — tanto para espécies
silvestres que carregam caracteristicas proprias, quanto para espécies ja
melhoradas — faz-se necessaria e torna-se bastante interessante, j4 que seu
tamanho é bastante reduzido. A avaliagdo da qualidade fisiolégica das sementes
pode auxiliar na rapida tomada de decisdo quanto ao uso ou descarte de lotes
destinados a conservagdo. Para analisar a qualidade das sementes utilizou-se o
teste de germinacdo em meio Knudson C e o teste de tetrazdlio com pré-
condicionamento em solugdo de sacarose 10%, em dois periodos de
armazenamento, durante trés meses a -18° C. Foram testados dez lotes de
sementes de nove espécies (Cattleya granulosa, Cattleya hegeriana, Cattleya
intermedia, Cattleya leopoldii, Cattleya mossiae, Cattleya purpurata, Cattleya
sanguiloba, Cattleya tenuis e Cattleya walkeriana) e as leituras dos testes foram
realizadas pela digitalizacdo de imagens. Foram avaliados: a porcentagem de
sementes viaveis pelo teste de tetrazdlio com e sem pré-condicionamento, a
porcentagem de germinacdo e curvas de germinagdo, o indice de Velocidade de
Germinacao (IVG) e a correlagao entre os testes de tetrazdlio e germinagao. Os
resultados demonstraram ndo haver perda na viabilidade das sementes
armazenadas analisadas pelos testes de tetrazdlio e germinag&o. Em cinco lotes
houve diminuicdo do IVG e foi alta a correlagdo entre os testes de tetrazdlio com
pré-condicionamento e a germinagao. O uso da digitalizagdo de imagens mostrou-se
eficiente, permitindo a utilizacdo da técnica por pequenos produtores, o que pode

auxiliar na conservagéao de orquideas.

Palavras chave: Orchidaceae. Tetrazolio. Germinacdo. Analise de imagens.
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ABSTRACT

Orchids are the biggest group of Angiosperms. However, there are
localized extinction of some species as a result of ornamentation and habitat
degradation. So, seed storage, either for bred or for non bred species, is a need and
it is very interesting, because a large amount of seeds could be stored in a small
flask. Evaluation of seed physiological quality can aid in the decision of use or
discard of batches to conservation. To score seed quality, seeds were germinated in
Kundson ¢ medium and analyzed by the tetrazolium test with pre conditioning in 10%
sucrose solution and stored at -18°C during three months. Ten seed batches were
tested from nine species (Cattleya intermedia, Cattleya tenuis, Cattleya hegeriana,
Cattleya sanguiloba, Cattleya granulosa, Cattleya leopoldii, Cattleya walkeriana,
Cattleya purpurata e Cattleya mossiae). The tetrazolium test counting was made with
digitalized images at 3600dpi. Seed viability (with or without pre conditioning in 10%
sucrose), Germination, Germination Velocity Index (IVG) and the correlation between
then were evaluated. Results showed there was no loss of viability in the stored
seeds, either by tetrazolium test or by the germination. In five lots there were a decay
in the IVG. The correlation between pre conditioned seeds in the Tetrazolium test
and germination was high. Digitalization of images was efficient, what could allow the

use of the techniques by small growers improving orchid conservation.

Key words: Orchidaceae. Tetrazolium. Germination. Image analysis.

3.1 Introducéao

As orquideas (Familia Orchidaceae) representam o maior grupo de
plantas entre as Angiospermas, com cerca de 850 géneros e mais de 20.000
espécies; excluindo o numero de hibridos artificiais, no Brasil ocorrem 200 géneros e
2.500 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008). Sao utilizadas principalmente para
ornamentagdo e por esse motivo vém sendo intensamente exploradas, o que,
juntamente com a degradagdo de seus habitats, tem resultado na extingdo

localizada de populagdes nativas.
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Existem varios sistemas comerciais de propagagao de orquideas,
sendo os mais simples, variagbes de algum processo de propagacao assexuada
como: divisao de touceiras, divisdo de pseudobulbos, divisdo de bulbos velhos e
inducdo de brotamento a partir de hastes florais. Entretanto tais processos, embora
triviais e com resultados seguros, tém uma capacidade reprodutiva limitada, pois
sempre dependem de algum individuo adulto a ser utilizado para formar uma nova
planta, que demora de 2 a 8 anos para chegar a idade adulta. Ja a reprodugao
sexuada das orquideas ndo é comumente realizada por pequenos produtores,
apesar de um unico fruto poder conter mais de 800.000 sementes. Assim, os
métodos in vitro para reprodugao sexuada tém sido preferidos por estabelecimentos
comerciais de grande porte, pois apesar do custo elevado, oferecem capacidade
produtiva elevadissima e apresentam resultados mais seguros.

