UE MS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

/“72:/. Unidade Universitaria de Dourados
Programa de P6s-Graduagdo em Recursos Naturais

TECNICAS DE CULTIVO invitro COMO ALTERNATIVA PARA A
CONSERVACAO DE Schomburgkia crispa Lindl. (ORCHIDACEAE) E
SUA REINTRODUCAO EM AMBIENTE NATURAL

Académica: Jackeline Schultz Soares

Dourados - MS
Fevereiro de 2018

MPGRN

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais



UE MS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
— Unidade Universitaria de Dourados
rograma de Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

7 P de P6s-Graduacio em R Naturai

TECNICAS DE CULTIVO invitro COMO ALTERNATIVA PARA A
CONSERVACAO DE Schomburgkia crispa Lindl. (ORCHIDACEAE) E
SUA REINTRODUCAO EM AMBIENTE NATURAL

Académica: Jackeline Schultz Soares
Orientador: Prof® Dr. Etenaldo Felipe Santiago
Coorientadora: Prof? Dr? Yara B. C. J. Rosa (in memoriam)

“Tese apresentada ao programa de pos-
graduacdo em Recursos Naturais, area de
concentracdo em Recursos Naturais, da
Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em Recursos
Naturais™.

Dourados - MS
Fevereiro de 2018

MPGRN

Poés-Graduacdo em Recursos Naturais



S654t

Soares, Jackeline Schultz

Técnicas de cultivo in vitro como alternativa para a
conservacao de Schomburgkia crispa Lindl.(Orchidceae) e sua
reintroducdo em ambiente natural / Jackeline Schultz Soares.
Dourados, MS: UEMS, 2018.

101p. ; 30cm.

Tese (Doutorado) — Recursos Naturais — Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul, Unidade Universitaria de
Dourados, 2018.

Orientador: Prof. Dr. Etenaldo Felipe Santiago.
1. Orchidaceae. 2. Semeadura assimbioética. 3. Cerrado. I.

Titulo.
CDD 23.ed. 584.15




M PGRN A

PRA-UIRURAE S Mecarses Matarws
brarv e {4 xed

JACKELINE SCHULTZ SOARES ~ **"

TECNICAS DE CULTIVO IN VITRO COMO
ALTERNATIVA PARA CONSERVAGAQ DI
Schomburgkia crispa Lindl. ( Orchidaceae) E SUA
REINTRODUCAO EM AMBIENTE NATURAL

Este exemplar compreende 3
redacdo final da tese oe
dauterado defendida por
Jackelne Schultz Soares.

Dourados/MS, 23 Oe fevereiro de
2018,

Banca Examinadore:

— —

T —

- -c‘

Prof, Dr. fenaido T;c‘-ér:lago Pr;:'-ccnte

s.'—l m(&

Profa. Dra. &» ucia Almmeica d da Mc r-.s =

! X
x> ."-’*" ey

77 Puk.Dr. ]os‘ﬁc lnc SLrgan

s/

f &/

W/ V|

I( ‘4 .‘
{

— — - ——— J ———————

P of. B Mario !OC Comar

14-- f. S

V-*‘\ 5 I

' 13 J Dra, Siana dt: Paua Qunmo Scalon

— R RN B e 1P — R S G T

- a— L — -—

Dourados/MS, fevereio ce 2018,



“E peco isto: que 0 vosso amor cres¢a mais € mais em ciéncia € em todo o
conhecimento”

Filipenses 1:9



A Deus,
A minha familia,

A Prof. Dr2, Yara Brito Chaim Jardim Rosa (in memoriam), por ter me acompanhado
desde o inicio, me ensinando com maestria o oficio da pesquisa cientifica,

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar a vida, restaurar meus sonhos, me dar coragem de enfrentar as
dificuldades e oportunidade de alcangar minhas conquistas. Toda honra e gléria a Ele.

Ao meu orientador, Dr. Etenaldo Felipe Santiago, pelos ensinamentos, exemplo, ajuda,
paciéncia, amizade, confianga e credibilidade em mim depositada.

A minha coorientadora, Dra. Yara Brito Chaim Jardim Rosa (in memoriam), pelos
ensinamentos, amizade e apoio durante toda minha vida académica, minha gratidao eterna.

A técnica de laboratorio Nilda Tiyoko Kobayashi Hoffmann, por toda ajuda, exemplo e
dedicacéo.

A Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS) e a Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD) pela disponibilidade da estrutura necesséaria para execucdo do
projeto.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Recursos Naturais da Universidade Estadual de
Mato Grosso Sul, pela oportunidade de realizagdo do curso.

A todos os colegas do PGRN, GERV e GEHORTI pela ajuda, paciéncia e amizade, em
especial a Tiziana Azario de Medeiros, Arlene Sobrinho Ventura, Taline Baganha Stefanelo
Catelan e Ana Paula Lemke.

A Mariana Palachini de Oliveira por todo o auxilio, amizade e companheirismo,
essenciais para a conclusédo desse projeto. Meus sinceros agradecimentos.

A José Carlos Sorgato, pela grande ajuda, paciéncia, companheirismo e amizade ao
longo de todos esses anos, obrigada por tudo.

A Luiz Eduardo Simon, Luan Marlon Ribeiro, Daniela Espanguer Graciano, Michele
Nobrega e Montcharles Pontes por todo auxilio referente as analises e imagens.

A minha familia, meus pais Carmen Dulsi Schultz e Adelsom Soares Filho e minha
irma Janaina Schultz Soares, pela compreensao, ajuda e apoio em mim depositado em todos 0s
momentos.

A todos que me apoiaram durante o periodo do curso, principalmente a Gelci Kunzel de
Vargas, pelo suporte incondicional desde o processo seletivo. Meu muito obrigada.

A banca examinadora pelas valiosas sugestdes e corregdes e a todos que colaboraram
para que este trabalho fosse realizado.



SUMARIO

RESUMO GEIAL ......eiieiieiiee et sae e viii
N 0L = Tod SO TSRS OPPRTRRRR IX
CAPITULO 1: Consideracdes Gerais

Importancia ecoldgica e reintroducéo de Orchidaceae............cccevvevveviereevesiesnennn. 1
Aspectos Gerais de Orchidaceae .............cooviivieiiiriiiiieeee e 3
Schomburgkia crispa LINAIEY .........ccooiiiiiiiiic e 5
Germinacao assimbiotica de OrchidacCeae...........coevvvevveiieeiieiiese e 6
Aclimatizacao ex vitro de Orchidaceae...........ccovevveveeieeiieve e 7

Termografia no infravermelho e fluorescéncia da clorofila-a como métodos

avaliativos de estresse em Plantas.........cccooeieriiininieieiee s 8
ODBJELIVO GEIAl ... et e e re e e 10
RETEIBNCIAS. ... ettt bbb re e 11

CAPITULO 2: Protocolo para a semeadura in vitro de Schomburgkia crispa
Lindl.

RESUMIO. ...ttt et b e e e n e e reennn e 18
ADSTFACT. ...t 19
INEFOAUGED. ... et 20
Material € MELOUOS. ........cveieiiiece ettt ne e 22
RESUITA00S € DISCUSSAD ....veuveveiiitiiiieiieieieie ettt st sbe b nesneeneas 26
(O] Tod 11157 o TSSOSO 38
[ (=] 1] 0o - TSRS 40

CAPITULO 3: Substratos para a aclimatizacdo de Schomburgkia crispa

Lindl. oriunda de semeadura in vitro.

RESUMIO. ...ttt ettt et e e e e b e e e be e e e 46
N 01 - Uod SRS 47
INEFOAUGED. ... ettt 48
Material € MELOUOS. ........oiveieriiiecicee ettt ene e 50
RESUItA00S € DISCUSSAD. ......cuveiveevianieiiee sttt siee ettt st nnes 52
(O00] 0 [od [0 (o J PSRRI 61
R (=1 1] 0 o= TSR 62

Vi



CAPITULO 4: Reintrodugdo de Schomburgkia crispa Lindl. oriunda de

semeadura in vitro em fragmento de Cerrado.

RESUMIO. ...t re e e 68
ADSTFACT. ... bbb 69
INEFOAUGED. ...t 70
Material € MELOUOS. .......veveierieieii ettt ne e ens 72
RESUITA00S € DISCUSSAOD. ... .c.vevetiiesiisieeiiesieie ettt bbb sneeneas 75
CONCIUSAD. ...ttt bbbttt bbbt e e enes 85
R (=] 1] 0o - SRR 86
CONSIAEIAGOES FINAIS. .. ...eiiieiieiiie it 90

vii



RESUMO

O cultivo in vitro é uma ferramenta biotecnologica valiosa na obtencdo de plantas para a
pesquisa visando a preservacdo das espécies. Sua utilizacdo é importante, uma vez que
possibilita a obtencdo de um grande nimero de plantas em tempo relativamente curto e
com alta qualidade fitossanitaria. Assim, este trabalho foi desenvolvido objetivando a
conservacao da espécie Schomburgkia crispa Lindl. no Bioma Cerrado por meio do cultivo
in vitro e posterior reintrodugéo no habitat. Foram realizados cinco experimentos nos quais
se avaliou a germinagdo assimbiotica das sementes, a aclimatizacdo ex vitro e a
reintroducdo de plantas jovens dessa espécie ao habitat. Com base nos resultados de
germinacdo, recomenda-se que a semeadura assimbiotica de S. crispa seja realizada com
suspensdo de sementes embebidas por cinco minutos em hipoclorito de sédio e com a
realizacdo de triplice lavagem, no meio de cultura MS % suplementado com 6,0 g L de
carvdo ativado e solidificado com 4,0; 6,0 ou 8,0 g L de agar bacteriol6gico. Quanto a
aclimatizacdo ex vitro das plantas propagadas, recomenda-se que o substrato utilizado seja
a fibra de coco. Resultados observados permitem inferir que as mudas produzidas por meio
de germinagdo assimbiodtica podem ser reintroduzidas no habitat, independente do

substrato utilizado, tornando essa técnica viavel para aplicacdo com outras espécies.

Palavras-chave- Orchidaceae, espécie nativa, conservacao, cultivo in vitro, reintroducéo.
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ABSTRACT

In vitro cultivation is a valuable biotechnological tool in obtaining plants for research
aiming to preserve species. Its use is important, since it allows to obtain a large number of
plants in a relatively short time and with high phytosanitary quality. Thus, this work was
developed aiming at the conservation of Schomburkgia crispa Lindl. in the Cerrado Biome
through in vitro cultivation and subsequent reintroduction into the habitat. Five
experiments were carried out in which seed germination, ex vitro conditioning and the
reintroduction of this species to the habitat were evaluated. Based on the germination
results obtained, it is recommended that the ascetic seeding of S. crispa be carried out with
suspension of seeds soaked for five minutes in sodium hypochlorite and with the
accomplishment of triple washing in the culture medium MS % supplemented with
6.0 g L activated carbon and solidified with 4.0; 6.0 or 8.0 g L™ of bacterial agar. For the
ex vitro acclimatization of propagated plants, the coconut fiber substrate is recommended.
The observed results allow to infer, also, that the seedlings produced by asymbiotic
germination can be reintroduced in the habitat, independent of the substrate used, making

this technique viable application with other species.

Keywords- Orchidaceae, native species, conservation, in vitro cultivation, reintroduction.



CAPITULO I: CONSIDERACOES GERAIS

Importéncia ecoldgica e reintroducdo de Orchidaceae

Parte da diversidade floristica em florestas tropicais umidas advéem de espécies
epifitas, que perfazem 10% de todas as plantas vasculares que influenciam positivamente
nos processos ecoldgicos e na manutencdo do fluxo de energia e de matéria em
ecossistemas (Petean, 2009). A importancia ecologica do epifitismo nas comunidades
florestais consiste na manutencdo da diversidade bioldgica e no equilibrio dindmico
interativo nos distintos ecossistemas, uma vez que espécies epifiticas proporcionam
recursos alimentares (frutos, néctar, pélen, dgua) e microambientes especializados para a
fauna do dossel que abriga alta diversidade de organismos e de interacdes tréficas
(OLIVEIRA, 2004; CESTARI, 2009).

Plantas epifitas, como algumas orquideas, possuem a capacidade de elaborar
quantidades consideraveis de biomassa suspensa em ambientes notoriamente restritivos
considerando a fisiologia do estresse, associada a retencdo de agua e detritos, conferindo
aos epifitos vasculares um importante papel no fluxo de energia e de matéria da floresta
tropical tmida (CARDELUS & MACK, 2010). Os elementos minerais sdo incorporados as
epifitas a medida que elas crescem e sdo removidos quando elas morrem e se decompdem.
Atraveés da captura, armazenamento e liberacdo de minerais, as epifitas contribuem com a
ciclagem de nutrientes de um determinado ecossistema (OLIVEIRA, 2004).

As epifitas também funcionam como bioindicadores do estagio sucessional da
floresta, tendo em vista que comunidades em fases secundarias apresentam menor
diversidade epifitica do que comunidades em equilibrio dindmico (RAMALHO &
PIMENTA, 2010). Em funcdo das caracteristicas fisioldgicas as epifitas podem ser
utilizadas em estudos de processos ecologicos que indiquem padrdes de interferéncia
antrdpica ou disturbios de ordem natural no ambiente (VAN DEN BERG, 1996).

Dentre as ferramentas para conservacdo de espécies, a reintroducao pode restaurar
populacfes nativas que se encontram em declinio ou ainda restabelecé-las em areas que ja
fizeram parte de sua distribuicdo, conforme conceito estabelecido pela Unido Internacional

para a Conservacao da Natureza (IUCN, 1998).



A reintroducdo constitui uma ferramenta importante para aumentar o conhecimento
da biologia, ecologia ou requisitos de gerenciamento das espécies estudadas. Esta técnica
se torna de extrema importancia, principalmente para aquelas espécies cujo numero de
populagdes naturais € baixo, tornando a compreensdo das principais interacfes ecologicas,
como polinizadores ou preferéncias de habitat, dificil de ser obtida a partir dos individuos
restantes na natureza. Reintroducdes, particularmente usando espécies importantes, como
orquideas, também podem envolver a comunidade e aumentar a conscientizacao publica
para a conservacdo de espécies ameacadas e a restauracdo ambiental (REITER et al.,
2016).

Um programa de reintrodugdo coloca individuos retirados do ambiente natural, ou
criados em cativeiro, dentro de uma area de sua ocorréncia historica onde essa espécie nao
mais existe ou estd em declinio. A utilidade desse programa € a criacdo de novas
populagdes e a melhora do status de conservacdo de outras, por meio do incremento em
namero de individuos ou de diversidade genética (FAHSELT, 2007; ARMSTRONG e
SEDDON, 2008).

A formacéo de bancos de germoplasma com manutencdo da variabilidade genética
pode contribuir para a restauracdo das populagdes naturais. Assim, a germinacao in vitro
de espécies nativas da familia Orchidaceae apresenta-se como uma importante ferramenta
para a producdo de plantas a serem utilizadas em programas de reintroducdo de espécies
em areas naturais (SCHNEIDERS et al., 2012).

Apesar da importancia ecoldgica das técnicas de reintroducdo, 0 acompanhamento
da sobrevivéncia e do desenvolvimento de Orchidaceae reintroduzidas pode ser um
processo complexo, exigindo consideravel investimento econdmico e logistico, ja que, em
condicdes naturais, as plantas apresentam crescimento lento, levando um longo periodo até
atingirem a maturidade (SCHMIDT & ZOTZ, 2002). Ainda, as peculiaridades de cada
espécie, do ambiente e das técnicas empregadas na reintroducdo, fazem com que cada
iniciativa seja reconhecida como um experimento individual (KAYE, 2009).

Esfor¢os combinados de conservagdo ex situ em institui¢cbes publicas e programas
de reintroducdo de espécies ameacadas podem se tornar importantes ferramentas de
conservacao de espécies ameacadas (WEEKLEY et al., 2008; WENDELBERGER et al.,
2008; YAM, 2008). A Estrategia Global para a Conservacgéo de Plantas 2011-2020 (EGCP,

2011) salienta que as colecOes ex situ necessitam ser utilizadas como uma ferramenta ativa,



por meio de programas de reintroducdo, caso contrario, correm o risco de ser quase

colegdes de museus.

Aspectos gerais de Orchidaceae

Orchidaceae possui flores hermafroditas, raramente unissexuais, freqiientemente
zigomorfas, quase sempre simétricas, trimeras, com trés sepalas e trés pétalas, sendo uma
oposta ao estame fértil, morfologicamente modificada, constituindo o labelo. O androceu €
constituido de um, raro dois ou trés, estames férteis; o filete é adnado ao estilete, formando
0 ginostémio; o estigma fica, geralmente, na face ventral do ginostémio, é trilobado, sendo
um dos lobos parcialmente estéril, formando o rostelo, uma estrutura mais ou menos
membrandcea que separa a antera do estigma; a antera, na maioria dos casos, é
representada por um “capuz” que geralmente cai no processo de retirada do polen; o pélen
na maioria das espécies é unido em polineas, em numero de 2, 4, 6 ou 8; o ovario é infero,
em regra unilocular, com placentacdo parietal. Os frutos sdo capsulares e quase secos,
raramente carnosos; as sementes sdo numerosas, minusculas, com embrido rudimentar,
desprovidas de endosperma (RODRIGUES, 2011).

Originou-se na Malasia, hd milhdes de anos atrds, durante o periodo cretaceo,
guando a maioria das familias das angiospermas tornavam-se diferenciadas (GARAY,
1972). Ha cerca de 3.000 anos, nos tempos do rei Salomao, ja se tinha um grande apreco
pelas orquideas. O sabio chinés Conflcio (551 a.C.), em seus relatos, menciona a planta
como “o perfume dos reis”. Teofrasto, aluno de Aristoteles (370 a.C.), escreveu sobre ela
em suas publicagdes, referindo-se ao grupo de plantas como “Orchis” (do grego, testiculos)
em aluséo a forma do par de pseudobulbos subterraneos de certas espécies que ocorrem as
margens do Mediterrdneo. Outros estudiosos, no ano 100, descreveram duas orquideas
entre 600 plantas medicinais. Por este motivo, eram tidas como Uteis na promoc¢do do
aumento da fertilidade e virilidade, uma crenca que se espalhou por toda Europa até
meados do seculo XVIII. No século XV, livros e folhetos relacionados com orquideas
foram redigidos e no século XVII foram descritas, pela primeira vez, as orquideas tropicais
da Asia (BLOSSFELD, 1991).

Atualmente, € uma das duas maiores e mais diversificadas familias dentre as
Angiospermas, ficando atras apenas de Compositae (CHASE et al., 2015; THE PLANT
LIST, 2018), com cerca de 850 géneros e 26.567 espécies, sem contar 0 numero de
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hibridos artificiais, conforme a World Orchid Checklist (GOVAERTS et al., 2011).
Apresenta alta variabilidade genética, com individuos que podem variar de alguns
centimetros a metros de comprimento, com flores vistas apenas com o auxilio de lupa,
flores grandes e coloridas e até mesmo inflorescéncias com mais de um metro de
comprimento (CARDOSO & ISRAEL, 2005). Todas essas caracteristicas podem ser
reunidas em uma familia por conta da estrutura floral conservada (SUTTLEWORTH et al.,
1994; APW, 2013).

Suas espécies sdo distribuidas em praticamente todos os continentes, com maior
concentracéo e diversidade nas regides tropicais e subtropicais, sendo encontradas desde as
proximidades do polo éartico até o polo antartico, uma vez que sdo organismos
extremamente especializados que ocupam diversos habitats e apresentam varias adaptactes
morfologicas, anatdbmicas e fisiologicas (STOUTAMIRE, 1964; DRESSLER, 2005;
SILVA et al., 2006; KERBAUY, 2011). No Brasil, Barros et al. (2018) listam, no projeto
Flora do Brasil 2020, 2.494 espécies nativas, distribuidas em 221 géneros, das quais 1.604
sdo endémicas do pais.

No Bioma Cerrado, a familia é a terceira mais representativa da biodiversidade
vegetal (BATISTA et al., 2005, MENDONCA et al., 2008), possuindo espécies com
potencial econdmico e ornamental pouco explorados. Conforme Barros et al. (2018), neste
dominio fitogeogréfico sdo listadas 701 espécies distribuidas em 126 géneros, com 88
espécies ocorrendo no estado de Mato Grosso do Sul. A maioria das espécies desse bioma
possui adaptacbes para longos periodos de estiagem, sendo resistentes a desidratacdo e
baixa umidade relativa do ar. Algumas, que ocorrem em areas submetidas a queimadas
regulares, possuem floracdo induzida pelo efeito do fogo (OLIVEIRA et al., 1996).

Segundo Zotz & Andrade (2002), Barros & Kerbauy (2004) e Suzuki (2005), as
espécies de orquideas sdo excelentes bioindicadores ambientais, pois sdo sensiveis as
interferéncias antrépicas, em virtude da ocupacdo de nichos especializados. Sdo as
primeiras plantas a serem afetadas pela degradacdo ambiental e as Ultimas a se instalarem
nas areas em restauragdo (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2010, SCHUSTER et al.,
2010).

Além da especificidade de polinizadores, as orquideas ainda dependem da
heterogeneidade ambiental proporcionada pela diversidade do estrato arboreo (HUSTON,
1994), pois apresentam ciclo de vida altamente especializado, sementes com pouca ou

nenhuma reserva nutricional e germinacdo de sementes dependente da associagdo com
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fungos micorrizicos, o que, somado & coleta indiscriminada na natureza, resulta na
vulnerabilidade da familia, que est4d entre as mais seriamente ameacadas de extingcdo
(FERREIRA & SUZUKI 2008).

Schomburgkia crispa Lindley

O género Schomburgkia foi incluido em Laelia (PRIDGEON et al., 2005). Porém,
as relacdes filogenéticas dentro do género Laelia permaneceram mal resolvidas, em parte
pela ampla distribuicdo das espécies, divergindo quanto aos dados moleculares e
morfolégicos nas relagdes internas, fazendo com que essa inclusdo nao seja aceita por
diversos taxonomistas (VAN DEN BERG et al., 2009; CHASE et al., 2015). Barros et al.
(2018) citam, na Lista de espécies da Flora do Brasil 2020, Schomburgkia crispa como um
sindbnimo de Laelia margitana, sendo o Ultimo o nome aceito para a espécie. Porém,
quando discorre sobre a distribuicdo da espécie, relata que esta ocorre apenas na regido
norte do Brasil, ndo condizendo com a distribuicdo descrita na literatura para S. crispa.
Nos apéndices da Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora (CITES), um 6érgdo internacional que regula o comércio de espécies
nativas, nada consta sobre L. marginata, no entanto, o apéndice Il regulariza o comércio de
S. crispa (CITES, 2017).

Peraza-Flores et al. (2016), estudando a filogenia da alianca entre os dois géneros,
relatam resultados que confirmam a existéncia de dois clados distintos. Laelia, que seria
endémico do México, em elevagdes médias a altas e Schomburgkia, um taxon mais
amplamente distribuido. Quando esses autores comparam as caracteristicas dos dois
géneros, consideram como Schomburgkia todas as espécies da América do Sul que foram
incluidas como pertencentes ao género Laelia. Com base nesses resultados, optou-se por
utilizar, durante o trabalho, o nome Schomburgkia crispa Lindl.

Assim, Schomburgkia crispa Lindl. & uma espécie de habito epifitico e encontrada
tanto em florestas de galeria quanto em matas secas do cerrado (MENDONCA et al., 2008;
OSTETTO, 2015), inclusive no estado de Mato Grosso do Sul, nas formacges florestais
hidromorficas do Parque Estadual das Varzeas do Rio Ivinhema (TORRES et al., 2007).
Morfologicamente, apresenta pseudobulbos bifoliados com comprimento de 8 a 10 cm,
comprimento das folhas de 24 a 26 cm e largura de 5 a 7 cm. Suas inflorescéncias

possuem, em média, de 95 a 110 cm, com flores com pétalas e sépalas castanho com
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margens amarelas (BARROS et al., 2018). Em janeiro de 2017, a espécie foi incluida no
apéndice Il da CITES (CITES, 2017), onde se enquadram as espécies ndo necessariamente
ameacadas de extingdo, mas cujo comércio deve ser controlado a fim de evitar usos
incompativeis com sua sobrevivéncia.

Pouco se sabe sobre o potencial das orquideas nativas brasileiras para aplicacdo
terapéutica. Porém, além da importancia ecoldgica, S. crispa apresenta ainda propriedades
medicinais e farmacoldgicas. Belloto et al. (2017), realizando um estudo fitoquimico da
espécie em questdo, relataram o isolamento de um novo produto natural, denominado acido
crispdico, além de seis outros compostos quimicos ja conhecidos, comprovando suas

atividades contra células cancerigenas.

Germinacao assimbiotica de Orchidaceae

Apo6s a fecundagdo das flores, as orquideas formam frutos capsulares deiscentes
trilobulares, onde podem estar alojadas de 20 a 4 milhdes de sementes diminutas, com
pouco ou nenhum endosperma. O tamanho das sementes pode variar de 0,05 a 6 mm, uma
diferenca de aproximadamente 120 vezes da maior para a menor; com peso também
variavel, de 0,31 a 24 pg, dependendo da espécie (ARDITTI & GHANI, 2000). Apesar da
grande quantidade de sementes por cépsula, em ambiente natural apenas 2 a 3% das
sementes germinam, pois ndo possuem reservas nutritivas necessarias para iniciar o
processo germinativo (CORRIE & TANDON, 1993; YAMAZAKI & MIYOSHI, 2006).
Assim, em ambiente natural torna-se necessaria associacdo simbidtica com fungos
micorrizicos, a qual é iniciada antes da germinacdo das sementes (YAM & ARDITTI,
2009).

Nesse sentido, a semeadura in vitro de orquideas é uma ferramenta extremamente
util em estudos de bioprospec¢do visando a conservacdo das espécies nativas por meio da
manutencdo de bancos de germoplasma, ja que possibilita alta porcentagem de germinacéo
sem que as sementes precisem de nenhuma relacdo simbidtica. Além disso, essas espéecies
apresentam crescimento lento e, consequentemente, a producdo de novas mudas € bastante
demorada e, ainda, necessitam de longo periodo para atingir o estagio reprodutivo.
Portanto, sob o ponto de vista preservacionista, a utilizagdo desse tipo de cultivo é

importante, uma vez que possibilita a obtengdo de um grande nimero de plantas em tempo



relativamente curto e com alta qualidade fitossanitéria, contribuindo para a diminui¢do do
risco de extingdo (FERREIRA & SUZUKI, 2008).

Como a exigéncia de mudas para suprir o mercado de plantas ornamentais é
elevada, a utilizacdo de técnicas de semeadura in vitro para diversas espécies de orquideas,
principalmente as pertencentes aos géneros de maior comercializagdo, como Cattleya
Lindl. (YAM & ARDITTI, 2009; SCHNEIDERS et al., 2012), Dendrobium Sw. (FARIA
et al., 2004), Cymbidium Sw. (HOSSAIN et al., 2009), Vanda (JOHNSON & KANE,
2007), dentre outras, ja tem seus protocolos estabelecidos. No entanto, informacdes sobre
métodos de germinagdo assimbiotica, cultivo in vitro e protocolos de multiplicagdo para
espécies de orquideas do Cerrado ainda sdo pouco desenvolvidos, evidenciando a
necessidade de trabalhos na é&rea de germinacdo, multiplicacdo, conservacdo e

melhoramento genético para tais espécies (CARNEIRO, 2014).

Aclimatizagéo ex vitro de Orchidaceae

Com as técnicas de cultivo in vitro de orquideas pode-se produzir grandes
quantidades de plantas durante todo ano sem a influéncia das variagdes climaticas
(ROCHA, 2009). Um dos maiores obstaculos para a aplicacdo pratica dessa técnica é a
dificuldade de sucesso na transferéncia de mudas da condicdo in vitro para ex vitro, devido
a grande diferenca entre as duas condi¢cdes ambientais (HAZARIKA, 2006; DEB &
IMCHEN, 2010; CHANDRA et al., 2010). O cultivo ex vitro também ¢é parte importante
de um protocolo de multiplicacdo, uma vez que muitas plantas podem ndo sobreviver a
transferéncia para condicOes heterotréficas. A elevada mortalidade de mudas demonstra a
caréncia de informac6es sobre esta etapa do cultivo (LEMES, 2015).

A aclimatizacdo é definida como a adaptacdo climatica de um organismo,
especialmente uma planta, que é transferido para um novo ambiente, sendo este processo
realizado de forma artificial (FARIA, 2012). Esta etapa é bastante critica e delicada para a
planta, devido aos fatores como estresse hidrico, taxas fotossintéticas, absor¢do de
nutrientes e fitossanidade (DEB & IMCHEN, 2010), uma vez que as plantas quando
cultivadas in vitro apresentam uma série de deficiéncias anatdmicas que dificultam o
controle da transpiracdo, baixa eficiéncia do sistema radicular, reduzida competéncia
vascular, pequena ou ndo funcionalidade dos estdmatos e ma formacédo da cuticula, sendo

estes fatores responsaveis pela baixa sobrevivéncia das plantas quando expostas a ambiente



ex vitro com elevada demanda evaporativa (HAZARIKA, 2006; CHANDRA et al., 2010;
FARIA, 2012).

O substrato empregado na fase de aclimatizacdo pode influenciar as respostas das
plantas mediante suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas (FACHINELLO et al.,
1995). A escolha de um substrato precisa envolver sua disponibilidade regional, a garantia
de sua aquisicdo permanente, a conservacao dos recursos naturais e seu custo (ALVES et
al., 2012). Assim, o emprego de um substrato adequado ¢é de grande relevancia, permitindo
o crescimento ideal das raizes, o que é fundamental para se obter uma planta de boa
qualidade, taxas de sobrevivéncia maiores e melhor ajuste das plantas ao mecanismo
autotrofico (KAMPF et al., 2006).

Termografia no infravermelho e fluorescéncia da clorofila-a como métodos

avaliativos de estresse em plantas

Determinadas condi¢des naturais ou impostas pelo meio podem expor as plantas ao
estresse, que significa um desvio nas condi¢bes Otimas para a vida, induzindo mudancas
nos niveis funcionais dos organismos, as quais podem ser reversiveis, acionando respostas
de ajuste fisioldgico, ou permanentes, quando as respostas vegetais ndo séo suficientes para
contornar a situacdo (LARCHER, 2006; KERBAUY, 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013).

Estes transtornos ocasionados aos vegetais podem ser detectados a nivel fisioldgico,
antes mesmo de modificacfes morfoldgicas serem expressas, isto é possivel por meio da
utilizacdo de métodos capazes de detectar estresse vegetal (RAMIREZ et al., 2016), sendo
nesse trabalho empregados dois desses métodos: a termografia no infravermelho e a
fluorescéncia da clorofila-a.

A temperatura das plantas é reconhecida como um indicador da sua condicédo
hidrica e, portanto, como ferramenta potencial para a caracterizacdo das plantas sob as
mais diversas condicGes de cultivo. Assim, imagens termograficas tambeém s&o utilizadas
na pesquisa para a avaliacdo de estresse devido ao excesso de sais, déficit hidrico, entre
outros. Suas aplica¢fes tém como principio os mecanismos de abertura e fechamento
estomaticos, a primeira linha de defesa das plantas contra a perda de agua, que regulam a
temperatura foliar. Consequentemente, as imagens termograficas das folhas se
correlacionam ao estado hidrico da planta, ao grau de abertura estomaética e a taxa de

transpiracdo. Em condicBes experimentais & possivel observar diferencas entre a



temperatura foliar das plantas em fungdo dos substratos e do regime hidrico ao qual estdo
submetidas (de SOUSA, 2014).

A fluorescéncia da clorofila-a (FChl-a) é outro método utilizado para deteccéo de
estresse em plantas, consistindo numa importante ferramenta na avaliacdo da energia
dissipada em forma de fluorescéncia, captando informagdes relevantes sobre o
funcionamento do fotossistema Il em estudos tanto agricolas quanto ecoldgicos e
ambientais (GOTTARDINI et al., 2014).

A analise dos parametros da FChl-a tem sido muito utilizada no estudo da
fotossintese, principalmente por ser um metodo ndo invasivo, que permite a analise
qualitativa e quantitativa da absorcdo e aproveitamento da energia luminosa através do
FSII sem destruir a amostra testada (KALAJI et al., 2016). Esta técnica tem permitido um
aumento no conhecimento dos processos fotoquimicos e nao fotoquimicos que ocorrem na
membrana dos tilacoides dos cloroplastos, além de possibilitar o estudo de caracteristicas
relacionadas a capacidade de absor¢do e transferéncia da energia luminosa na cadeia de
transporte de elétrons (BAKER, 2008; SCHOCK et al., 2014).

Quanto aos trabalhos com Orchidaceae, principalmente oriundos de germinacgéo in
vitro, da aclimatizacdo ex vitro ou de reintroducdo em ambientes naturais, 0 emprego de
técnicas ndo destrutivas, que possam dar informagdes quanto ao status fisiologico das
plantas, sdo de grande importancia. Desse modo, a utilizacdo das técnicas de fluorescéncia
da clorofila-a e da termografia no infravermelho se apresentam como ferramentas Uteis
para estudos com espécies dessa familia boténica ou de outros grupos com interesse em
programas conservacionistas.

No ambito da conservacdo, o0 objetivo 15, listado nos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentadvel da Agenda 2030, trata da conservacdo da vida terrestre e
visa proteger, recuperar e promover o uso sustentavel dos ecossistemas terrestres, gerir de
forma sustentavel as florestas, combater a desertificacdo, deter e reverter a degradacdo da
terra e deter a perda de biodiversidade. Em suas metas, este objetivo destaca que, até 2020,
€ necessario promover a implementagdo da gestdo sustentavel de todos os tipos de
florestas, deter o desmatamento, restaurar florestas degradadas e aumentar
substancialmente o florestamento e o reflorestamento globalmente (ONUBR, 2018). Dessa
forma, trabalhos que visem conservacao de espécies de Orchidaceae em ambiente natural

sdo de extrema importancia, principalmente para que o Brasil consiga cumprir essa agenda.



OBJETIVO GERAL
Objetiva-se com este trabalho contribuir para a conservacdo de Schomburkgia

crispa Lindl. no Cerrado por meio de técnicas de cultivo in vitro e sua reintrodugdo no

ambiente natural.
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CAPITULO 2 - PROTOCOLO PARA A GERMINACAO in vitro DE Schomburgkia
crispa LINDL.
RESUMO

A germinacdo assimbidtica de orquideas nativas € uma teécnica importante para a
propagacdo visando a conservacdo, resultando em elevados percentuais de germinagao
quando comparada a germinacdo sob condi¢cdes naturais e preservando a variabilidade
genética. Entretanto, os protocolos para essa técnica variam em fungdo da espécie a ser
produzida, tornando assim necesséria a adequacdo do procedimento para cada uma delas.
Assim, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar um protocolo para
germinacdo in vitro de Schomburgkia crispa Lindl. Foram realizados trés experimentos no
Laboratorio de cultivo in vitro da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), nos quais avaliou-se a germinagdo em quatro
diferentes meios de cultura, utilizando métodos de desinfestacdo de sementes, condi¢des de
luminosidade, concentracdes de agar e de carvdo ativado. A germinacao, aos 45 dias ap0s a
semeadura in vitro, foi maior quando utilizada a desinfestacao das sementes em solucéo de
hipoclorito de sédio por cinco minutos, seguida de triplice lavagem e inocula¢do nos meios
MS e MS %. Observou-se também que a luz ndo influenciou a germinacdo. As sementes
germinaram menos em meios de cultura VW néo suplementados com carvao ativado, em
todas as concentracdes de agar utilizadas. Foi estabelecido um protocolo para a germinagéao
de S. crispa, o qual recomenda a semeadura assimbiotica a partir suspensdo de sementes
embebidas por cinco minutos em hipoclorito de sédio e com a realizacdo da triplice
lavagem e semeadura em meio de cultura MS % suplementado com 6,0 g L carvéo

ativado e solidificado com 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de agar bacterioldgico.