As diminutas sementes de orquidea sao destituidas de endosperma,
sendo os embrides constituidos de pequenos corpos elipsoidais formados por
relativamente poucas células, que acumulam reservas predominantemente lipidicas.
As sementes de orquideas apresentam, em geral, um padréo bastante uniforme de
germinagao e desenvolvimento, iniciando-se pela embebicdo da semente, que
acarreta o rompimento do tegumento seminal e a liberagdo do embrido, uma
estrutura tuberiforme, geralmente clorofilada, chamada de protocéormio. Sob
condigdes naturais, o protocérmio permanece como tal até que seja infectado por
um fungo micorrizico apropriado, para provimento inicial de nutrientes por meio da
degradacido de reservas acumuladas ou sintese de novas substancias; somente
apos esse evento tem inicio a formagao da gema caulinar e seus primordios foliares.
A formacgéao da raiz ocorre mais tarde, apds o surgimento de varias folhas (ARDITTI,
1992).

Segundo Machado Neto e Custdédio (2005b), os parametros para a
estocagem de sementes de orquideas nao foram muito estudados e existem
problemas em relacédo a sua metodologia. Tais problemas envolvem temperatura,
umidade da semente e sobrevivéncia do embrido em cada tipo de estocagem. As
sementes tém sido divididas em duas categorias: sementes ortodoxas, que toleram
dessecacgéo e baixas temperaturas durante a estocagem, apresentando longevidade
variavel dependendo da espécie; e sementes recalcitrantes ou ndo ortodoxas, que
nao toleram perda de agua e/ou baixas temperaturas de estocagem. Uma terceira

categoria, sementes intermediarias, foi definida por Ellis et al. (1990), inclui
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sementes que toleram alguma perda de agua e frio na estocagem, mas néao
permanecem viaveis por longos periodos.

Pritchard e Seaton (1993) sugeriram uma classificagdo de sementes
em duas categorias: ortodoxas e intermediarias (ou recalcitrantes). As sementes
ortodoxas toleram dessecagcdo e umidade de cerca de 30% ou até menos;
entretanto, ha dois sub-grupos reconhecidos em relacdo ao comportamento de
estocagem para as espécies de sementes ortodoxas: as verdadeiramente ortodoxas
e as essencialmente ortodoxas. As espécies verdadeiramente ortodoxas podem ser
preservadas a longo prazo sob condigdes convencionais e por esta razdo 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.

A conservagcao de sementes de orquideas torna-se bastante
interessante ja que cada fruto pode conter milhares de sementes, as quais sao
bastante pequenas, variando de 0,05 a 6,0 milimetros cada (ARDITTI; GHANI,
2000). Entretanto, € comum a formagdo de capsulas contendo sementes sem
embrides e por isso € interessante que se teste a qualidade fisiolégica das sementes
antes de sua conservagao.

Para analisar a qualidade das sementes pode-se utilizar o teste de
germinagao, que consiste em determinar o potencial germinativo das sementes para
fins de semeadura e produ¢cdo de mudas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000); no
entanto tal procedimento apresenta limitagdes quanto a diferenciacao de lotes,
demora na obtencdo dos resultados (CUSTODIO, 2005) e, no caso das orquideas,
custo elevado, pois é necessario que suas sementes estabelecam uma relagédo com
fungos micorrizicos e/ou a utilizagdo de meios de culturas para a sua germinagao
(ALVAREZ-PARDO et al., 2006).

Outra forma de analisar a viabilidade das sementes s&o os testes
bioquimicos como o de tetrazdlio, que € um dos mais tradicionais na avaliacdo da
qualidade e do vigor de sementes. O teste de tetrazdlio reflete a atividade das
enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de respiragcdo celular. A
hidrogenagdo do 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazodlio produz nas células vivas uma
substancia vermelha, estavel e néo difusivel, o trifenil formazan (PINA-RODRIGUES
et al., 2004), o que torna possivel distinguir as partes vivas, coloridas de vermelho,

daquelas mortas, que mantém a sua cor original.
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Na realizagcdo do teste de tetrazdlio sdo indicados procedimentos,
chamados de pré-condicionamento, que visam a penetragdo da solugédo nos tecidos
de interesse a serem avaliados. Para espécies florestais, ha descricdo de
tratamentos de pré-condicionamento diversos, como corte, escarificacdo e
embebicdo em agua (DAVIDE et al., 1995; MALAVASI et al., 1996; SANTOS et al.,
1998; FERREIRA et al., 2001; MENDONCA et al., 2001; OLIVEIRA, 2004).

No caso das orquideas se faz necessario o uso de um instrumento de
ampliacdo para a diferenciacido das sementes, devido ao seu tamanho diminuto. O
uso da digitalizagdo das imagens das sementes pode levar a diminuicdo dos custos
e maior agilidade dos testes, o que constitui uma alternativa tanto para laboratérios,
quanto para pequenos produtores.

O estabelecimento de um banco genético através do armazenamento
de sementes seria de extrema importancia, tanto para espécies silvestres que
carregam caracteristicas préprias, quanto para espécies ja melhoradas (ALVAREZ-
PARDO; FERREIRA, 2006). O sucesso nos resultados pode permitir a utilizagao de
procedimentos mais simples de conservagcdao de sementes de orquideas por
pequenos produtores.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo comparar os
testes de germinagdo e modificacbes do teste de tetrazdlio com o pré-
condicionamento para avaliar a qualidade fisiolégica das sementes de Cattleya

armazenadas em baixa temperatura.

3.2 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 coletadas de frutos de nove espécies
diferentes: Cattleya granulosa (2 lotes), Cattleya hegeriana, Cattleya intermedia,
Cattleya leopoldii, Cattleya mossiae, Cattleya purpurata, Cattleya sanguiloba,
Cattleya tenuis e Cattleya walkeriana, provenientes do Orquidario Aurora (Taciba-

SP). A coleta das capsulas ocorreu em diferentes épocas (Tabela 1), quando foram
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colocadas em envelope de papel, tendo sido mantidas em temperatura ambiente até
a deiscéncia dos frutos. As sementes de cada planta foram armazenadas em

envelope de papel sobre silica gel a 4°C, com 6,5% de grau de umidade (BRASIL,

1992) até o inicio dos testes.

TABELA 1 - Relagao dos lotes de sementes de orquideas avaliadas, risco de
extingao, periodos de polinizagao e coleta dos frutos, identificagao dos
biomas e distribuicdo geografica das espécies

Amostra Risco Data de Data de Bioma Distribuicao
polinizagao coleta
Cattleya walkeriana Gardn. 2,5 21/11/2007 08-07-2008 Cerrado SP, MG,
MS,GO, MT
Cattleya tenuis M.A. Campacci 1 20/09/2006  15/03/2007 Cerrado BA
& P.L. Vedovello
Cattleya hegeriana - 18/11/2007 15/08/2008 Campo RJ
(Campacci) Van den Berg** Rupestre
Cattleya sanguiloba (Withner) - 31/12/2007 03/08/2008 Campo MG
Van den Berg & M.W.Chase* Rupestre
Cattleya granulosa Lindl. 1 27/11/2007 15/06/2008 Mata AL, BA, ES,
Atlantica PB, PE, RN
Cattleya leopoldii Verschaff. ex - 27/11/2007  03/04/2008 Mata RS
Lem. Atlantica
Cattleya. intermedia Graham 3 27/11/2007  05/02/2008 Mata RS, SC, SP
ex Hook. Atlantica eRJ
Cattleya purpurata (Lindl. & 3,4 27/11/2007  26-08-08 Mata RS, SC, SP
Paxton) Van Atlantica
den Berg & M.W.Chase*
Cattleya granulosa Lindl. 1 11/2006 06/2007 Mata AL, BA, ES,
Atlantica PB, PE, RN
Cattleya mossiae Parker ex - 06/10/2006  10/08/2007 Floresta -
Hooker Amazbnica

(Venezuela)

*VAN DEN BERG, C.& CHASE,2000.; **VAN DEN BERG, C., 2008.

' Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Exting&o. (BRASIL, Ministério do Meio
Ambiente, 2008)

% Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira com Deficiéncias de Dados. (BRASIL, Ministério do
Meio Ambiente, 2008)

% Lista da Flora Ameacgada de Extincdo do Rio Grande do Sul (Secretaria do Meio Ambiente do
Estado do Rio Grande do Sul, 2002)

* Lista Oficial das Espécies da Flora do Estado de Sdo Paulo Ameacgadas de Extingédo. (2004)

* Lista das Espécies Presumivelmente Ameacadas de Extingdo da Flora do Estado de Minas
Gerais.(1997)
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Para a avaliagdo da viabilidade das sementes pelo teste de tetrazdlio
foram aliquotados 10 miligramas de sementes de cada lote em dois microtubos.

O primeiro tubo de cada lote de sementes (Tratamento A) recebeu
1,5mL de solucédo de tetrazolio (Cloreto de 2,3,5-Trifenil-Tetrazélio) a 1%, e foi
submetido a 24 horas de banho-maria a temperatura de 40° C, em ambiente escuro
(modificado de JORDAO et al., 1988).