Palavras-chave- Orchidaceae, agente desinfestante, irradiancia, agente geleificante,

carvao ativado.
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CHAPTER 2 - Schomburgkia crispa LINDL. in vitro GERMINATION PROTOCOL

ABSTRACT

Asymbiotic germination of native orchids is an important technique for propagation and
conservation, resulting in high germination percentages when compared to germination in
natural conditions and preserving genetic variability. However, the protocols for this
technique are variable depending on the species being produced, thus making it necessary
to adapt the procedure to species. Thus, this work was developed with the objective of
determining a protocol of Schomburgkia crispa Lindl. asymbiotic germination. Three
experiments were conduct at the Laboratory of in vitro culture of the Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FCA) - Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), in which
we evaluated in vitro germination in four different culture media using seeds disinfestation
methods, luminosity conditions, agar and activated charcoal concentrations. The
germination, at 45 days after in vitro sowing was higher when the seeds were disinfestated
in sodium hypochlorite solution for five minutes, followed by triple rising and inoculation
in MS and MS !5 media. It was also observed that light didn’t influence the species
germination. Also, the seeds germinated less in VW culture media not supplemented with
activated charcoal at all agar concentrations used. Based on the results, a reproducible
germination protocol was established for the species studied. Thus, it is recommended that
the in vitro sowing of S. crispa be carried out with suspension of seeds disinfested for five
minutes in sodium hypochlorite and with the accomplishment of the triple rising, in the
culture media MS % supplemented with 6.0 g L™ activated charcoal and solidified with
4.0; 6.0 or 8.0 g L* of bacterial agar.

Keywords- Orchidaceae, native species, in vitro cultivation, culture media, disinfecting

agent, irradiance, gelling agent, activated carbon.
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INTRODUCAO

A Familia Orchidaceae abrange 70% do namero total de epifitas vasculares tipicas
de florestas tropicais e subtropicais umidas (SOLTIS et al., 2005; PRIDGEON et al., 2009)
e tem sido apontada como uma das familias botanicas mais representativas da composicao
floristica do Cerrado como um todo, constituindo 703 espécies distribuidas em 123
géneros, sendo que no Mato Grosso do Sul sdo encontradas 88 espécies compondo 40
géneros (BARROS et al., 2018). Schomburgkia crispa Lindl. € uma epifita encontrada
tanto em florestas de galeria quanto em matas secas do cerrado (MENDONCA et al.,
2008).

Além da especificidade de polinizadores, as espécies de orquideas dependem da
heterogeneidade ambiental proporcionada pela diversidade do estrato arboreo (HUSTON,
1994), pois tém o ciclo de vida altamente especializado, sementes com pouca ou nenhuma
reserva e a germinacdo dependente da associagcdo com fungos micorrizicos, o que, somado
a coleta indiscriminada na natureza, resulta na vulnerabilidade da familia, que vem sendo
relatada desde 2008 entre as mais seriamente ameacadas de extincdo (FERREIRA &
SUZUKI 2008).

A semeadura in vitro de orquideas constitui técnica relevante do ponto de vista
comercial e ecolégico (MARTINI et al., 2001), ja que as plantas produzidas desse modo
podem ser utilizadas tanto para a comercializacdo quanto em programas de reintroducédo de
espécies nativas em areas de preservacdo ambiental, devido a variabilidade genética
proporcionada pelo método. Porém, o0 sucesso na tecnologia e aplicagdo desses métodos é
dependente da melhor compreensdo dos requerimentos nutricionais do material propagado
(SCHNEIDERS et al., 2012).

Embora a semeadura seja muito utilizada e difundida entre os pesquisadores e
produtores de orquideas, o conhecimento disponivel a respeito da composic¢do nutricional
dos meios de cultivo e dos protocolos de semeadura que favorecam a germinacdo e
minimizem a contaminacdo das culturas ainda é restrito a algumas espeécies, principalmente
as de interesse comercial (CARNEIRO, 2014).

O sucesso da germinagéo in vitro tambem pode ser afetado pela contaminagédo do
material vegetal por fungos e bactérias. De acordo com Faria et al. (2012), a proliferacéo
desses contaminantes pode comprometer a produgdo de mudas, causando perdas de até

10% do material propagado. O tratamento das sementes com agente desinfestante,
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principalmente o hipoclorito de sédio, é uma das formas de evitar contaminagdes (SILVA
etal., 2015a).

Nesse procedimento, uma solucdo aquosa de hipoclorito de sodio é utilizada sendo
as sementes imersas por um determinado periodo de tempo (CAMPOS, 2002; FARIA et
al., 2012). Essa técnica de desinfestagdo tem sido eficaz na maioria dos casos, porém,
algumas espécies de Orchidaceae apresentam sementes mais sensiveis ao hipoclorito de
sodio, que pode se tornar toxico, dependendo da concentracdo e do tempo de exposicdo
utilizados, o que pode ocasionar baixa porcentagem de germinacdo em meio de cultivo
(CHU & MUDGE, 1994; ODDIE et al., 1994; SORGATO, 2016).

Outras caracteristicas que influenciam nas respostas germinativas incluem a
formulacdo, a consisténcia e o enriquecimento do meio de cultura; as condi¢cbes de luz,
como a distribuicdo espectral e a irradiancia, fatores estes que variam de acordo com as
necessidades de cada espécie, podendo ser especificas nas diferentes etapas do
desenvolvimento do material vegetal (STEWART & KANE, 2006; TEMJENSANGBA &
DEB, 2006; PAUL et al., 2012; SILVA et al., 2015a).

Para Orchidaceae, de modo geral, os meios nutritivos MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), VW (VACIN & WENT, 1949) e KC (KNUDSON, 1946) séo utilizados
com maior frequéncia na germinagdo e estabelecimento in vitro de diferentes espécies
(SUZUKI et al., 2010; FARIA et al., 2012; SILVA et al., 2015a; SILVA et al., 2015b). A
consisténcia do meio de cultivo, assim como a escolha deste, também deve ser levada em
consideracdo, ja que a concentracdo do agente geleificante, geralmente o &gar, interfere na
difusdo dos nutrientes para a semente (FARIA et al., 2012). Outros componentes também
podem ser adicionados ao meio de cultivo, de acordo com a necessidade de cada espécie,
como por exemplo o carvdo ativado. O enriquecimento do meio com carvao ativado é
justificado por seus efeitos benéficos na germinacdo de sementes de orquideas, pois uma
de suas propriedades € a adsorcao de substancias inibidoras que sdo liberadas pelos tecidos
vivos e pelo meio de cultura (FARIA et al.,, 2012; SOARES et al., 2012), além de
promover o escurecimento do meio de cultura, auxiliando no enraizamento das plantulas
(THOMAS, 2008).

A luz também influencia no cultivo in vitro, atuando nos processos de germinacéo,
fotossintese, fotomorfogénese e fototropismo. Diferentes comprimentos de onda,
fotoperiodo e irradiancia tém sido estudados por alguns autores, como forma de aumentar a

germinacdo e melhorar o crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro.
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Apesar destes estudos, ainda ha pouca informacgéo sobre o efeito da luz na germinacao de
orquideas (ARDITTI & ERNST, 1984; TSUTSUMI et al., 2011; SILVA et al., 20153;
ZENG et al., 2015).

Assim, objetivou-se determinar um protocolo para a germinagdo in vitro de

Schomburgkia crispa.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultivo in vitro da Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), durante
0 periodo de marco de 2015 a marco de 2016.

Frutos de Schomburgkia crispa Lindl. foram destacados de plantas matrizes do
Orquidério da Faculdade de Ciéncias Agrarias — FCA/UFGD, provenientes do Parque
Estadual das Véarzeas do Rio Ivinhema (PEVRI — MS), com auxilio de uma tesoura de
poda manual e desinfestados com solucdo de alcool etilico 70%. Em seguida, foram
abertos com auxilio de um bisturi e as sementes retiradas, homogeneizadas e
acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR) por 14 dias. Apds a
dessecagdo, as sementes foram armazenadas sob refrigeracdo com temperatura de 4 +2 °C.
Antes da semeadura, foi realizado o teste de tetrazolio para a avaliacdo da viabilidade das
sementes da espécie, segundo metodologia de Soares et al. (2014), no qual, trés porcdes de
sementes, de 5 mg cada, foram colocadas em tubos de ensaio e cada uma delas recebeu 3
mL de solucdo aquosa de cloreto de trifenil tetrazolio (0,5%). As suspensdes de sementes
foram acondicionadas em ambiente desprovido de luz, em temperatura ambiente (25+2
°C). Apo0s 24 horas, as suspensoes de tetrazolio foram acrescidas de 7 mL de agua destilada
estéril e agitadas, sendo pipetado 1 mL para identificacdo e contagem de sementes
potencialmente viaveis em cAmara de Peters, com o auxilio de microscopio estereoscopico.
Foram consideradas como vidveis as sementes com embrides totalmente coloridos de
carmim, enquanto que as sementes com embrides incolores, parcialmente corados ou
desprovidas de embrido foram consideradas inviaveis. Para cada amostra foram realizadas
trés leituras, sendo posteriormente calculada a média entre elas, obtendo os valores médios
de sementes viaveis.

Como meios assimbioticos para semeadura foram utilizados 0 MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962); MS % (MS na metade da concentragéo de sais); K (KNUDSON, 1946) e
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VW (VACIN e WENT, 1949) suplementados com 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de agar. O
pH dos meios foi aferido e ajustado para 5,8 utilizando-se HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) e
na sequéncia foram distribuidos em frascos de cultivo. Posteriormente, os frascos foram
esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atm de pressdo, por 20 minutos. Ao alcancar

temperatura ambiente, os frascos foram transferidos para ambiente estéril.

Tabela 1. Composicdo dos meios de cultivo utilizados para a germinacdo assimbidtica de sementes de
Schomburgkia crispa Lindl. Dourados/UEMS, 2018.

Nutrientes I\glliggzh(llglf Sé)g‘ Sl\l/l(gggs(hl\'/lgg 5‘2) Knudson (K) Vam(nvé\E/LV\)Nent
mM mM mM mM
Amdnio (NH4*) 20,62 10,31 3,79 3,79
Nitrato (NO3’) 39,43 19,72 4,24 5,20
Fosfato (PO4™) 1,25 0,625 1,84 2,48
Potéssio (K) 20,06 10,03 1,84 7,04
Sulfato (SOx) 1,50 0,75 4,84 4,80
Calcio (Ca ™) 3,01 1,505 4,24 0,65
Magnésio (Mg) 1,50 0,75 1,02 1,02
Cloro (CI) 6,03 3,015 - -
Sacarose 87,72 87,72 87,72 87,72
Nitrogénio total 60,05 30,02 8,03 8,99

Para que os objetivos propostos fossem alcancados, foram executados trés

experimentos independentes:

1. Meios de cultura, tipos de suspensdo e tempo de embebicdo das sementes no
agente desinfestante para a germinacao in vitro de Schomburgkia crispa Lindl.

Foram pesadas quatro amostras de 0,05 g de sementes de S. crispa. As amostras
foram levadas para ambiente asseptico e desinfestadas com 15 mL de solucdo de
hipoclorito de sdédio a 0,8%. Duas amostras permaneceram imersas na solucdo de
hipoclorito de sodio por 5 minutos e duas por 15 minutos. Apds 0s periodos estabelecidos,
as suspensdes de sementes foram diluidas para 50 mL com &gua destilada estéril. Uma
amostra de cada tempo de desinfestacdo foi utilizada imediatamente para a semeadura in
vitro, a outra recebeu triplice lavagem com agua destilada estéril (40 mL por lavagem) e,

apos este procedimento, o volume dessa suspensdo foi completado para 50 mL com agua
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destilada esteril para a semeadura in vitro. Na sequéncia, inocularam-se, com auxilio de
um pipetador manual automatico, 1000 pL da suspensdo de sementes por frasco de cultivo.

Ap0s a inoculacdo, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento com
temperatura e fotoperiodo controlados (25+ 2 °C; 16 h) e irradiancia luminosa de 18,9
umol m2 s propiciada por duas lampadas fluorescentes brancas de 20W. Quarenta e cinco
dias ap6s a semeadura foi avaliada a porcentagem de germinacdo das sementes. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial 2 x 2 x 4 (dois tempos de desinfestacdo, dois tipos de
suspensdes — com ou sem triplice lavagem - e quatro meios de cultura), com quatro

repeticdes constituidas de um frasco de cultivo. Os resultados da porcentagem de

germinacdo foram transformados para ./(x + 1) e, a seguir, submetidos a analise de

variancia. As médias relativas aos tempos de desinfestacdo e aos tipos de suspensdes foram
comparadas pelo teste t de Student e, aquelas relativas aos meios de cultura, pelo teste de
Tukey até 5% de probabilidade com auxilio do programa SISVAR (Programa de Anéalises
Estatisticas v.5.3. Universidade Federal de Lavras, MG).

2. Condicdes de luminosidade e meios de cultura na germinacdo in vitro de

Schomburgkia crispa Lindl.

Baseado nos resultados do experimento anterior, foram pesados 0,1 g de sementes
da espécie S. crispa. A amostra foi levada para ambiente asséptico e desinfestada com 30
mL de solucdo de hipoclorito de sddio a 0,8%, permanecendo imersa nessa solucdo por
cinco minutos. Apos este periodo, a suspensdo de semente foi diluida para 100 mL com
agua destilada estéril, recebendo em seguida triplice lavagem com &gua destilada estéril
(80 mL por lavagem) e, apds este procedimento, o volume dessas suspensbes foi
completado para 100 mL com 4&gua destilada estéril para a semeadura in vitro. A
semeadura foi realizada com o auxilio de um pipetador automatico inoculando-se 1000 pL
da suspensdo de sementes por frasco.

Apos a inoculagdo, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento com
temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h), permanecendo sob as seguintes
condigdes de luminosidade: 1- lampada fluorescente branca (18,9 pmol m2 s - irradiancia
fornecida por duas lampadas fluorescentes brancas de 20 W cada) 2- lampada fluorescente
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branca + lampada fluorescente vermelha (14,85 umol m? s — irradiancia fornecida por
uma lampada fluorescente branca de 20 W e uma lampada fluorescente vermelha de 30 W
Gro-lux®); 3- Iampada fluorescente vermelha (9,45 pmol m? s — irradiancia produzida
duas lampadas fluorescentes vermelhas de 30 W Gro-lux®) e 4- escuro (0,0 umol m2s™).
Quarenta e cinco dias ap0s a semeadura foi avaliada a porcentagem de germinagéo.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram
arranjados em esquema de parcela subdividida, sendo alocadas na parcela as quatro
condi¢cdes de luminosidade e na sub-parcela os quatro meios de cultura, com quatro

repeticdes constituidas de um frasco de cultivo. Os resultados da porcentagem de

germinagéo foram transformados para ./ (x + 1) e, a seguir, foram submetidos a analise de

variancia sendo comparados pelo teste de Tukey até 5% de probabilidade com auxilio do
programa SISVAR (Programa de Andlises Estatisticas v.5.3. Universidade Federal de
Lavras, MG).

3. Meios de cultura, agar e carvdo ativado na germinacdo in vitro de

Schomburgkia crispa Lindl.

Foi pesada uma amostra de 0,359 de sementes de S. crispa. A amostra foi levada
para ambiente asséptico e desinfestada com 105 mL de solucdo de hipoclorito de sédio a
0,8%, permanecendo imersa na solucdo de hipoclorito de sédio por cinco minutos,
conforme experimento 1. Apds este periodo, a suspensdo de sementes foi diluida para 350
mL com agua destilada estéril recebendo em seguida triplice lavagem com &gua destilada
estéril (280 mL por lavagem) e, ap06s este procedimento, o volume da suspensdo foi
completado para 350 mL com &gua destilada estéril para a semeadura in vitro. A
semeadura foi realizada com o auxilio de um pipetador automatico inoculando-se 1000 pL
da suspensao de sementes por frasco.

Apos a inoculagdo, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento com
temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h), permanecendo sob lampada
fluorescente branca (18,9 pmol m? s?® - irradincia fornecida por duas lampadas
fluorescentes brancas de 20 W cada), conforme resultados do experimento 2. Quarenta e
cinco dias apés a semeadura foi avaliada a porcentagem de germinagdo da espécie

pesquisada.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4 x 5 x 5 (quatro meios de cultura - MS,
MS %, K ou VW, cinco concentragdes de agar - 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ e cinco
concentragbes de carvio ativado - 0; 1,5; 3,0; 4,5 ou 6,0 g L), com trés repeticdes

constituidas de um frasco de cultivo. Os resultados da porcentagem de germinacdo foram

transformados para ,/(x + 1) e, a seguir, foram submetidos a analise de variancia sendo os

fatores qualitativos comparados pelo teste de Tukey até 5% e o0s quantitativos por
regressdo, com auxilio do programa SAEG — Sistema para Analises Estatisticas (RIBEIRO
JUNIOR, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Meios de cultura, tempo de embebi¢cdo no agente desinfestante e tipos de

suspensdo de sementes na germinacao in vitro de Schomburgkia crispa Lindl.

Houve efeito isolado e conjunto do tempo de desinfestacdo, do tipo de lavagem da
suspensdo de sementes e dos meios de cultura utilizados, exceto para a interagcdo entre o
tempo de embebicdo e meio de cultura (TE X MC), sobre a porcentagem de germinagéo
(p<0,01) das sementes de Schomburgkia crispa Lindl. (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G) de Schomburgkia crispa
Lindl. UEMS, Dourados-MS, 2018.

Quadrados médios

Fonte de variacdo

G.L. %G
Tempo de embebicdo (TE) 1 30,04**
Tipo de suspenséo (TS) 1 759,76**
Meio de cultura (MC) 3 4,00**
TEXTS 1 20,10**
TE X MC 3 0,36"
TS X MC 3 1,69**
TEXTS XMC 3 1,92**
Erro 48 0,20**
C.V.(%) 7,44
Média Geral 49,1%

** significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade; ™ nédo significativo pelo teste F

A maior porcentagem de germinacdo das sementes foi observada quando

embebidas por cinco minutos em hipoclorito de sédio (NaClO) seguida de triplice lavagem
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e semeadas em meio de cultura Murashige & Skoog (%G = 99,7%) na metade da
concentracdo de sais (MS %), resultado este que ndo apresentou diferenca estatistica dos
encontrados nos meios Vacin e Went (VW) (%G = 99%) e Murashige e Skoog (MS) (%G
= 96,3%), nas mesmas condicdes de semeadura. J& os menores valores de %G de sementes
semeadas nessas condi¢des foram observados em meio Knudson (K) (%G = 58,1%).

Sementes embebidas em NaClO durante cinco minutos, mas que ndo receberam a
triplice lavagem, apresentaram diminuicdo na %G de 84, 6% no meio MS %2 (%G =
15,1%), 85,1% no meio MS (%G = 11,2%), 76,2% no meio VW (%G = 22,8%) e 47,7%
no meio K (%G = 10,4%). Quando as sementes foram embebidas por quinze minutos,
também sem a prética da triplice lavagem, tiveram diminuicdo na %G de 93,8% no meio
MS % (%G = 1,2%), 96,8% no meio MS (%G = 0,0), 86,9% no meio VW (%G = 2,5%) e
86,5% no meio K (%G = 0,6%) (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de germinacéo (%G) de Schomburgkia Crispa Lindl. observada em fung¢éo dos meios
de cultura (K= Knudson; MS= Murashige e Skoog; VW= Vacin e Went), tempo de embebicdo (TE) e tipo de
suspensdo de sementes (CL= com lavagem e SL= sem lavagem). UEMS, Dourados-MS, 2018.

%G
e, TE=5 s e, TE=15".........
Meios de cultura cL SL oL SL
K 58,1 bAP 10,4 bB? 87,1 cA? 0,6 aB®
MS 96,3 aA? 11,2 bB? 96,8 aA? 0,0 aB®
MS % 09,7 aA? 15,1 bB? 95,0 abA? 1,2 aB®
VW 99,0 aA? 22,8 aB? 89,4 bcAP 2,5aBP

Letras minGsculas comparam médias nas colunas (Tukey p<0,05); Letras maitsculas, nas linhas, comparam
tipo de suspensdo (CL e SL) no mesmo tempo de embebicdo (Tukey p<0,05); Letras sobrescritas, nas linhas,
comparam tempo de embebicdo (5 e 15 minutos) no mesmo tipo de suspensdo de sementes (Tukey p<0,05).

A germinacdo in vitro pode ser influenciada também pelo agente desinfestante
utilizado na semeadura. O NaClO é um alcal6ide que atua inativando microrganismos
aerobicos e esporos de fungos, que sdo responsaveis pela maior parte das contaminagdes.
Sua acdo € decorrente da perda de ClI°, que ativa a oxidacdo de ions que captura moléculas
de oxigénio (ALVAREZ-PARDO et al., 2006). A reducdo na %G das sementes quando
ndo foi realizada a prética da triplice lavagem, pode estar relacionada ao hipoclorito de
sodio, que, segundo Chu & Mudge (1994), pode ser toxico para germinacdo de sementes,
dependendo da concentracdo e do tempo de exposicdo utilizados. Esses resultados
corroboram com Alvarez-Pardo et al. (2006), que relatam a necessidade de varias lavagens
com agua esterilizada, ap6s a embebicdo em solucdo de hipoclorito de sddio, para a

desinfestacdo de sementes de orquideas. Os autores ainda salientam que este procedimento
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é demorado, principalmente quando uma grande quantidade de sementes é utilizada, porém
os resultados deste trabalho mostram que a utilizacdo de trés lavagens com &gua destilada
estéril aumentou significativamente a germinacdo de S. crispa, demonstrando que o
procedimento é essencial para a semeadura in vitro da espécie.

Em relacdo ao tempo de embebicdo na solucdo desinfestante, as sementes que
permaneceram por cinco minutos na solucdo apresentaram, de maneira geral, porcentagem
de germinacgdo 5% maior (%G = 51,6%) do que as que permaneceram por quinze minutos
(%G = 46,6%), independente da realizacao da triplice lavagem.

Quando se observa o tipo de suspensdo dentro dos tempos de embebicéo, percebe-
se que a utilizacdo da triplice lavagem possibilitou, de maneira geral, 82,15% a
porcentagem de germinacdo das sementes. Quando se utilizou a triplice lavagem, a %G
média foi de 90,15% comparada a 7,98% quando as lavagens ndo foram realizadas.

Os maiores valores de %G, de modo geral, foram observados no meio de cultura
MS % (%G = 52,75%). Quando se utilizou a triplice lavagem, a média de %G no meio MS
Y2 (%G = 97,35%) superou em 0,8% a %G no meio MS (%G = 96,55%), em 3,15% a %G
no meio VW (%G = 94,2%) e em 24,75% a %G no meio K (%G = 72,6%).

De acordo com a literatura, 0S meios que propiciaram maior nimero de sementes
germinadas de Cattleya loddigesii Lindl., Epidendrum fulgens Brong., Miltonia flavescens
Lindl. e Alatiglossum fuscopetalum (Hoehne) Bapstista foram MS e MS % (ABRAO et al.,
2014; VOGES et al., 2014; LEMES, 2015; FERREIRA et al., 2017) e para Cyrtopodium
punctatum Lindl. e Cattleya bicolor Lindl foi VW (DUTRA et al., 2009; SUZUKI et al.,
2010).

Cattleya bicolor apresentou 48,5% de germinacdo em meio K, que promoveu 0s
menores valores entre 0s meios estudados, corroborando com os resultados encontrados
neste trabalho (Tabela 1). Tanto o meio VW quanto o meio K proporcionaram as piores
médias para a germinacdo de Alatiglossum fuscopetalum (Hoehne) Baptista (FERREIRA et
al., 2017).

Observa-se, com esses resultados, que a escolha do meio de cultivo esta
diretamente ligada a espécie cultivada, ja que cada uma germina e se desenvolve melhor
em meios de cultura com balango nutricional diferenciado, que é proporcionado pelas
diferentes formulacgdes de cada um deles (SUZUKI et al., 2009).

Considerando a pobreza nutricional naturalmente expressa nas sementes da maioria

das espécies de orquideas (RODRIGUES, 2005), a contribui¢cdo do meio de cultura como
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fornecedor de nutrientes para a germinacdo e o protocormo em desenvolvimento torna-se
fundamental. Uma vez que os meios K, MS e VW constituem fonte inorgénica de macro e
micronutrientes, parece sensato afirmar que as diferencas de %G estejam correlacionadas
as diferentes concentragfes nutricionais, com destaque para as maiores concentracdes dos
compostos nitrogenados, além dos maiores teores de potassio e magnésio (RODRIGUES,
2005; STEWART e KANE, 2006).

A reducdo da %G também pode estar relacionada com o potencial hidrogeniénico
(pH). Para a germinacdo de sementes de orquideas, o pH recomendado por FARIA et al.
(2012) esta entre 5,6 e 5,8. Ao analisar a solucdo de hipoclorito de sodio utilizada na
semeadura, quando ndo houve triplice lavagem, observou-se pH de 10,8; provavelmente a
exposicdo das sementes ao pH elevado nessa condicdo, juntamente com a alta
concentracdo salina dos meios com maiores teores nutricionais, podem ter desencadeado
reacOes quimicas que dificultaram a germinagdo de sementes.

Nos meios com maiores concentracfes de valores de amonio e nitrato, sem a
realizacdo da triplice lavagem, provavelmente ocorreu uma reacdo entre as moléculas de
amonia e nitrato presentes com o NaClO que, além de elevar o pH do meio, proporciona
liberacdo de OH™ e O, que sdo extremamente reativas e podem causar oxidacdo das
moléculas do meio (ATKINS & JONES, 2012).

Assim, ressalta-se a importancia da triplice lavagem, pois com a utilizacdo desta
pratica, além de influenciar na porcentagem de germinacdo, os propagulos, avaliados
visualmente e fotografados com auxilio de microscopio estereoscopico, apresentaram-se
mais desenvolvidos aos 45 dias ap6s a semeadura, podendo ser encontrados, segundo
Suzuki et al. (2009), em estadio 2 (plantula com formacéo da primeira folha). Quando nédo
foi realizada a triplice lavagem da solucdo de sementes, aos 45 dias apds a semeadura, a
maioria dos protocormos encontraram-se em estddio 1 (protocormo intumescido
clorofilado) e diversas sementes ndo germinadas (Figura 1).

O tempo para a desinfestacdo de sementes na semeadura in vitro de orquideas pode
variar conforme o0 agente desinfestante e a concentracdo utilizada. Segundo Arditti & Ernst
(1992), a aplicacdo de solucdo de hipoclorito de sédio de 5 a 30 minutos, permite uma
desinfestacdo por completo das sementes, resolvendo assim o problema da contaminacéo.
No presente trabalho, ndo foi observada contaminagdo em nenhum tratamento durante o
periodo experimental, comprovando a efetividade do hipoclorito de s6dio como agente

desinfestante na semeadura in vitro de S. crispa. Rodrigues et al. (2012) evidenciam a
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eficiéncia do emprego de NaClO na desinfeccdo de sementes, além de ressaltar que esse
produto é acessivel e de baixo custo.

Com triplice lavagem
MS%15° K5 K15 VWS VWIS

Sem triplice lavagem

Figura 1. Protocormos de Schomburgkia crispa Lindl. aos 45 dias ap6s a germinagdo. UEMS, Dourados-
MS, 2018. Foto: Soares, J. S.

MS 5 MS15 MS%5’

2. Condicdes de luminosidade e meios de cultura na germinacgdo in vitro de

Schomburgkia crispa Lindl.

A luminosidade né&o influenciou a germinacdo in vitro de S. crispa, evidenciando
que as sementes dessa espécie sdo, nas condicdes avaliadas, fotoblasticas neutras (TAIZ &
ZEIGER, 2013), que apresentaram %G média de 93,4% (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G) de Schomburgkia crispa
Lindl. UEMS, Dourados-MS, 2018.

Quadrados médios

Fonte de variacao

G.L. % G
Luminosidade 3 91,85M™
Meio de cultura 3 164,45*
Luminosidade x Meio de cultura 9 52,87™
Erro 48 57,97
C.V.(%) 8,1
Média Geral 93,4%

* significativo a 5% de probabilidade; ™ néo significativo pelo teste F

Esses resultados podem ser atribuidos ao fato das orquideas epifitas serem capazes
de explorar ambientes com baixa luminosidade, escassez de agua e minerais (BENZING et
al., 1982). Corroborando com os resultados encontrados nesse trabalho para S. crispa,
algumas pesquisas relatam que a germinacdo de espécies epifitas como Odontoglossum
gloriosum Lind. & Rchb. f. (PEDROZA-MANRIQUE & MICAN-GUTIERREZ, 2006),
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Cyrtopodium punctatum Lindl. (DUTRA et al., 2009), Ansellia africana Lindl.
(VASUDEVAN & VAN STADEN, 2010), Liparis fujisanensis Maek (TSUTSUMI et al.,
2011), Dendrobium nobile Lindl. e Dendrobium anosmum Lindl. (SORGATO, 2016) foi
satisfatoria, independentemente das condicdes de luz.

Quanto a utilizagdo de diferentes meios de cultura, a maior porcentagem de
germinagdo (%G = 96,2%) ocorreu quando a espécie foi semeada no meio MS %, sendo
maior 1,9% em relacdo ao meio MS e 2% em relacdo ao meio VW, embora sem diferenca
estatistica, mas sendo superior a porcentagem de germinacdo em meio K (%G = 88,8%)
(Figura 2).

, 96.2a 94.3ab 94,2ab
100 . . 88.8b

50 -

%G

25 ~

MS1/2 MS VW
Meios de cultura

Figura 2. Porcentagem de germinagdo de sementes de Schomburgkia crispa Lindl. em funcdo dos meios de
cultura utilizados. Dourados — MS, UEMS, 2018. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
(Tukey p<0,05).

A escolha do meio de cultivo é extremamente importante para 0 sucesso da
germinacdo de sementes de orquideas, j& que 0 meio mais adequado para cada espécie esta
ligado diretamente aos nutrientes fornecidos as plantas e a sua influéncia na germinacéo
(SUZUKI et al., 2009). Segundo Stewart (1989), as espécies de orquideas podem ser
divididas em dois grupos distintos segundo suas necessidades nutricionais basicas. Um
grupo é composto por espécies que germinam em meios de cultura com menor
concentragdo de nutrientes, tais como 0 K e 0 VW, e outro com as que germinam melhor
em meios com maior quantidade de nutrientes, como o MS, tanto completo, quanto na

metade de sua concentracdo (MS %2).
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Os resultados aqui apresentados sugerem que S. crispa, pertenca ao segundo grupo,
necessitando de meios de cultivo com maior fornecimento de nutrientes, uma vez que,
embora tenha apresentado altas taxas de germinacdo em meio VW, 0os menores valores de
%G foram observados em meio K e 0s maiores nos meios nos meios MS % e MS,
respectivamente (Figura 2).

Embora sem diferenca estatistica, os maiores valores de %G de S. crispa foram
observados quando a germinacdo ocorreu sob luz branca (%G = 95,5%), sendo 1,3%
maiores do que quando a germinacao ocorreu sob luz vermelha, 1,7% maiores do que
quando a germinagdo ocorreu sob as luzes vermelha e branca e 5,5% maiores do que

quando a germinagédo ocorreu no escuro (Figura 3).

100 - 93.5a 94,2a 93.8a

90.0a
75 4
a% 50
25 4
0
B Vv VB E
Luminosidade

Figura 3. Porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de Schomburgkia crispa Lindl. em funcéo das
condicBes de luminosidade utilizadas. Luz: B = Branca; V = vermelha; VB = vermelha + branca e E =
escuro. Dourados — MS, UEMS, 2018. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (Tukey p<0,05).

Aos 45 dias ap0s a semeadura, as plantulas e protocormos germinados na presenca
de luz apresentaram-se maiores e mais desenvolvidos quando foram utilizados os meios
MS e MS %, classificados, segundo Suzuki et al. (2009) em estadio 2 (plantula com
formacdo da primeira folha) e estadio 3 (plantula com duas folhas) (Figura 4).

Na condi¢do de escuro continuo, embora tenha ocorrido germinacdo, foram
encontrados apenas protocormos em estadio 1 (protocormo intumescido) (Figura 4) e,
pode-se notar ainda que estes apresentavam-se esbranquicados, posto que a diferenciacao
dos proplastideos em cloroplastos e a sintese de clorofila sdo dependentes da luz (TAIZ &
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ZEIGER, 2013), tornando a luz essencial para as fases iniciais de crescimento e
desenvolvimento da espécie em estudo, a qual ndo conta com reservas na semente e

encontra-se em condi¢des assimbidticas.

Figura 4. Sementes, protocormos e plantulas de Schomburgkia crispa Lindl. aos 45 dias apds a germinacao,
em diferentes meios de cultura e condi¢des de luminosidade. Luz: B = Branca; V = vermelha; VB = vermelha
+ branca e E = escuro. Dourados — MS, UEMS, 2018. Foto: Soares, J. S.

A fase germinativa € muito importante, pois pode trazer informacdes para a
compreensdo do estabelecimento de uma comunidade vegetal e também para a
sobrevivéncia e regeneracdo natural das espécies (FENNER & THOMPSON, 2005). Em
condicBes naturais, a germinacdo é restrita a locais com condi¢bes especificas e
satisfatorias, sendo controlada, principalmente, pela temperatura, luz e dgua, implicando no
surgimento de caracteristicas germinativas diversificadas entre as espécies (BASKIN &
BASKIN 2001; PEARSON et al. 2002).

Godo et al. (2011), em sua revisdo, relataram que a luz € um fator ambiental
importante que pode afetar diretamente o desenvolvimento das plantas. Para a germinagéo
de sementes de orquideas, o efeito das condi¢bes de luminosidade ndo € generalizado, uma
vez que as respostas germinativas podem ser determinadas pela espécie, dependendo ou
ndo do seu habito de crescimento (KAUTH et al., 2008).
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3. Meios de cultura, agar e carvdo ativado na germinacdo in vitro de

Schomburgkia crispa Lindl.

Houve efeito isolado e conjunto dos trés fatores estudados sobre a porcentagem de

germinacado (%G) das sementes de S. crispa (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G) de Schomburgkia crispa
Lindl. UEMS, Dourados-MS, 2018.