No segundo tubo (Tratamento B) foi realizado o pré-condicionamento
das sementes através da adi¢cao de 1,5mL de solucéo de sacarose a 10%, por 24
horas. Apds este periodo as sementes foram lavadas duas vezes em agua destilada
e procedeu-se ao teste de tetrazolio como descrito anteriormente para o tratamento
A.

A metodologia empregada na determinacdo da viabilidade das
sementes baseou-se na utilizagdo de imagens digitalizadas por computador em
lugar do microscépio estereoscopico, que € normalmente utilizado. Apds o periodo
de incubacdo de cada amostra, descartou-se 1,0 mL da solugdo de tetrazolio e o
restante foi gotejado em cima de uma placa de vidro, posicionada ao lado de uma
régua de plastico. As imagens foram digitalizadas em resolu¢cao de 3600 dpi com a
utilizacao de um scanner de mesa HP Scanjet G2710. Para maior contraste entre as
sementes coradas, foram testados fundos de colorag¢des diferentes (preto, marrom,
amarelo e branco) obtidos por um plastico aderido internamente a tampa do
scanner. As contagens das sementes foram realizadas na tela do computador e as
imagens foram modificadas, quando necessario, com o uso do software Adobe
Photoshop® CS3, através de ferramentas de ampliacdo de imagem, definicdo de
contraste e brilho. Foram consideradas viaveis as sementes portadoras de embrides
coloridos de vermelho, sendo as sementes com coloracido branca, consideradas
inviaveis.

O teste de germinacéo foi realizado em meio Knudson C (KNUDSON,
1946) adicionado de sacarose (20g.L™") e agar (6g.L™"). O pH foi acertado com NaOH
para 5,6 e o meio de cultura foi autoclavado e posteriormente distribuido em placas
de Petri de 60 mm. Previamente a semeadura, 20 mg de cada lote de sementes
foram desinfetadas por 10 minutos com DCCA - Dicloroisocianurato de sodio
(5g.L™"), com adigdo de algumas gotas de Tween 80, dentro de seringas em camara
de fluxo laminar (MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005a). Apds esse procedimento,

as sementes foram lavadas duas vezes com agua destilada autoclavada e em
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seguida 1,0 mL das solugdes de sementes foram gotejadas dentro de cada placa de
Petri. Logo apds 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 60 dias.

Para a contagem da germinagdo das sementes foram marcados trés
campos em cada placa, os quais foram fotografados com camera digital Sony DSC-
P10 acoplada manualmente na lente ocular. Todos os campos das placas foram
fotografados a cada sete dias, mantidos sempre na mesma posi¢cdo. As imagens
foram analisadas no computador e modificadas, quando necessario, com o uso do
software Adobe Photoshop® CS3, através de ferramentas de ampliagdo de imagem,
definicdo de contraste e brilho. As sementes que apresentavam embrides
expandidos e massa celular de coloragdo verde (estagio 1) foram consideradas
germinadas, segundo as definicdes de Seaton e Hailes (1989). Para cada lote de
sementes foram semeadas trés placas de Petri com trés campos de contagem em
cada placa.

As sementes dos 10 lotes de orquideas foram armazenadas a -18° C
por 90 dias em microtubos, acondicionados em frascos de vidro hermeticamente
fechados contendo silica gel.

A viabilidade das sementes de orquidea, verificada pelo teste de
Tetrazolio (Tratamentos A e B) e a taxa germinagdo foram expressas em
porcentagem. O indice de Velocidade de Germinacéo para cada lote de sementes
foi calculado conforme Maguire (1962), tendo as avaliagdes ocorrido no inicio do
armazenamento e apds trés meses de armazenamento. Foram calculados os
coeficientes de correlagao linear pelo teste t, ao nivel de 5% de probabilidade, entre
os testes de germinacao e de Tetrazdlio (Tratamentos A e B) e as comparagdes de
médias foram feitas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Também foram
realizados ajustes das equagdes de regressdo, com analise de significancia. A
analise dos dados foi realizada pelo programa SISVAR® (FERREIRA, 2000).
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3.3 Resultados e Discussao

Foram analisados dez lotes de sementes de nove espécies, sendo
duas delas (Cattleya tenuis e Cattleya granulosa) integrantes da Lista Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameacgadas de Extingdo (BRASIL, 2008). Ja a espécie
Cattleya walkeriana esta inclusa na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira com
Deficiéncias de Dados (BRASIL, 2008) e na Lista das Espécies Presumivelmente
Ameacadas de Extincdo do Estado de Minas Gerais; Cattleya purpurata figura nas
Listas Oficiais da Flora Ameacada de Extincdo dos Estados do Rio Grande do Sul
(Secretaria do Meio Ambiente do Estado do Rio Grande do Sul, 2008) e Sdo Paulo e
Cattleya intermedia que aparece na Lista da Flora Ameagada de Extincdo do Rio
Grande do Sul. Cattleya mossiae tem origem na Venezuela (Tabela 1).