Quadrados médios

Fonte de variagéo

G.L. % G
Meio de cultura (MC) 3 13,14**
Agar 4 1,60%*
Carvéao 4 10,37**
MC x Agar 12 0,99**
MC x Carvéo 12 10,25**
Agar x Carvdo 16 0,29"
MC x Agar x Carvéo 48 0,32*
Erro 200 0,22
C.V.(%) 4,9
Média Geral 95,4%

** significativo a 1% de probabilidade; ™ ndo significativo pelo teste F

N&o houve diferenca significativa entre as %G em funcdo dos meios de cultura e as
concentracOes de agar e carvao ativado para os meios MS (Figura 4A), MS % (Figura 4B)
e K (Figura 4C), que diferenciaram estatisticamente apenas do meio VW (Figura 4D). Em
todas as concentrac@es de agar utilizadas, a menor %G ocorreu na auséncia de carvado e no
meio de cultura VW, onde apenas 62,5% das sementes germinaram em meio sem adicdo de
agar; 81,6% em meio suplementado com 2,0 g L™ de agar; 49,8% com 4,0 g L de &gar;
61,4% com 6,0 g L de &gar e 43% com 8,0 g L do geleificante (Figura 4). As espécies
de orquidea Dendrobium nobile e D. anosmum apresentaram maiores %G em meio sem
agar ou quando suplementado com 2,0 g L™ de 4gar (SORGATO, 2016). Ressalta-se que S.
crispa ndo apresentou padrdo de germinacdo, apresentando valores satisfatorios em todas
as concentracgdes de agar utilizadas.

A utilizagdo de até 6,0 g L™ de carvio ativado nos meios de cultura aumentou a %G
de S. crispa, corroborando resultados observados para Epidendrum ibaguense Lindl
(HOSSAIN, 2008). Esses autores salientam que a alta afinidade do carvado ativado em
adsorver compostos excessivos e inibidores, além do escurecimento dos meios de cultivo,

pode ser responsavel pelo sucesso na promogédo do processo germinativo.
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A germinacdo assimbiotica de Brassavola tuberculata Hook ocorreu apenas em
meio de cultura suplementado com carvéo ativado (SOARES et al., 2012), o que diverge
dos resultados desse trabalho pois, embora as menores %G tenham sido encontradas na
auséncia de carvao, houve germinacéo de S. crispa em todas as composicdes de meios de
cultura utilizados, tanto nesse experimento quanto nos dois anteriores (Tabela 2, Figura 2,
Figura 5).

O carvdo ativado possui efeitos diversos, podendo atuar na adsorcéo de vitaminas,
ions metalicos e reguladores de crescimento, resultando em efeitos positivos ou negativos
para o desenvolvimento, dependendo da espécie. Seus beneficios sdo atribuidos a presenca
de uma excelente rede de poros com grande superficie interna, onde muitas substancias
inibitérias do meio ou produtos toxicos liberados pelo material vegetal podem permanecer
adsorvidos (CHAGAS et al., 2005; THOMAS, 2008).

Resultados diversos quanto a utilizacdo de carvao ativado no cultivo in vitro de
diferentes espécies da familia Orchidaceae sdo encontrados na literatura e devem-se,
principalmente, ao genotipo utilizado, a adsorcdo de algumas substdncias quimicas e
compostos organicos, além de metabolitos toxicos que podem ser liberados no cultivo in
vitro (ARAUJO et al., 2006; GALDIANO JUNIOR et al., 2012; PRIZAO et al., 2012;
VILLA et al.,, 2014; SORGATO, 2016).
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Figura 5. Porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de Schomburgkia crispa nos meios de cultura: (A)
MS;(B) MS %; (C) K e (D) VW, em funcdo das concentracdes de &gar e carvao utilizadas. Dourados — MS,

UEMS, 2018.

Em relagdo ao desenvolvimento dos propagulos, é importante salientar que a

utilizacdo dos meios MS e MS % promoveu o crescimento dos protocormos, que embora

ndo apresentassem diferenga quanto ao desenvolvimento, sendo todos observados em

estadio 1 (protocormo intumescido clorofilado) conforme classificacdo de Suzuki et al.

(2009), mostraram-se visualmente maiores do que aqueles germinados em meio K ou VW

(Figura 6).
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Figura 6. Protocormos e sementes de Schomburgkia crispa Lindl. aos 45 dias ap6s a germinacgéo, nos meios
de cultura MS, MS %, K e VW, com diferentes concentracdes de agar e carvao ativado. Dourados — MS,
UEMS, 2018. Foto: Soares, J. S.

Essas observacdes permitem inferir que os meios MS e MS % sdo mais apropriados
para a germinacdo de S. crispa, j& que promovem o crescimento dos protocormos

formados, o que pode resultar em plantulas maiores e mais vigorosas.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se o0 seguinte Protocolo de
germinacdo para Schomburgkia crispa Lindl.:

O fruto de S. crispa deve ser destacado de plantas matrizes com auxilio de uma
tesoura de poda manual e desinfestado com solucdo de &lcool etilico 70%. Em seguida,
deve ser aberto com auxilio de um bisturi e as sementes retiradas, homogeneizadas e
acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR) por 14 dias. Apos a
dessecacéo, as sementes podem ser utilizadas no cultivo in vitro. Antes da semeadura deve
ser realizado o teste de tetrazolio da espécie, segundo o qual, trés porcdes de sementes, de
5 mg cada, sdo colocadas em tubos de ensaio e cada uma delas recebe 3 mL de solucao
aquosa de cloreto de trifenil tetrazdlio (0,5%). As suspensfes de sementes sdo
acondicionadas em ambiente desprovido de luz, em temperatura ambiente (25+2 °C). Apds
24 horas, as suspensdes de tetrazolio sdo acrescidas de 7 mL de &gua destilada estéril e
agitadas, sendo pipetado 1 mL para identificacdo e contagem de sementes potencialmente
viaveis em camara de Peters, com o0 auxilio de microscopio estereoscopico. S&o
consideradas como viaveis as sementes com embriGes totalmente coloridos de carmim,
enquanto que as sementes com embrides incolores, parcialmente corados ou desprovidas
de embrido sdo consideradas invidveis. Para cada amostra sdo realizadas trés leituras,
sendo posteriormente calculada a média entre elas, obtendo os valores médios de sementes
viaveis.

O meio de cultura recomendado para germinacdo dessa espécie é o meio MS %,
podendo ser solidificado com a utilizaco de 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de agar bacterioldgico e
suplementado com 30 g L de sacarose e 6,0 g L™ de carvéo ativado. O pH do meio deve
ser aferido e ajustado para 5,8 utilizando-se HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) e na sequéncia
distribuido em frascos de cultivo. Posteriormente, os frascos devem ser esterilizados em
autoclave a 120°C e 1 atm de pressao, por 20 minutos. Apos o resfriamento, os frascos sao
transferidos para ambiente estéril. Na sequéncia, em ambiente asséptico, para cada 5 mg de
sementes da espécie recomenda-se como agente desinfestante 15 mL de solugdo de
hipoclorito de sodio a 0,8%, permanecendo imersa na solugdo de hipoclorito por 5
minutos. Apos este periodo, a suspensdo de sementes deve ser diluida para 50 mL com
agua destilada estéril. Em seguida deve ser realizada a triplice lavagem com agua destilada

estéril (40 mL por lavagem) e, apds este procedimento o volume dessa suspensao precisa
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ser completado novamente para 50 mL com &gua destilada estéril para a semeadura in
vitro. A semeadura pode ser realizada com auxilio de um pipetador automético. Apés a
inoculacdo, recomenda-se que as culturas sejam acondicionadas em sala de crescimento
com temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h), permanecendo sob lampada
fluorescente branca (18,9 umol m2 s de irradiancia) e apds quarenta e cinco dias pode ser
constatada a germinacao das sementes.
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CAPITULO 3 - SUBSTRATOS NATURAIS PARA A ACLIMATIZACAO DE
Schomburgkia crispa Lindl. ORIUNDA DE SEMEADURA in vitro

RESUMO

Um dos fatores limitantes para o sucesso da producédo in vitro de orquideas é a fase de
aclimatizacdo, por conta da dificuldade de transferir as mudas para a condicdo ex vitro,
devido a grande diferenca entre as duas condi¢des ambientais. Para minimizar o estresse, 0
emprego do substrato adequado é fundamental, j& que este pode melhorar as condi¢bes de
ajuste das plantas ao mecanismo autotrofico. Objetivou-se avaliar e comparar a eficiéncia e
viabilidade dos substratos organicos pal de buriti, fibra de coco e esfagno para a
aclimatizacdo de plantas de Schomburgkia crispa Lindl. (Orchidaceae) oriundas de
semeadura in vitro. As plantas cultivadas in vitro foram transplantadas para recipientes de
polipropileno com volume de 50 cm?, provido de furos para drenagem, sendo utilizados
como tratamento os seguintes substratos: 1- pau de buriti (BU); 2- fibra de coco (FC); 3-
esfagno (ES); 4- a mistura (1:1 v v') de pau de buriti e esfagno (BE) ou 5 - a mistura (1:1
v v1) de pal de buriti e fibra de coco (BC), permanecendo por seis meses em Viveiro
coberto pela sobreposicéo de duas telas de sombreamento de 50% (PAR = 235,1 pmol m™
s1). No dia do transplantio (dia zero) e aos cinco, 15 e 30 dias ap6s o transplantio, as
plantas foram avaliadas por meio de duas técnicas nao destrutivas de emissdo de radiacao:
Termografia e Fluorescéncia da clorofila-a (Fchlo-a). Aos 17,5 dias foi registrado o
periodo critico na aclimatizacdo, com mortalidade em todos os substratos. A maior
porcentagem de sobrevivéncia foi observada no substrato FC (83,3%). Considerando as
diferencas morfoldgicas e emissdo de radiacdo em todos os tratamentos, ndo foi possivel a
distingdo destes pela técnica de fluorescéncia por imagem, por outro lado, para todos os
tratamentos foi evidente a intensificacdo da emissao de Fchlo-a entre Fo e Fm, com maior
emissdo no limbo e menor emissdo na base e regido da nervura central, sugerindo que nédo
houve dano no aparato fotossintético. As imagens termograficas das folhas evidenciaram
as diferencas térmicas entre as plantas de S. crispa e o substrato utilizado, sendo as
temperaturas das folhas superiores as dos substratos. Assim recomenda-se a utilizacdo de

fibra de coco como substrato para a aclimatizacao de S. crispa.

Palavras-chave- Cerrado, Orchidaceae, substratos, cultivo ex vitro.
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CHAPTER 3-NATURAL SUBSTRATES FOR THE ACLIMATIZATION OF
Schomburgkia crispa Lindl. FROM in vitro SOWING

ABSTRACT

One of the limiting factors for the in vitro production of orchids is present the
acclimatization phase, due to the difficulty of transferring the seedlings to the ex vitro
condition, because of the great difference between the two environmental conditions. To
minimize the stress of this phase, the use of the appropriate substrate is fundamental, as
this can improve the conditions of adjustment of the plants to the autotrophic mechanism.
Thus, the objective was to evaluate and compare the efficiency and viability of organic
residues of buriti, coconut fiber and sphagnum as substrates for the acclimatization of
Schomburgkia crispa Lindl plants. (Orchidaceae) from in vitro sowing. The plants were
removed from the culture flasks and planted in a 50 cm?® volume polypropylene container,
provided with drainage holes. The following substrates were used as treatment: 1- buriti
palm (BU); 2- coconut fiber (FC); 3- sphagnum (ES); 4- the mixture (1:1 v v1) of buriti
palm and sphagnum (BE) or 5- the mixture (1: 1 v v') of buriti palm and coconut fiber six
months in a nursery covered by the overlap of two 50% shading screens (PAR = 235,1
umol m2 s?1). On the day of transplanting (day zero) and at five, 15 and 30 days after
transplanting, the plants were evaluated using two non-destructive radiation emission
techniques: Thermography and Fluorescence of Chlorophyll-a (Fchlo-a). 17.5 days was
recorded the critical period in acclimatization, with mortality in all substrates. The highest
percentage of survival was observed on the FC substrate (83.3%). Considering the
morphological differences and emission in all treatments, it was not possible to distinguish
them by fluorescence by image; on the other hand, the increase of the emission of Fchlo-a
between Fo and Fm, was evident for all treatments, with greater emission in the limbus and
less emission in the base and region of the central vein, suggesting that there was no
damage in the photosynthetic apparatus. The thermographic images showed the thermal
differences between the plants and the substrate used, being the temperatures of the leaves
high to those of the substrates. It is recommended to use coconut fiber as a substrate for the

acclimatization of S. crispa.

Keywords- Cerrado, Orchidaceae, substrates, ex vitro cultivation.
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INTRODUCAO

Orchidaceae tem sido apontada como uma das familias botanicas mais
representativas do Cerrado brasileiro, apresentando 703 espécies distribuidas em 123
géneros (BARROS et al., 2018). O cultivo e comércio de orquideas no mundo e no Brasil,
foi baseado no extrativismo predatorio, sendo ainda representativo, principalmente para as
nativas, uma vez que as sdo apreciadas tanto por colecionadores quanto por comerciantes,
que coletam inclusive espécies que se encontram em areas de preservacao. Este fato, aliado
ao crescente desenvolvimento urbano e ao avango das fronteiras agricolas, implicam no
iminente perigo de extingdo de diversas espécies (GALDIANO JUNIOR et al., 2013).

A espécie epifita Schomburgkia crispa Lindl. pode ser encontrada em éareas de
florestas de galeria e em matas secas do cerrado (TORRES et al., 2007; MENDONCA et
al., 2008).

Técnicas de cultivo in vitro de espécies nativas sdo ferramentas extremamente Uteis,
sendo possivel produzir grandes quantidades de plantas durante todo ano sem a influéncia
das variacOes climaticas (ROCHA, 2009; FARIA et al., 2012). Por outro lado, um dos
maiores obstaculos para a aplicacdo pratica dessa técnica consiste na dificuldade de
transferir com sucesso mudas da condicéo in vitro para ex vitro, devido a grande diferenca
entre as duas condi¢cbes ambientais (HAZARIKA, 2006; DEB & IMCHEN, 2010;
CHANDRA et al., 2010) configurando condicédo de estresse.

As respostas expressas por plantas sob estresse sdo dependentes de seu patrimdnio
génico, podendo ter alto ou baixo valor adaptativo (LARCHER, 2006; KERBAUY, 2012;
TAIZ & ZEIGER, 2013), no ultimo caso, pouco contribuem para o ajuste das plantas ao
meio.

As plantas cultivadas in vitro podem apresentar uma série de deficiéncias
anatdmicas que dificultam o controle da transpiracdo, baixa eficiéncia do sistema radicular,
reduzida competéncia vascular, pequena ou nao funcionalidade dos estdmatos e ma
formacdo da cuticula, sendo estes fatores responsaveis pela reduzida sobrevivéncia das
plantas quando expostas a ambiente ex vitro com elevada demanda evaporativa
(HAZARIKA, 2006; CHANDRA et al., 2010). Estas plantas necessitam ser submetidas a
um periodo denominado aclimatizacdo, que € definido como o ajuste climéatico de um
organismo, especialmente uma planta, que é transferido para um novo ambiente, sendo este
processo realizado de forma artificial (BERILLI et al. 2011; FARIA, 2012). Esta etapa é
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bastante critica e delicada para a planta, devido aos fatores como estresse hidrico,
fotossintese, absorcdo de nutrientes e fitossanidade (DEB & IMCHEN, 2010). Nesta fase
autotrofica, a planta expressa modificagdes estruturais como o aumento do numero e da
funcionalidade dos estdmatos, e a formacéo de cuticulas cerosas, respostas estas associadas
a reducdo do estresse hidrico provocado pela desidratacdo (JUNGHANS & SOUZA,
2013).

O emprego do substrato adequado €& fundamental para minimizar o estresse
decorrente da fase de aclimatizacdo, podendo melhorar as condicdes de ajuste das plantas
a0 mecanismo autotréfico, influenciando diretamente no sucesso dessa etapa (KAMPF et
al., 2006; FARIA et al., 2010).

No cultivo ex vitro de orquideas € imprescindivel a utilizacdo de um bom substrato,
sendo muito importante para a selecdo deste material a avaliagdo de aspectos econdmicos,
fisicos, quimicos, bioldgicos e ecoldgicos. Considerando os componentes bioldgicos e
ecoldgicos, um substrato ideal deve ser extraido de residuos agricolas ou de outro tipo de
material, ou ainda ser cultivado, de modo a evitar o extrativismo. Desta forma, é preciso
conhecer a natureza e a qualidade dos componentes da formulacdo de um substrato, a fim
de que, suas caracteristicas estejam adequadas as necessidades da espécie que se pretende
produzir (SOUZA, 2000; FARIA et al., 2010).

Os substratos podem ser constituidos de um unico material ou pela mistura de dois
ou mais elementos (VALENCIA & JARDIM, 2014). Varios sdo o0s substratos utilizados no
cultivo de orquideas, podendo ser de origem vegetal, mineral ou até mesmo sintético
(ASSIS et al., 2011; DRONK et al., 2012). Um dos substratos comercialmente mais
empregados para a aclimatizacdo e cultivo de Orchidaceae é a fibra de coco. Esse material
¢ oriundo do processamento industrial das cascas do coco e se caracteriza por sua
porosidade total, capacidade de aeracdo e retencdo de agua (FARIA et al., 2010).

O esfagno também é bastante usado na aclimatizagdo e cultivo de orquideas, por
conta da alta capacidade de retencdo de agua e por possuir textura macia, ndo causando
danos ao sistema radicular das plantas (MACEDO et al., 2011). Por ser um musgo, obtido
de turfeiras (KAMPF, 2006), deve-se certificar que o material seja proveniente de cultivo
comercial e ndo de extrativismo.