O uso de imagens digitalizadas ja foi descrito para analise de plantulas
de milho, soja (TEIXEIRA, 2004), eucalipto e tomate (DORNELAS et al., 2005). Essa
ferramenta torna possivel que pequenos produtores testem, in loco, a viabilidade das
sementes, o que auxilia na conservacao das espécies de orquideas, dispensando a
aquisicao e utilizagdo de equipamentos sofisticados de laboratério e treinamento
especifico para realizar o teste de germinagao das sementes.

A analise das sementes submetidas ao teste de tetrazdlio através da
digitalizacao de imagens mostrou-se eficiente, permitindo diferenciar as sementes
viaveis, coradas de vermelho, das sementes inviaveis, com coloragao branca, além
de possibilitar também a identificacdo de palhas, sementes sem embrido (Figura 1).
Foram testadas diferentes coloragdes de fundo para a captura de imagens, tendo o
fundo azul oferecido maior contraste com as imagens das sementes. A analise de
imagens digitalizadas possibilita o uso do teste de tetrazdlio por pequenos
produtores, pois ndo ha necessidade de utilizacdo de equipamentos de laboratorio
de alto custo, como o microscopio estereoscopico. A técnica também permite ao
analista realizar a contagem das sementes em diferentes horarios, além da reviséo
das contagens realizadas, pois uma vez digitalizada, a imagem fica disponivel no
computador. A marcagado das sementes viaveis na imagem pode ser feita com a
utilizacdo de softwares como o Paintbrush®, Adobe Photoshop® CS3 ou outros

programas de imagens.
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FIGURA 1 - Sementes de Cattleya granulosa pré-condicionadas em solucao de
sacarose 10% e submetidas ao teste do tetrazélio (Tratamento B). Os
tragcos da imagem maior estdo divididos em milimetros e no detalhe a
direita uma ampliagdo das sementes. A- sementes viaveis (coloragao
vermelha), B- sementes nao viaveis (coloragao branca) e C- palha
(sementes sem embrido)

O pré-condicionamento em solucdo de sacarose 10% permitiu uma
coloracdo mais evidente entre as sementes viaveis (Figura 2), facilitando a
contagem das mesmas. O uso da solu¢ao de sacarose 10% no pré-condicionamento
torna-se importante para manter um maior equilibrio osmoético entre a semente e o
meio externo, impedindo que a embebicdo em agua direta cause injurias ao seu
tegumento. Segundo Arditti, 1992, a presenga da sacarose na germinagao in vitro
acaba sendo responsavel pela ativagcdo do embrido, ja que as sementes sao
pequenas, ndo apresentam reservas em abundancia e na natureza dependem da

associacdo com micorrizas para o fornecimento de nutrientes ao embrido.
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FIGURA 2 - Imagens digitalizadas em scanner de mesa do teste de tetrazolio em
sementes de Cattleya sanguiloba antes do armazenamento. 1- amostra
sem pré-condicionamento (Tratamento A) e 2- com pré-condicionamento
em solucao de sacarose 10% (Tratamento B)

O resultado obtido no teste de germinacdo mostrou a possibilidade de
utilizagcdo de maquinas digitais comuns no laboratério, desde que se mantenha a
padronizagdo dos campos de contagem e cuidado no procedimento ao acoplar a
lente ocular do microscopio estereoscopico a lente da camera fotografica, de modo a
evitar a diminuicdo no campo visual do microscopio estereoscopico. A utilizacdo da
digitalizacdo de imagens no teste de germinacao (Figuras 3 e 4 ) mostrou-se
importante, pois permitiu a revisdo de contagens de todos os periodos de avaliagao,
a leitura das placas em periodos diferentes e a avaliacdo da qualidade dos
protocormios pelo aumento das imagens no computador (Figura 4). Com a
utilizacao de softwares populares foi possivel realizar pequenos tratamentos, como
ampliagbes, alteragdes no contraste e no brilho das imagens, os quais facilitaram a
distincdo entre sementes germinadas e n&o germinadas, além de permitir a
marcagao das sementes que germinaram e a comparagao do seu desenvolvimento

em diferentes periodos de contagem (Figura 5).
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FIGURA 3 - Fotografias digitais das avaliagdes semanais da germinagao de
sementes de Cattleya sanguiloba antes do armazenamento a -18° C
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77dias

FIGURA 4 - Fotografias digitais das avaliagdes semanais da germinagao de
sementes de Cattleya purpurata antes do armazenamento a -18° C. No
ultimo quadro a direita, detalhe de um protocérmio debilitado no 77° dia
de germinagao
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FIGURA 5 - Fotografias digitais da germinagdo de sementes de Cattleya intermedia
(1) e Cattleya hegeriana (2) antes do armazenamento, no 21° dia apds
a semeadura. Imagens trabalhadas no software Adobe Photoshop®
CS3, pontos vermelhos utilizados para marcar sementes germinadas e
pontos azuis para marcar sementes néo germinadas

Os testes de germinagdo foram conduzidos até o 56° dia apds a
semeadura, pois os valores de germinagdo ndo aumentaram a partir do 49° dia e
ap6s o 63° dia foi possivel observar degradacdo do protocdormio. Isso esta
evidenciado na Figura 4, onde esta detalhado um protocormio de Cattleya purpurata
bastante debilitado, mostrando a alteracdo de cor de verde para marrom,
desidratacdo e formacdo de camadas escuras ao seu redor. Como o experimento
envolveu a utilizagcdo de muitas espécies raras na natureza, houve interesse em
utilizar as plantulas em outros projetos, principalmente de reintroducéo, e dessa
forma fizeram-se necessarios os repiques destas plantulas para um novo meio.

Na Tabela 2 é possivel observar que nao houve perda da viabilidade
nas sementes armazenadas durante trés meses a -18° C de acordo com os valores
de germinagédo total. Pelo contrario, em C. tenuis, C. mossiae, C. granulosa-l e C.
granulosa-Il, foi possivel observar um aumento significativo na germinacéo final apés
0 armazenamento, comparado com os dados iniciais. Este fato pode estar
relacionado a uma alteragdo da membrana apds o processo de congelamento e
também a uma quebra de dorméncia (BEWLEY; BLACK, 1994). Em C. intermedia,
C. hegeriana, C. sanguiloba, C. leopoldii, C. walkeriana e C. purpurata houve uma
diminuicdo significativa nas germinagdes avaliadas ao 7° dia, porém ao 14° dia,

cinco dos seis lotes ja apresentavam valores semelhantes de germinagéao antes e
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apdés o armazenamento. Analisando as curvas de germinagao, nas Figuras 6 e 7,
verifica-se que na porcentagem de germinacgao total ndo houve perda de viabilidade
para os dez lotes analisados. Em C. hegeriana, C. sanguiloba, C.leopoldii,
C.walkeriana e C. purpurata apresentaram uma germinacado inicial menor apds o
armazenamento das sementes em -18° C, porém no 28° dia ocorreu uma
sobreposi¢ao das curvas de germinacgao, igualando os valores de germinagéao total
para as sementes armazenadas e ndo armazenadas. Ja as espécies C. tenuis, C.
granulosa (lote I), C. granulosa (lote 1) e C. mossiae mantiveram as suas duas
curvas de germinagao distintas (antes e apdés o armazenamento), sendo que os
valores de germinacdo apds o armazenamento foram maiores para estes quatro

lotes.

TABELA 2 - Valores em porcentagem de sementes de orquideas germinadas in vitro
antes e apos trés meses de armazenamento a -18° C avaliadas em
trés periodos distintos

Germinagao
Amostras 7 dias 14 dias Total
Inicio  Ap6s 3 Inicio Apos 3 Inicio  Apés 3
meses meses meses
C. intermedia 847 43° 93? 94° 100° 99°
C. tenuis 16° 17° 21° 49° 59° 73°
C. hegeriana 87° 53° 97° 98° 98° 99°
C. sanguiloba 64° 43° 85° 93° 98° 99°
C. granulosa-| 63° 65° 80° 96° 91° 99°
C. leopoldii 812 50° 97° 97° 100° 99°
C. walkeriana 542 43° 79° 67° 94° 96°
C.purpurata 77° 43° 85° 94° 95° 97°
C. granulosa- Il 44° 44° 64° 96° 86° 99°
C. mossiae 5° 23° 9° 59° 48° 68°

* Médias seguidas pela mesma letra, na horizontal dentro de cada periodo de avaliagdo da
germinacgao, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Comparando os valores dos indices de Velocidade de Germinagéo
(IVG) antes e apds o0 armazenamento a -18° C (Tabela 3), observou-se que em cinco
lotes (C. intermedia, C. hegeriana, C. sanguiloba, C. leopoldii e C. purpurata) houve
diminuicdo no potencial germinativo, pois ocorreu uma diminuicdo significativa dos
valores de IVG apos os trés meses de armazenamento. Em C. granulosa-1 e C.

walkeriana mantiveram-se os valores, e em C. tenuis, C. granulosa-ll e C. mossiae
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ocorreu um aumento significativo nos valores de IVG apds trés meses de

armazenamento.