A escolha de um substrato precisa envolver sua disponibilidade regional, a garantia
de sua aquisicdo permanente, a conservagdo dos recursos naturais e seu custo (ALVES et

al., 2012). Dentre os diferentes materiais com potencial para ser utilizados como substratos
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estd o pau de buriti, que é um produto originado do caule decomposto do buriti (Mauritia
flexuosa L.) (SOUSA et al., 2010). Apresenta-se como uma alternativa, uma vez que € bem
distribuido no estado de Mato Grosso do Sul, porém pouco estudado como substrato
horticola, sendo empregado em castanheira-do-gurgueia (Dipteryx lacunifera Ducke),
heliconia (Heliconia rostrata Ruiz & Pav.) e maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Deg), entre outros (CALVACANTE et al., 2011; BECKMAM-
CAVALCANTE et al., 2011; SILVA, 2012), ndo havendo relatos na literatura cientifica
para cultivo de orquideas. Esses subprodutos regionais sdo de grande interesse para a
pesquisa, ja que sua utilizacdo pode promover a reutilizacdo ou reciclagem dos nutrientes.
Nesse sentido, objetivou-se avaliar e comparar a eficiéncia e viabilidade dos
substratos organicos pau de buriti, fibra de coco e esfagno para a aclimatizacdo de plantas de

Schomburgkia crispa (Orchidaceae) oriundas de semeadura in vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na area de Jardinocultura da Faculdade de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) (22°11°S, 54°56°0,
altitude 446 m), de setembro a novembro de 2016. O clima é do tipo Am de Koppen
(Tropical Mong6nico), com temperatura média no més mais frio inferior a 18°C e no mais
guente superior a 22°C (SOUZA, 2012) e precipitacdo total anual entre 1.250 e 1.500 mm.

Para o estudo, foram utilizadas plantas de Schomburgkia crispa obtidas a partir de
germinacao assimbidtica de sementes, oriundas de matrizes do Orquidario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias — FCA/UFGD, provenientes do Parque Estadual das Varzeas do Rio
Ivinhema (PEVRI — MS).

Foram utilizadas 0,1g de sementes da espécie, que foram desinfestadas com 15 mL
de solucdo de hipoclorito de sédio a 0,8%, por 5 minutos, e em seguida receberam triplice
lavagem com agua destilada para a realizagdo da semeadura in vitro. O meio de cultura
utilizado foi o de Murashige & Skoog (1962), na metade da sua concentracdo (MS %),
solidificado com a utilizacdo de 4,0 g L™ de agar bacteriolégico e suplementado com 30 g
L de sacarose e 6,0 g L de carvdo ativado. As culturas foram semeadas em margo de
2016 e acondicionadas em sala de crescimento com temperatura, luminosidade e
fotoperiodo controlados (25°C #+2; 18,9 pumol m? s1; 16 h), permanecendo nessas

condicBes por seis meses, quando apresentaram cerca de 2,0 cm e formacgéo de duas raizes.
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Decorrido este periodo, as plantas foram removidas dos meios de cultivo, lavadas
com agua corrente para total remogdo do excesso de meio de cultura e cada individuo foi
plantado em recipiente de polipropileno com volume de 50 cm?®, provido de furos para
drenagem, sendo utilizados como tratamento os seguintes substratos: 1- pau de buriti (BU);
2- fibra de coco (FC); 3- esfagno (ES); 4- a mistura (1:1 v v'') de pal de buriti e esfagno
(BE) e 5 - a mistura (1:1 v v) de pau de buriti e fibra de coco (BC), permanecendo por
seis meses em viveiro coberto pela sobreposicdo de duas telas de sombreamento de 50%,
(PAR = 235,1 pmol m? s?), sob condi¢cbes médias de temperatura de 22,6 + 5 °C. O
sistema de irrigacdo utilizado durante o periodo experimental foi constituido de difusores,
posicionados um metro acima das plantas, acionados automaticamente por temporizador
digital e valvula solendide. Foram realizadas quatro irrigacdes diarias, que totalizaram uma
lamina de agua de 2 mm dia™.

Os substratos utilizados como tratamentos foram submetidos a fervura e
esterilizados em autoclave. A caracterizacao fisica de cada substrato utilizado € mostrada

na Tabela 1.

TABELA 1. Caracterizacdo das propriedades fisicas dos substratos utilizados na aclimatizagdo de
Schomburgkia crispa Lindl.. Dourados, UEMS, 2018.

Ma Mi P total CMRA De
Substrato (%) (%) (%) (%) (Kg m®)
Fibra de coco 4,64 13,05 17,7 13,5 680
Esfagno 10,92 71,47 82,4 71,5 280
*Pal de Buriti 35 57 92 57 670

Ma = Macroporosidade, Mi = Microporosidade, P total = Porosidade total, CMRA = Capacidade maxima de
retencdo de &4gua) e De = densidade do substrato.
*Valores das propriedades fisicas do substrato pau de buriti conforme Brito et al. (2017).

No dia do transplantio (dia zero) e aos cinco, 15 e 30 dias ap6s o transplantio, o
estresse causado pela transferéncia das plantas para o ambiente ex vitro (periodo de
aclimatizacdo - PDA) foi avaliado por meio de duas técnicas ndo destrutivas de emisséo de
radiacdo: Termografia, com auxilio de uma camara termografica Testo 875 2i e
Fluorescéncia da clorofila-a (Fchlo-a), com auxilio de um sistema Open FluorCam FC
800-O, com o qual foram obtidas as variaveis instantaneas e a dinamica de emissdo de
fluorescéncia. Além dessas técnicas, as plantas também foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia, e os dados referentes a esse parametro, foram analisados utilizando-se a

curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (1958).
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Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e quatro repeticdes de trés plantas cada. Todas as variaveis foram submetidas a
analise de variancia e, havendo diferenca significativas, as medianas foram comparadas
por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn até o nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05). As andlises foram realizadas com o auxilio do programa com o
auxilio do programa Bioestat (Programa de Anélises Estatisticas para as Areas Bioldgica e
Médica v.5.3. Instituto Mamiraua, AM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia das plantas de Schomburkgia crispa ap6s 30 dias de aclimatizacdo
(30 - PDA) esta representada na Figura 1. Até os 25 dias houve 100% de sobrevivéncia em
todos os substratos. Aos 17,5 dias verificou-se o periodo critico na aclimatizagdo, com
mortalidade em todos os tratamentos. O que pode ser atribuido a fase de alarme, pela qual
as plantas passam no inicio da condicdo de estresse, ocorrendo a perda da estabilidade de
estruturas e processos funcionais em células e tecidos, ap6s a qual se pode observar a
retomada da estabilidade por meio de processos de reparo, ou dependendo da
susceptibilidade do organismo, a estabilidade ndo é restabelecida levando a morte do
individuo (LARCHER, 2006).

A maior porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi observada no substrato fibra
de coco (FC), seguida do pau de buriti + esfagno (BE) e pau de Buriti (BU), com médias
de 83,3%, 50% e 41,6%, respectivamente. Os substratos esfagno (ES) e pau de buriti +
fibra de coco (BC), ambos com 25% de sobrevivéncia, foram aqueles que apresentaram a

menor sobrevivéncia dos individuos (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivéncia de plantas de Schomburgkia crispa Lindl. aos 30 dias de aclimatizagdo, em
diferentes tratamentos. BU = Pau de Buriti, FC = Fibra de coco, ES = Esfagno, BE = Pal de Buriti + Esfagno
(1:1 v vl) e BC = Pal de Buriti + Fibra de coco (1:1 v v'). Dourados, UEMS, 2018.

Outros estudos envolvendo orquideas epifitas relatam resultados parecidos com 0s
encontrados neste trabalho. Brassavola tuberculata Rchb.f. apds 210 dias de aclimatizacéo,
apresentou sobrevivéncia de 74 e 53% nos substratos esfagno e fibra de coco,
respectivamente (SOUSA et al., 2015). Cattleya intermedia Lindl. aclimatizada com
esfagno ou casca de pinus, pelo periodo de 90 dias, apresentou 53 e 27% de sobrevivéncia,
respectivamente (DORNELES & TREVELIN, 2011). Silva et al. (2006) relatam a
sobrevivéncia de 4% em plantas de Cattleya tigrina A. Rich. Ex Beer, quando aclimatadas
em fibra de coco por 120 dias. Para plantulas de Miltonia flavescens Lindl. Stefanello et al.
(2009) registraram sobrevivéncia entre 5 e 30% ap6s 90 dias de aclimatizacdo em
substratos com fibra de coco, Plantmax®, casca de pinus, pé de coco (fibra de coco
triturada) e mistura entre casca de pinus e p6 de coco.

Sophronitis cernua Lindl. e Brassavola flagellaris Barb. Rodr. aclimatizadas em
mistura de fibra de coco e esfagno apresentaram porcentagem de sobrevivéncia menor que
80% aos 30 dias e, aos 120 dias, a sobrevivéncia foi menor que 50% (ICHINOSE, 2012).
Em contrapartida, plantas de Cattleya intermedia provenientes de cultivo in vitro e
aclimatizadas em substratos com fibra de coco, casca de pinus, brita baséltica e casca de

arroz carbonizada apesentaram altas porcentagens de sobrevivéncia, em todos 0s substratos
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avaliados, variando de 80 a 100%, ap06s cinco meses no ambiente ex vitro (SASAMORI et
al., 2014).

As folhas das plantas, quando cultivadas in vitro, tornam-se modificadas para uma
forma de crescimento heterotréfico, deste modo, ndo sdo fotossinteticamente competentes
quando transferidas para um ambiente sem suprimento de carboidratos, com umidade mais
moderada e maior incidéncia luminosa, que séo fatores que caracterizam um ambiente ex
vitro, resultando em baixa porcentagem de sobrevivéncia (PASQUAL, 2001). Plantulas
cultivadas in vitro geralmente apresentam caracteristicas morfofisioldgicas diferentes
quando comparadas aquelas que cresceram diretamente no campo ou em casa de
vegetacdo. No ambiente ex vitro uma maior taxa de transpiracdo é exigida as plantas, pois
frequentemente plantas cultivadas in vitro apresentam pouco desenvolvidas as estruturas
que controlam a perda de agua e, portanto, sdo muito mais sensiveis e suscetiveis aos
diferentes fatores ja citados anteriormente, dai a taxa de sobrevivéncia ex vitro ser
relativamente baixa (ROCHA, 2007).

A distribuicdo da fluorescéncia da clorofila-a (Fchlo-a), regular ou ndo, ao longo do
limbo foliar, evidencia as diferencas na intensidade de emissdo de fluorescéncia a partir da
inducdo por energia de excitagdo, apresentando areas de maior € menor emissao
(interpretadas, respectivamente, com cores quentes no apice e frias na base da escala de
calor). Como esperado, a emissdo de Fchlo-a nas raizes em relacdo ao limbo foliar € baixa.
Considerando as diferencas morfologicas e emissdo em todos os tratamentos, ndo foi
possivel a distingdo destes pela fluorescéncia por imagem, por outro lado, para todos os
tratamentos foi evidente a intensificacdo da emissao de Fchlo-a entre Fo e Fm, com maior
emisséo no limbo e menor emisséo na base e regido da nervura central (Figura 2).

A Fchlo-a como forma de avaliar o status fisioldgico das plantas aclimatadas,
baseia-se no principio de que diferentes estressores, em ultima analise, podem interferir no
complexo fotossintético do FSII, no qual as clorofilas desempenham papel fundamental.
Por meio da Fchlo-a, € possivel avaliar precocemente o impacto de estresses ambientais,
como o que as plantas sofreram ao serem transferidas da condicéo in vitro para a ex vitro,
antes do aparecimento de sintomas visuais (FERREIRA, 2014).

A aclimatizacdo por si constitui evento gerador de estresse para as plantas, o qual
pode ser atenuado ou aumentado dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do
substrato utilizado (SILVA et al.,, 2006; VILLA et al., 2007). Estudos relatam que

temperaturas elevadas e baixa umidade relativa do ar podem interferir nos processos
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fotossintéticos de algumas espécies da familia Orchidaceae (ALI et al. 2005; POLLET et
al., 2010). Assim, segundo Crain & Tremblay (2017), permite-se inferir que diversas
orquideas epifitas possam ser extremamente sensiveis as mudancas climaticas, tornando
necessarias analises detalhadas para detectar mudancas fisiologicas nos estadios iniciais.
Alguns estressores sdo mais efetivos na promocgdo de danos ao FSII e mais
facilmente detectaveis por meio da Fchlo-a, como por exemplo, a temperatura (PERBONI
et al., 2015), bloqueadores quimicos na transferéncia de elétrons (BAKER, 2008), ou
mesmo a luz (SCHOCK et al., 2014). No caso da aclimatizacdo, embora sejam alteradas as

condicgdes de radiagdo e temperatura, estas ndo foram extremas o suficiente para lesar de

maneira expressiva 0s elementos do complexo FSII nas plantas de S. crispa aos 30 dias (30
- PDA).
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Figura 2. Imagens de fluorescéncia inicial (Fo) e maxima (Fm) da clorofila - a de plantas de Schomburgkia
crispa Lindl. aos 30 dias de aclimatizagdo (30 — PDA), em diferentes tratamentos. BU = Pau de Buriti, FC =
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Fibra de coco, ES = Esfagno, BE = Pau de Buriti + Esfagno (1:1 v v'!) e BC = Pal de Buriti + Fibra de coco
(1:1 v v1). Dourados, UEMS, 2018.

Respostas das plantas ao estresse também podem ser verificadas por meio das
variaveis instantaneas de emissdo de Fchlo-a. Para plantas de S. crispa aclimatizadas em
diferentes substratos constatou-se diferencas em todas as variaveis de Fchlo-a, mas
somente para o tempo de aclimatizacdo e ndo entre os diferentes substratos utilizados
(Tabela 1).

De modo geral, para Fo, Fm e Fv as maiores medianas foram observadas aos 0 e 5
dias de aclimatizacdo (PDA). Para o substrato BU a menor mediana (0,5) foi observada aos
15 PDA, para FC a menor mediana de eficiéncia quantica (Fv/Fm) foi observada ja aos 5
PDAA. Para ES, BE e BC as menores medianas de Fv/Fm foram observadas aos 5 el15
PDA. Jeon et al. (2006) relatam diferencas nas caracteristicas de crescimento e na relagdo
clorofila a/b nas folhas de orquideas do género Doritaenopsis durante quatro meses de
aclimatizacdo sob diferentes irradiancias. Ja para o0s parametros fotossintéticos,
contrastando com esta pesquisa, 0s autores ndo observaram diferencgas significativas das

condigdes de luz para fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm).

Tabela 1. Fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm) da clorofila - a de plantas de Schomburgkia crispa Lindl.
ao longo de 30 dias de aclimatizacfo, em diferentes tratamentos. T1 = Pal de Buriti, T2 = Fibra de coco, T3
= Esfagno, T4 = Pal de Buriti + Esfagno (1:1 v v!) e T5 = Pal de Buriti + Fibra de coco (1:1 v v?).
Medianas seguidas da mesma letra, em coluna, para cada substrato, ndo diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn (p<0,05). Dourados, UEMS, 2018.

Substrato Dias Fo Fm Fv Fv/Fm
BU 0 143 a 73,95 a 570a 0,8a
BU 5 12,6 a 49,9 ab 37,5ab 0,7 ab
BU 15 575Db 12,45 b 6,8b 05b
BU 30 72b 34,8b 27,65b 0,75 ab
FC 0 16,4 a 84,85 a 66,45 a 0,8a
FC 5 11,0 ab 34,15b 23,15Db 0,65b
FC 15 99b 459 b 36,05 b 0,8a
FC 30 6,8Db 299D 229D 0,8a
ES 0 174 a 85,85 a 68,2 a 0,8a
ES 5 149a 56,6 ab 41,5 ab 0,7 ab
ES 15 9,85b 18,2 b 10,8 b 06b
ES 30 10,0 ab 475b 374D 0,8a
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BE 0 22,65a 119,15a 921a 0,8a

BE 5 15,55 ab 36,3 Db 23,55 b 06b
BE 15 9,15¢ 37,20 28,0Db 0,75 ab
BE 30 9,95 bc 56,5Db 45,8 ab 0,8a
BC 0 14,8 a 70,25 a 55,85 a 0,8a
BC 5 11,85 ab 43,35 ab 27,5 ab 0,7 ab
BC 15 5,65b 10,0b 3,8b 04b
BC 30 9,15Db 48,75 ab 39,85 a 0,8a

Aumentos na emissdo inicial de Fo s&o normalmente associados a danos no FSII
(TOTH et al., 2007; MATHUR et al., 2011) que podem ou n&o ser reversiveis, este Gltimo
caso ocorre quando os estressores alteram de forma efetiva a atividade dos componentes do
centro de captacdo de luz (CCL) (YUSUF et al., 2010; NISHIYAMA et al., 2011). De
maneira semelhante, reducdes de Fm s&o verificadas como resposta ao estresse. Embora os
substratos tenham apresentado diferencas para estas variaveis ao longo do tempo de
aclimatizacdo, em todos os substratos se observou reducdes em Fo e retomada da eficiéncia
quéantica aos 30 PDA, sugerindo respostas de ajuste fisioldgico ao longo dos 30 dias de
aclimatizacéo para as plantas de S. crispa.

Corroborando com os resultados encontrados nessa pesquisa, Ferreira (2014),
estudando a aclimatizacdo das orquideas Epidrendum secundum, Cattleya warneri e do
hibrido primario das espécies Epidendrum pauciflora x Epidendrum osmantha, observou
que, para os dados de fluorescéncia da clorofila-a, ap6s 11 meses de aclimatizagdo ex vitro,
o rendimento quantico maximo do FSII (Fv/Fm) em todas as espécies apresentou médias
entre 0,75 a 0,85, 0 que indicou, segundo os autores, que o fotossistema Il estava
funcionando adequadamente.