TABELA 3 - Valores de IVG (indice de Velocidade de Germinac&o) de sementes de
orquideas germinadas in vitro no inicio e apos trés meses de
armazenamento a -18°C

Amostras VG
Inicio Apods 3 meses
C. intermédia 12,9365° 10,0514°
C. tenuis 4,0108° 5,6468°
C. hegeriana 13,2103? 10,8609°
C. sanguiloba 11,2383° 9,9858°
C. granulosa-I 10,6127° 11,6524°
C. leopoldii 12,8795° 10,6131°
C. walkeriana 10,1264 9,1256°
C. purpurata 11,9678° 9,8773"
C. granulosa-I| 8,5179° 10,1599°
C. mossiae 2,6129° 6,1986°

* Médias seguidas pela mesma letra, na horizontal, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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FIGURA 6 - Curvas de germinagao dos cinco lotes de sementes de orquideas
(Cattleya hegeriana, Cattleya sanguiloba, Cattleya walkeriana,
Cattleya leopoldii e Cattleya purpurata) avaliadas antes do
armazenamento (NA) e logo apds trés meses de armazenamento a
-18° C (A), realizadas em condi¢des assimbioticas em meio de
cultura Knudson por um periodo de 49 dias. R?= coeficiente de

determinacdo. Equacdes ajustadas por regressao logaritmicas
significativas (P<0,05)
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FIGURA 7 - Curvas de germinagdo dos cinco lotes de sementes de orquideas
(Cattleya tenuis, Cattleya granulosa — lote | e Il, Cattleya mossiae e
Cattleya intermedia) avaliadas antes do armazenamento (NA) e logo
apos trés meses de armazenamento a -18° C (A), realizadas em
condigdes assimbioticas em meio de cultura Knudson C por um
periodo de 49 dias. R*= coeficiente de determinacdo. Equacdes
ajustadas por regressao logaritmicas significativas (P<0,05)
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Em relagdo ao teste de tetrazdlio realizado com o pré-condicionamento
(Tratamento B) foi possivel observar que ndao houve perda da viabilidade nas
sementes armazenadas durante trés meses a -18° C. Pelo contrario em C.
intermedia, C. walkeriana e C. granulosa-ll, observou-se aumento significativo na
viabilidade apdés o armazenamento comparado com a avaliacido inicial. Para as
demais espécies a diminuicdo da viabilidade nao foi significativa (Tabela 4). Este
fato pode estar relacionado a uma alteragédo da fluidez das membranas celulares do
embrido apds o processo de congelamento, estimulando vias metabdlicas para a
quebra de dorméncia (BEWLEY; BLACK, 1994). Resultados semelhantes foram
descritos para as espécies Angraecum magdalenae, Trichopilia tortilis, Calanthe
vestita e Calanthe gorey, submetidas ao armazenamento em nitrogénio liquido por
um periodo de trinta dias (NIKISHINA et al., 2001). Ja para o teste de tetrazdlio sem
pré-condicionamento, houve uma maior variagdo nos dados e C. sanguiloba
apresentou uma perda de viabilidade apds o armazenamento. Em seis lotes de
sementes (C. intermedia, C. hegeriana, C. leopoldii, C. walkeriana, C. purpurata, C.
granulosa-Il e C. mossiae) houve um aumento de viabilidade apds o armazenamento
avaliadas pelo tratamento A, ja no tratamento B apenas trés lotes tiveram o mesmo

resultado (C. intermedia, C. walkeriana e C. granulosa-Il).

TABELA 4 - Avaliagao da qualidade fisiolégica de sementes de orquideas tropicais
pelo teste de tetrazolio. Tratamento A — amostras sem pré-
condicionamento e Tratamento B — amostras de sementes pré-
condicionadas em solugao de sacarose 10%, por 24horas, no inicio e
apds trés meses do armazenamento a -18° C

Tratamento A Tratamento B
Amostras Avaliagdo  Avaliacdo apos Avaliagao Avaliagao apos
inicial (%) 3 meses (%) inicial (%) 3 meses (%)
C. intermedia 65° 92° 94° 97°
C. tenuis 2° 52 80° 79°
C. hegeriana 60° 92° 94° 96°
C. sanguiloba 63° 53° 96° 98°
C. granulosa-| 80° 83° 99° 99°
C. leopoldii 87° 88? 99° 99°
C. walkeriana 31° 93° 96° 99°
C. purpurata 75° 812 95° 98°
C. granulosa-I| 58° 67° 93° 96°
C. mossiae 8° 34° 67° 70°