N&do houve diferenca nas respostas fotossintéticas na aclimatizacdo de mudas
produzidas in vitro de bastdo-do-imperador (Etlingera elatior Jack RM Smith)
(Zingiberaceae) sob diferentes substratos e sombreamentos, sendo estas semelhantes as das
plantas produzidas mediante cultivo tradicional (controle). Tanto as plantas aclimatizadas
quanto as de controle mostraram uma eficiéncia fotoquimica meédia do fotosistema Il
(PSII) entre 0,69 e 0,72 durante o periodo de avaliacdo (RODRIGUES et al., 2015).

O ajuste fisioldgico em resposta a condicionantes ambientais é caracterizado pela
acdo de mecanismos de reparo que atuam sobre os componentes do FSII revertendo a

desestabilizac¢do funcional, como por exemplo, as varia¢fes no estado reduzido da quinona
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a (Qa) sob inadequada irradiancia (MELIS, 1999; MURATA et al., 2007; BRESTIC et al.
2013), controle sobre os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e sintese de
proteinas reguladoras (SAKAMOTO et al., 2003; NISHIYAMA et al., 2006) entre outros.

Assim como a emissao de Fchlo-a é tratada como ferramenta para a avaliacdo do
estresse, a temperatura das plantas é reconhecida como um indicador de sua condicdo
hidrica e, portanto, ferramenta potencial para a caracterizacdo de plantas sob diferentes
condi¢des de cultivo. Assim, imagens termograficas também sdo Uteis na avaliacdo de
estresse ambiental (MAES & STEPPE, 2012; SARAIVA et al., 2014).

As imagens termogréficas das folhas evidenciam as diferengas térmicas entre as
plantas de S. crispa e o substrato utilizado. As temperaturas das folhas, obtidas por meio
das médias entre pontos com diferentes temperaturas, distribuidos ao longo da superficie
foliar, em cada periodo de avaliacdo, foram superiores as dos substratos (obtidas da mesma
forma). As temperaturas maximas para as regides em destaque do limbo foliar foram em
média 22,7 °C, ao passo que para os substratos foi de 18,9 °C, em média (Figura 4 A-J).
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Figura 4. Imagens termogréaficas de plantas de Schomburgkia crispa Lindl. aos 30 dias de aclimatizagdo, em
diferentes substratos e respectivos histogramas de regido representativa do limbo foliar, A e B = Pal de
Buriti, C e D = Fibra de coco, E e F = Esfagno, G e H = Pal de Buriti + Esfagno (1:1 v v%); I e J = Pal de
Buriti + Fibra de coco (1:1 v v%). Dourados, UEMS, 2018.

Observando os resultados de variagao térmica entre substratos e folhas, nota-se que

as maiores variagdes ocorreram no dia do transplantio das mudas (0 PDA), quando foram

retiradas da condicdo in vitro. Ainda, nessa data, a maior média observada para essa

variavel foi no substrato fibra de coco (FC = 6,12 °C), seguida pelo Pad de Buriti +
Esfagno (BE = 5,58 °C), Pau de Buriti (BU = 5,36 °C), Esfagno (ES = 5,18 °C) e Pau de
Buriti + Fibra de coco (FC = 5,08 °C), respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Diferenca de temperatura entre o substrato e as plantas de Schomburgkia crispa Lindl., durante 30
dias de aclimatizaco, em diferentes tratamentos. BU = Pau de Buriti, FC = Fibra de coco, ES = Esfagno, BE
= Pal de Buriti + Esfagno (1:1 v v!) e BC = Pal de Buriti + Fibra de coco (1:1 v v%). Dourados, UEMS,

2018.

Ao se observar as médias de temperatura ao longo do periodo experimental, pode-

se notar que nao ha relacdo entre a diferenca de temperatura entre planta e o substrato com

as temperaturas nas datas de avaliacdo (Figura 6).
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De maneira geral, a temperatura da planta esté relacionada tanto com a temperatura
do meio quanto ao seu estado hidrico, fatores estes que influenciam diretamente no grau de
abertura estomatica, taxas transpiratorias e fotossintética. Mesmo sob condigdes
controladas, € possivel observar diferencas entre a temperatura foliar das plantas em
funcdo dos substratos e do regime hidrico ao qual estdo submetidas (SARAIVA et al.,
2014).

O género Cattleya necessita de umidade relativa de 50 a 90% e temperaturas que
variam de 20 a 35 °C para o0 sucesso da aclimatizacdo e Vanda necessita de 40 a 45% de
umidade relativa e temperatura de 15 a 28 °C (MEURER et al., 2008). A temperatura
média observada durante o periodo experimental deste trabalho foi de cerca de 25 °C
(Figura 6) e, considerando que esta é a temperatura ideal para a aclimatizacdo de espécies
da familia Orchidaceae em geral (MULLER et al., 2007) pode-se inferir que a temperatura
foi adequada para o cultivo ex vitro de S. crispa.

Se por um lado a temperatura média esteve dentro da faixa adequada ao cultivo de
S. crispa, a grande variacao térmica no inicio da transicdo do ambiente in vitro para o ex
vitro pode ser considerada um fator adicional para a desestabilizacdo funcional nos
primeiros 10 dias de aclimatizagdo. A condicdo térmica influencia diretamente a atividade
enzimética mediadora funcional do complexo fotossintético, bem como a sintese proteica
(TAIZ & ZEIGER, 2013), eventos cruciais na transicdo da condi¢cdo heterotrofica para
autotrofica de orquideas produzidas in vitro, que estdo se ajustando ao substrato pobre em
nutrientes e a instabilidade ambiental. A capacidade dos individuos em se ajustar na
aclimatizacdo ou até mesmo a adaptacdo de cada espécie pode estar diretamente
relacionada com suas habilidades para suportar temperaturas extremas (N1U et al., 2014).

CONCLUSAO
As técnicas ndo invasivas para a avaliacdo do status fisiologico pouco contribuiram

para avaliar a eficiéncia dos substratos e a maior sobrevivéncia das plantas de S. crispa foi

observada no substrato fibra de coco.
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CAPITULO 4 - REINTRODUCAO EM FRAGMENTO DE CERRADO DE
Schomburgkia crispa Lindl. ORIUNDA DE SEMEADURA ASSIMBIOTICA

RESUMO

A germinacdo assimbidtica de orquideas nativas € uma técnica importante para a
producdo de mudas a ser utilizadas em programas de reintroducdo de espécies aos habitats
originais, ja que possibilita a manutencéo da variabilidade genética. Objetivou-se com esse
trabalho avaliar as respostas de ajuste dessa espécie em area de restauragcdo ambiental,
comparando a eficiéncia de substratos tradicionais e alternativos como forma de contribuir
para seu manejo e reintroducdo. Apds a aclimatizacdo, plantas de Schomburgkia crispa
Lindl., provenientes de semeadura assimbiotica, foram reintroduzidas na area do Bosque
da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul. Para avaliar o ajuste das plantas a nova
condigdo, foram utilizados trés substratos: SS — sem substrato; BU — pau de buriti e FC —
fibra de coco. No dia da reintroducdo e aos sete, 14 e 21 dias ap0s a reintroducédo, o
estresse foi avaliado por meio da fluorescéncia da clorofila-a e da termografia no
infravermelho. O ambiente de reintroducdo foi avaliado quanto as condi¢des de luz e
cobertura de copa. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos, constituidos de um substrato, com dez repeti¢des de uma planta cada. Aos 21
dias apos a reintroducdo, independente do substrato, as plantas apresentaram porcentagem
de sobrevivéncia de 100%. As maiores variacGes entre a temperatura dos forofitos e a
temperatura das plantas transferidas ocorreram no dia da reintroducéo das mudas. Os dados
de copa e radiacdo no ambiente sugerem grande heterogeneidade de condicbes, com
formacdo de micro-habitats. Ndo houve diferenca significativa para eficiéncia quantica
potencial do FSII (Fv /Fm). Embora os diferentes substratos ndo tenham afetado de
maneira significativa a sobrevivéncia das plantas, a temperatura e a eficiéncia fotoquimica
do FSII, por meio das variaveis analisadas foi possivel avaliar as respostas de ajuste em
virtude da transicdo da fase de aclimatizagdo de plantas para a condicdo de ambiente

natural.

Palavras — chave- Orchidaceae, cultivo in vitro, restauracdo ambiental, enriquecimento

vegetal.
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CHAPTER 4 -REINTRODUCTION OF ASYMBIOTIC SOWING Schomburgkia
crispa Lindl. IN BRAZILIAN SAVANNAH FRAGMENT

ABSTRACT

The native orchids asymbiotic germination is an important technique for the
production of seedlings, which can be used in programs to reintroduce species to the
original habitats, because it allows the maintenance of genetic variability. The objective of
this work was to evaluate the adjustment responses of this species in the environmental
restoration area, comparing the efficiency of traditional and alternative substrates as a way
to contribute to its management and reintroduction. After acclimatization, plants of
Schomburgkia crispa Lindl., from asymbiotic germination, were reintroduced in the Forest
area of the State University of Mato Grosso do Sul (UEMS). To evaluate the adjustement
of the plants to the new condition, three substrates were used: SS - without substrate; BU -
buriti and FC - coconut fiber. On the day of reintroduction and at 7, 14 and 21 days after
reintroduction, the stress was evaluated by chlorophyll a fluorescence and infrared
thermography. The reintroduction environment was evaluated for light conditions and
crown coverage. A completely randomized design was used with three treatments,
consisting of one substrate, with ten replicates of one plant each. At 21 days after the
reintroduction, regardless of the substrate, the plants showed 100% survival percentage.
The high variations between the phorophytes temperature and the transferred plants
temperature occurred on the day of the reintroduction of the seedlings. The crown and
radiation data in the environment suggested a high conditions heterogeneity, with
formation of micro-habitats. There was no significant difference for potential quantum
efficiency of FSII (Fv/Fm). Although the different substrates didn’t affect significantly the
plant survival, temperature and photochemical efficiency of PSII, through the analyzed
variables it was possible to evaluate the adjustment responses due to the transition of the
acclimatization phase of plants, produced by asymbiotic sowing, to the natural

environment conditions.

Key words- Orchidaceae, in vitro cultivation, environmental restoration, vegetal

enrichment.
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INTRODUCAO

As plantas epifitas que completam o ciclo de vida sem contato com o solo séo
conhecidas como epifitas verdadeiras ou holoepifitas. Esses individuos crescem e se
desenvolvem sobre hospedeiros vegetais, geralmente arboreos, denominados forofitos,
sem, contudo, parasita-los (FONT-QUER, 1953; DUARTE & GANDOLFI, 2017). Dentro
de um ecossistema, as epifitas tém papel ecoldgico fundamental, j& que podem fornecer
micro-habitats e microclimas distintos, abrigando grande diversidade de seres vivos e
oferecendo recursos como flores, frutos e néctar (CESTARI, 2009).

Dentre as familias de plantas com esse habito, destaca-se a Orchidaceae, que possui
distribuicdo cosmopolita, sendo mais diversa nos tropicos (JOPPA et al., 2010) e uma das
mais representativas da composicdo floristica do Cerrado, sendo composta, neste bioma,
por 701espécies distribuidas em 126 géneros. No Mato Grosso do Sul sdo encontradas 88
espécies distribuidas em 40 géneros (BARROS et al., 2018).

Duncan et al., no ano de 2005, ja ressaltavam que, a menos que fossem tomadas
medidas que subsidiassem acdes de restauracdo, as orquideas, mais do que qualquer outra
familia de plantas, apresentariam espécies nativas implicadas em eventos de extincdo. A
insercdo de espécies epifitas, principalmente orquideas, em projetos de restauracao
ecoldgica ndo é comum. Plantios de restauragdo baseiam-se, de inicio somente em espécies
arboreas, uma vez que seu objetivo € a reconstrucdo da fitofisionomia (BELLOTTO et al.,
2009). Contudo, as areas em restauracao ndo vém recebendo epifitas ao longo dos anos por
meio da dispersdo natural de propagulos. Mesmo as florestas com cerca de 50 anos ainda
apresentam apenas metade da riqueza das espécies ndo-arbdreas dos ecossistemas naturais
(GARCIA et al., 2011).

Em alguns ambientes naturais, epifitas sozinhas podem representar cerca de um
terco do total de espécies vegetais e, ainda, mais da metade do nimero de individuos. Os
autores Nadkarni et al. (2004) relatam em suas observacfes que as florestas secundarias
apresentam apenas pequenas fracfes da biomassa de espécies epifitas contidas nas
primarias.

A fragmentacdo da paisagem pode implicar no isolamento de populagdes naturais,
dificultando a movimentacdo de propagulos a longas distancias e, consequentemente, a
colonizagdo de epifitas em novas areas. Diante da importancia de formas de vida vegetais

ndo arbdreas em ambientes florestais, sobretudo em paisagens muito fragmentadas, o
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enriquecimento de areas em restauracdo com epifitas vem se mostrando relevante, pois
assim estas podem adquirir a heterogeneidade e 0s processos ecoldgicos proximos aos de
uma floresta nativa (GARCIA et al., 2011).

A germinacdo assimbidtica de espécies nativas da familia Orchidaceae ¢ um
importante instrumento para a produgéo de mudas que podem ser utilizadas em programas
de reintroducédo de espécies aos habitats originais, pois esta técnica possibilita a formacéo
de banco de germoplasma com manutencdo da variabilidade genética, o que pode
contribuir para a restauracdo das populacdes naturais (SCHNEIDERS et al., 2012). Esta
ferramenta implica, além da producdo destinada a reintroducdo de espécies para a
conservacdo de orquideas em seu habitat natural, também a possibilidade de
comercializacdo das plantas propagadas, produzindo avancos na horticultura ornamental
(ULISSES & SOARES, 2013), indiretamente contribuindo para a reducdo do extrativismo.

O investimento em técnicas de reintroducdo de plantas juntamente com a protecdo
do habitat in situ e a conservagédo ex situ (SWARTS & DIXON, 2009; REED et al., 2011)
sdo ferramentas valiosas para a preservacdo das espécies vegetais (GUERRANT, 2013).
Esforcos da Estratégia Global para Conservacdo de Plantas 2011-2020, para combate a
extingdo de espécies vegetais, incluem um objetivo para garantir que 75% dos vegetais
ameacados estejam em colecfes ex situ (individuos vivos, bancos de sementes, cultura de
tecidos) e, que destas, 20% estejam disponiveis para programas de recuperacdo e
restauracdo (EGCP, 2011).

Diferente das espécies nativas arboreas, cuja literatura apresenta vasto material de
referéncia com técnicas e metodologias consagradas, poucos sdo os trabalhos sobre
reintroducdo de orquideas e, de maneira geral, estes tratam de espécies terricolas ou
pesquisam a associacdo simbidtica com fungos micorrizicos (YANG et al.,, 2017,
HERRERA et al., 2017). Estudos sobre a reintroducdo de orquideas epifitas oriundas de
semeadura assimbidtica em ambiente natural ainda sdo escassos (RUBLUO et al., 1993;
DECRUSE et al.,, 2003; DORNELES & TREVELIN, 2011; ENDRES JUNIOR et al.,
2015), e nenhum deles utilizou a espécie Schomburgkia crispa, uma orquidea nativa do
Cerrado brasileiro e encontrada no estado de Mato Grosso do Sul (MENDONCA et al.,
2008; OSTETTO, 2015; BARROS et al., 2018). No entanto, tais estudos ndo avaliaram a
reintroducdo em diferentes substratos a partir do monitoramento da temperatura e da

fluorescéncia da cloforila-a dos individuos reintroduzidos.
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A reintroducéo a partir de material produzido in vitro, de maneira assimbiotica,
pode ser ainda mais desafiadora, uma vez que influencia o estabelecimento dos individuos,
pois por conta de todas as particularidades morfologicas e fisiologicas que possuem,
devem ser aclimatizados antes da reintroducdo e ainda podem carecer da formacdo de
associacgles simbidticas apos a reintroducdo (BRUSTULIN & SCHMITT, 2008). Mesmo
assim, a aclimatizagdo prévia em viveiro pode ndo ser suficiente para eliminar os efeitos do
estresse enfrentado pelas plantas no ambiente natural, requerendo destas novas respostas de
ajuste. O ajuste compreende a capacidade da planta de se adequar as novas condicGes
ambientais, expressando mudancas de cunho fisiolégico e/ou morfoldgico em resposta ao
estresse (LARCHER, 2006).

Assim, foram avaliadas as respostas de ajuste de S. crispa reintroduzida em area em
restauracdo ambiental no Bioma Cerrado, comparando a eficiéncia de substratos
tradicionais e alternativos como forma de contribuir para seu manejo e reintroducdo no

ambiente natural.

MATERIAL E METODOS

Plantas de Schomburgkia crispa Lindl. foram reintroduzidas, em dezembro de
2016, na area do Bosque da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), em
Dourados - MS (Figura 1). Essa area foi utilizada em projeto de restauracdo no ano 2012,
na qual foram introduzidas 32 espécies de plantas arbOreas pioneiras e ndo pioneiras,
tipicas da Floresta Estacional Semidecidual e encontra-se a cinco anos em processo de
restauracao.

O clima da regido € do tipo Am de Képpen (Tropical Mongdnico), com temperatura
média no més mais frio inferior a 18°C e no mais quente superior a 22°C (SOUZA, 2012)
e precipitacdo total anual entre 1.250 e 1.500 mm.

Para o estudo, foram utilizadas plantas de Schomburgkia crispa obtidas a partir de
germinacao assimbidtica, de sementes oriundas de matrizes do Orquidéario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias — FCA/UFGD, provenientes do Parque Estadual das Varzeas do Rio
Ivinhema (PEVRI — MS) e aclimatizadas durante seis meses em viveiro coberto pela
sobreposicao de duas telas de sombreamento de 50%, (Radiacdo fotossinteticamente ativa -
PAR =235,1 umol m?2s™).
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Para reintrodugdo, foram escolhidos, aleatoriamente, 30 individuos de S. crispa,
com cerca de 4 cm de altura. Em seguida, foram fixados em 15 forofitos, de diferentes
espécies, com malha sintética de nailon, na altura de 1,5 m, todos na face leste do caule, de
forma que a incidéncia de luz sobre as plantas ndo fosse direta nos periodos mais quentes
do dia.
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Figura 1. Area de reintroducio de Schomburgkia crispa Lindl. na Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul. Dourados, UEMS, 2018. Carta imagem: Soares Filho, A.