* Médias seguidas pela mesma letra, na horizontal, dentro dos tratamentos, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O uso da sacarose no pré-condicionamento melhorou a coloragédo das
sementes permitindo a melhor visualizagao das sementes viaveis (Figuras 1 e 2),
maior porcentagem de viabilidade (Tabela 4), além de apresentar uma maior
correlagdo com os testes de germinagao realizados com sementes antes e apds o
armazenamento a -18° C (Figuras 8 e 9). Para Gratapaglia e Machado (1998), o tipo
e a concentragcdo dos agucares sao importantes para promover a germinagao € o
crescimento de plantulas in vitro, assim como a prépria manutengéo de crescimento
da raiz. Isso pode ser indicativo de que a presenca da solugdo de sacarose foi

importante para ativar o metabolismo dos embrides, aumentando a respiragao

Tetrazolio sem pré-condicionamento (%)

celular e, desta forma, permitindo uma melhor coloragao das sementes viaveis.

y=-59,3273 +1,2956 x R? = 0,6819**

Coeficiente de correlagao linear = 0,8257
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FIGURA 8 - A - Correlacao entre a viabilidade analisada pelo teste de tetrazdlio
(Tratamento A) e o teste de germinagdo de sementes nao
armazenadas; B - Correlagao entre a viabilidade analisada pelo
teste de tetrazdlio (Tratamento B) e o teste de germinagao de
sementes ndo armazenadas. Coeficiente de correlacao linear
significativo pelo teste t. R?= coeficiente de determinagéo
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FIGURA 9 - A - Correlagéo entre a viabilidade analisada pelo teste de tetrazélio
(Tratamento A) e o teste de germinagao de sementes armazenadas por
um periodo de trés meses a -18° C; B - Correlagéo entre a viabilidade
analisada pelo teste de tetrazoélio (Tratamento B) e o teste de
germinagao de sementes armazenadas por um periodo de trés meses
a -18° C. Coeficiente de correlacdo linear significativo pelo teste t. R*=
coeficiente de determinagao

No inicio do armazenamento o coeficiente de correlacdo linear entre os
testes de germinagdo e tetrazdlio sem pré-condicionamento foi de 0,8257 e o
coeficiente de correlagao linear com o pré-condicionamento em solugcao de sacarose
foi de 0,9218. Logo apdés o armazenamento a diferenga entre os coeficientes de
correlagdo linear apresentou-se maior, entre os testes de germinacdo e tetrazélio
sem pré-condicionamento foi de 0,7712 e o coeficiente de correlagao linear com o
pré-condicionamento em solug¢ao de sacarose foi de 0,9240.

Segundo Arditti (1992), quando a germinacao das sementes ocorre sob
condigbes assimbiodticas, o desenvolvimento do protocérmio se faz de forma similar,
desde que seja adicionada ao meio de cultura uma fonte adequada de carboidratos,
0 que explica a ativagdo do embrido pela sacarose.

O uso da sacarose torna-se importante também pela dificuldade de
manipulagdo das sementes de orquidea, devido ao seu diminuto tamanho, que
inviabiliza a utilizacdo de rolos de papel como acontece para sementes de grandes
culturas como soja e feijao (KRZYZANOWSKI, et al., 1999). Isto ocorre porque a
solucao de sacarose mantém um maior equilibrio osmaético entre a semente e 0 meio
externo, impedindo que a embebicdo em agua direta cause injurias ao seu
tegumento.

Outro aspecto importante em relagdo ao uso da sacarose esta

relacionado ao fato da solugao servir como um “colchao” para separar as sementes
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de maior densidade, as quais contém embrides com maior viabilidade (JORDAO, et
al.,, 1998; PICOLO, et al., 2007), excluindo desta forma as sementes inviaveis
durante o processo de lavagem.

Quando submete-se as sementes diretamente a solu¢ao de tetrazolio,
sem pré-condicionamento, boa parte delas flutuam ou aderem as paredes dos
microtubos, diminuindo a area de contato com a solugédo de tetrazolio pois,
dependendo da espécie ocorre a presengca de um espaco de ar interno (ARDITTI,

1992), desta forma as sementes colorem-se fracamente.

3.4 Conclusdes

A analise da viabilidade das sementes submetidas aos testes de
tetrazdlio e germinacédo através da digitalizacdo de imagens mostrou-se eficiente
pela praticidade e controle das contagens.

Apos trés meses de armazenamento a -18° C nao houve perda da
viabilidade das sementes de orquideas, analisadas pelo teste de germinagao e pelos
testes de tetrazolio, mas houve uma diminui¢do na velocidade de germinacéo de
cinco lotes (C. intermedia, C. hegeriana, C. sanguiloba, C. leopoldii e C. purpurata).

O teste de tetrazdélio com pré-condicionamento em solugcao de sacarose

demonstrou maior correlagédo com o teste de germinacéo.
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