Para avaliar a sobrevivéncia e o ajuste das plantas a nova condicdo, foram
utilizados trés tratamentos, compostos por diferentes substratos: tratamento 1 — sem
substrato; tratamento 2 — substrato pau de buriti e tratamento 3 — substrato fibra de coco,
cujas propriedades fisicas estdo caracterizadas na Tabela 1. Cada fordfito recebeu até trés
individuos, de tratamentos distintos, sendo marcado por placa de identificagdo, em tira de
aluminio, para posterior monitoramento dos individuos.

No dia da reintroducéo (dia zero) e aos sete, 14 e 21 dias ap0s a reintroduc¢do, foram
avaliadas a sobrevivéncia e as respostas ao estresse por meio de técnicas nao destrutivas de
emissdo de radiacdo: Termografia, com auxilio de uma cdmara termogréafica Testo 875 2i e
Fluorescéncia da clorofila-a, com auxilio de um sistema FluorPen FP 100-Max, em folhas
adaptas ao escuro por 30 minutos, com o qual foram obtidas as varidveis instantaneas e a
dindmica de emissédo de fluorescéncia (teste JIP).
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TABELA 1. Caracterizacdo das propriedades fisicas dos substratos utilizados na aclimatizacdo de
Schomburgkia crispa. Dourados, UEMS, 2018.

Ma Mi P total CMRA De

Substrato (%) (%) (%) (%) (Kg m®)
Fibra de coco 4,64 13,05 17,7 13,5 680
Esfagno 10,92 71,47 82,4 71,5 280
Pau de Buriti 35 57 92 57 670

Ma = Macroporosidade, Mi = Microporosidade, P total = Porosidade total, CMRA = Capacidade maxima de
retencdo de agua); eDe = densidade do substrato.
*Valores das propriedades fisicas do substrato pat de buriti conforme Brito et al. (2017).

O ambiente de reintroducdo foi avaliado quanto as condi¢cfes de luz e cobertura de
copa. Para tanto, foram tomados, aos 21 dias, a altura de cada planta de S. crispa, os dados
de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), radiacdo ultravioleta na banda B (UVB) e
radiacdo total (RAD) com o auxilio de um radidémetro Delta Ohm HD 2302.0 Light Meter.
Os dados de cobertura de copa (CC), abertura de copa (AC) e indice de cobertura (CaCo)
foram obtidos por meio de imagens hemisféricas tomadas por cAmera em smartphone
adaptado com lente “olho-de-peixe” 180°, sendo as imagens processadas com o auxilio do
software GLAMA (TICHY, 2016) (Figura 2).

Rotate and transpose im

Figura 2. Sequéncia de etapas para o célculo de indice de cobertura do dossel em fragmento florestal no qual
plantas de Schomburgkia crispa Lindl. foram reintroduzidas. A = Imagem capturada por lente “olho-de-
peixe” 180°; B = Campo de anélise centralizado; C = Mascara simulada da abertura no dossel e histograma
com nivel de corte. Dourados, UEMS, 2018.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, arranjado em
esquema fatorial 3x4 com trés substratos, quatro tempos e dez repeticdes de uma planta
cada. As variaveis de fluorescéncia foram avaliadas mediante analise de variancia e

posteriormente as médias foram comparadas por meio do teste Tukey até o nivel de 5% de
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probabilidade. Os dados de radiagéo e cobertura de copa foram submetidos a correlacéo de
Pearson, seguido do teste t, até os niveis de 1 e 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 21 dias apds a reintroducdo de Schomburgkia crispa, independente do
substrato utilizado, as plantas apresentaram porcentagem de sobrevivéncia de 100%,
mesmo considerando o fato dos individuos terem sido produzidos por meio da semeadura
assimbidtica. A sobrevivéncia de orquideas dessa espécie, ainda que sob condic¢Bes sub
Otimas, pode estar relacionada ao seu metabolismo crassulaceo (CAM), que oferece
eficiente custo/beneficio em relagdo ao consumo de agua e absor¢do de CO2 (SILVERA et
al., 2010).

A sobrevivéncia é baseada no vigor aparente das plantas, e fornece pouca
informacdo sobre o real estado fisiol6gico dos organismos implantados. Mesmo em estadio
juvenil, evidéncias da retomada da atividade metabdlica das plantas puderam ser

observadas pelo surgimento de novas folhas e raizes (Figura 3).

1cm

FIGURA 3. Plantas de Schomburgkia crispa Lindl. 21 dias apés a reintroducdo em ambiente natural, em
diferentes condicOes de substratos. A - sem substrato (SS); B - Pau de Buriti (BU); e C - Fibra de coco (FC).
Dourados, UEMS, 2018. Foto: Soares, J. S.

Alguns autores, no entanto, relatam que a reintroducdo em ambiente de ocorréncia
natural ndo assegura a sobrevivéncia de algumas especies de Orchidaceae, sendo
necessario o estabelecimento da associacdo simbiotica prévia a reintroducdo, como
observado para Vanda coerulea Griff. ex Lindl., que apresentou 80 e 10% de sobrevivéncia
apos propagacao simbiotica a assimbiotica, respectivamente (AGGARWAL et al., 2012).
Deste modo, pode-se inferir que S. crispa produzida in vitro e aclimatizada, apresentou
elevada sobrevivéncia decorridos 21 dias ap6s a reintrodugdo, mesmo sem propagacao
simbidtica.
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Imagens termogréficas de individuos de S. crispa, em cada substrato, podem ser
observadas na Figura 4. A temperatura das plantas de S. crispa, de modo geral, foi
diferente da temperatura dos forofitos, independentemente do substrato utilizado.
VariagOes térmicas entre as superficies no sub-bosque estdo associadas a heterogeneidade
deste ambiente. A elevacgéo da temperatura superficial, por exemplo, pode ser condicionada
pelo tempo de incidéncia dos raios solares que atravessam a cobertura da vegetacéo, esta,
por sua vez, pode variar em densidade de acordo com o comportamento deciduo das
espécies e a sazonalidade (LARCHER, 2006).
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Figura 4. Imagens termograficas de plantas de Schomburgkia crispa Lindl. aos 21 dias ap0s a reintroducéo
em ambiente natural, em diferentes condi¢des de substratos. A e B = sem substrato (SS); C e D = Pau de
Buriti (BU); e E e F = Fibra de coco (FC). Dourados, UEMS, 2018.
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A coloragdo da superficie, bem como seu conteudo hidrico, também interferem na
forma com que absorvem a energia luminosa e dissipam parte desta na forma de radiacao
infravermelha (PONZONI et al., 2015) de modo tal que superficies mais escuras e com
menor conteudo de agua tendem a absorver energia numa maior amplitude do espectro de
radiagdo (KIRSCHBAUM et al., 2011), dissipando menor parte desta na vaporizagao da
agua, podendo apresentar assim, temperaturas mais elevadas. Deste modo, quanto mais
escura for a tonalidade da casca do fordfito e menor seu teor de agua, dependendo da luz
incidente, maior sera sua temperatura, influenciando, consequentemente, a diferenca
térmica entre a temperatura foliar (Tr) e o fordfito.

As maiores variacGes (Dt) entre a temperatura dos foréfitos e a temperatura das
plantas ocorreram no dia da reintroducdo das mudas, quando foram retiradas do ambiente
de cultivo protegido e levadas para 0 ambiente natural. Ainda, nessa data, a maior média
para a varidvel foi observada no substrato fibra de coco (FB = 5,37 °C), seguida pelo Pau
de Buriti (BU = 2,97 °C) e pelo tratamento sem substrato (SS = 2,53 °C), respectivamente.
Aos 7 e 14 dias ap0s a reintroducdo, a Dt diminuiu, aumentando aos 21 dias apds a

reintroducéo (Figura 5).
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Figura 5. Diferenca de temperatura entre o foréfito e as plantas de Schomburgkia crispa Lindl., durante 21
dias ap0s a reintroducéo das plantas em ambiente natural, em diferentes substratos. SS = sem substrato, BU =
Pal de Buriti e FC = Fibra de coco. Dourados, UEMS, 2018.

Considerando a temperatura ideal de cultivo para espécies de Orchidaceae como 25

°C (MULLER et al., 2007), observada em média durante todo o periodo experimental, a

77



escolha do forofito para a reintrodugdo de S. crispa poderia também considerar fatores
inerentes a casca, como cor, textura, contetdo de gua, temperatura, entre outros.

Caracteristicas inerentes as superficies (cor e o contetdo de agua por exemplo),
assim como fatores ambientais (temperatura, umidade relativa e precipitacdo) podem
interferir nas temperaturas superficiais amostradas. Durante o experimento ndo foram
observadas grandes variagdes térmicas no ambiente, ja a UR e precipitagdo variaram ao
longo do periodo experimental (Figura 6). Foi observada menor correlagao entre as médias
de Dt e a temperatura média do ambiente (Pearson = 0,74 e R? = 0,56) e maior correlagio
negativa (Pearson = -0,90 e R? = 0,81) com a Umidade Relativa.

As maiores varia¢Oes térmicas, evidenciadas no inicio da reintroducdo das plantas
de S. crispa, refletem mais um fator que deve ser considerado como potencial gerador de
estresse, quando da alteracdo do ambiente de aclimatizacdo para o ambiente natural, sendo

este detectavel pela técnica termogréfica.
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Figura 6. Dados climéaticos da EMBRAPA — CPAO para Dourados — MS durante o periodo experimental da
reintroducédo de plantas de Schomburgkia crispa Lindl. Dourados, UEMS, 2018.

A termografia tem sido aplicada como ferramenta para avaliacdo das interagoes
entre a planta e o ambiente sendo as variag0es da temperatura das plantas associadas aos
diferentes fatores geradores de estresse ambiental (COSTA et al, 2013). A temperatura
foliar (Tr) é reconhecida como um indicador da condicdo hidrica da planta e, portanto,
como ferramenta potencial para a caracterizacdo do status funcional sob as mais diversas

condigdes de cultivo. A Tresta diretamente relacionada ao comportamento estomatico, de
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modo que o fechamento dos estdbmatos em decorréncia do estresse, implica na elevacgéo da
Tr mensurada facilmente por cameras termograficas no infravermelho (CHAVES et al.,

2010; COSTA et al., 2013).

Assim, a termografia pode ser uma boa alternativa para a avaliagcdo do estresse em
orquideas, uma vez que a porometria ou outras metodologias, que impliquem em avaliacdo
do fluxo de gases através das folhas é limitada, dada as caracteristicas morfoanatémicas
comuns as espécies de metabolismo crassulaceo.

Além da temperatura do ambiente, o controle estomético (e consequentemente a Tt
e a D1) também é influenciado pelas condicGes de luz. Para plantas adaptadas as condigdes
de sub-bosque, a cobertura da copa propiciada pelos forofitos é determinante das condicdes
de radiacdo disponivel ao longo do dia. Novas ferramentas para a avaliacdo das condi¢fes
do sub-bosque implicam na utilizacdo de fotos hemisféricas obtidas por cameras de
smartphones com sistema Android adaptadas com lentes “olho-de-peixe” (TICHY, 2016).

No fragmento florestal, onde as plantas de S. crispa foram reintroduzidas, a
proporcéo de abertura da copa (AC), cobertura da copa (CC) e indice de cobertura (CaCo)
variaram em mais de 50% no ambiente imediatamente abaixo de cada forofito (Figura 7 A-
C). As condicbes de radiagdo descreveram comportamento semelhante, com forofitos
compondo microambientes com altas radiacdes (PAR superior a 150 pmol.m?st; UVB
superior a 70 Wm e RAD superiores a 250 Wm2) e outros com condigbes de baixa
irradiancia (Figura 7 D-F).

Comparando as curvas obtidas com os dados de copa e radiacdo nota-se a falta de
correspondéncia entre estes parametros em cada foréfito, o que foi confirmado por meio do
coeficiente de Pearson (Tabela 2), s6 foram observadas correlacdes, isoladamente entre as
variaveis de copa ou entre as varidveis de radiacdo, sendo a maior correlacdo negativa
apontada entre CC e AC (-0,99) e maior correlacdo positiva entre CaCo e CC (0,98). A
dispersdo dos pontos sugere maior padrdo de linearidade para os dados de copa e auséncia

deste quando confrontadas as varidveis de copa e radiagdo (Figura 8).
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Figura 7. CondicGes ambientais do sub-bosque em fragmento florestal no qual plantas de Schomburgkia
crispa Lindl. foram reintroduzidas. A = Cobertura da copa (CC); B = Abertura da copa (AC); C = indice de
cobertura da copa (CaCo); D = Radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR); E = Ultravioleta B (UVB) e F =
Radiacéo Total Visivel (RAD); Dourados, UEMS, 2018.

TABELA 2. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre as condi¢des de radiacéo e cobertura do dossel
em sub-bosque, no qual foram reintroduzidas as plantas de Schomburgkia crispa Lindl. Dourados, UEMS,
2018.

PAR UVB RAD AC CC CaCo
PAR 1
UvB 0.7951" 1
RAD 0.9862" 0.806" 1
AC 0.4127™ 0.3859™ 0.3534™ 1
CcC -0.4109™ -0.3859™ -0.3508™ -0.9999" 1

CaCo -0.3858™ -0.3943™ -0.3291™ -0.9903 0.9899™ 1
* significativo a 1% de probabilidade; " significativo a 5% de probabilidade; ™ néo significativo, pelo teste t
de Student. (PAR = Radiacdo fotossinteticamente ativa; UVB = Ultravioleta B; RAD = Radiacdo Total
Visivel; AC= Abertura da copa; CC= Cobertura da copa e CaCo = indice de cobertura da copa)

*
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Figura 8. Matriz de dispersdo (Pearson = r) para as variaveis de copa e radiagdo em sub-bosque na area de
reintroducdo de Schomburgkia crispa Lindl. (PAR = Radiacéo fotossinteticamente ativa; UVB = Ultravioleta
B; RAD = Radiacdo Total Visivel; AC= Abertura da copa; CC= Cobertura da copa e CaCo = indice de
cobertura da copa) Dourados, UEMS, 2018.

A maior correlacdo entre CC e AC é explicada pela relacdo inversa entre estas
variaveis, uma vez que AC considera o branco (céu aberto) entre os demais pixels da
imagem hemisférica digital enquanto CC considera a propor¢do no campo de analise
centralizado (Figura 7B) que é obscurecido pelo dossel. A maior correlacdo positiva entre
CaCo e CC implica na relacdo direta entre as variaveis, uma vez que CaCo é também um
indice de estimativa de cobertura do dossel, no entanto, mais adequado para avaliar
variagfes na densidade da copa, por exemplo, em estudos ecoldgicos de monitoramento
com fotos tiradas em intervalos de seis meses (Tichy, 2016).

Os dados de copa e radiagdo no ambiente de reintroducdo de S. crispa sugerem
grande heterogeneidade de condicGes, com formacdo de micro-habitats, mesmo com a
condigdo geral de ambiente bem iluminado (médias de PAR 62,09 pmol.m?s*; UVB 35,55
Wm2 e RAD 92,9 Wm) considerando os valores de referéncia para a condicdo de luz
plena (PAR 1.264 pmol.m?s?!; UVB 638 Wm? e RAD 1.825,3 Wm?), o estadio de

desenvolvimento dos forofitos no fragmento propicia cobertura caracteristica de floresta
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em estadios iniciais de sucessdo, uma vez que ambientes de sub-bosque em floresta
semidecidual ja estabelecida, possuem PAR entre 5 e 10 umol.m2s™,

Quanto as varidveis que caracterizam a emissdo de fluorescéncia da clorofila-a
(FChlo-a), ndo houve diferenca significativa para Eficiéncia quantica potencial do FS 1l
(Fv /Fm), no entanto observou-se diferenca estatistica para Fluorescéncia inicial (FO0),
Fluorescéncia variavel (Fv), Intensidade da fluorescéncia no passo-J (2 ps) (Fj) e
Fluorescéncia maxima (Fm), com maiores valores para o substrato Fibra de coco (FC), sem
diferenca para o substrato Fibra de Buriti (FB) e menores valores para as plantas sem
substrato (SS) (Tabela 3).

Aumentos na Fo acompanhados de redugédo em Fm estdo normalmente associadas a
respostas ao estresse (MATHUR et al., 2011), no entanto, para as plantas de S. crispa o
tratamento FC, que apresentou maior Fo também apresentou a maior média de Fm, sendo
assim compensadas as relagOes entre as varidveis ao longo da dindmica de emissao (Fj, Fi)
descaracterizando a possibilidade de danos ao PSII. A razdo Fv/Fm indica as condic¢des do
aparato fotossintético das folhas para o rendimento quantico fotoquimico das etapas
primarias da fotoguimica da fotossintese. Valores de Fv/Fm entre 0,75 e 0,85 demonstram
eficiente conversdio da energia luminosa no complexo do FSII (BOLHAR-
NORDENKAMPF et al., 1989).

Tabela 3. Fluorescéncia inicial (Fo), Intensidade da fluorescéncia no passo-J (2 ps) (Fj), Intensidade da
fluorescéncia no passo | (30 ms) (Fi), Fluorescéncia maxima (Fm), Fluorescéncia varidvel (Fv), Fluorescéncia
variavel relativa no passo J (2 ps) (Vj), Fluorescéncia variavel relativa no passo | (30 ms) (Vi), Eficiéncia
maxima do processo fotoquimico no FSII (Fv/Fo) e Eficiéncia quantica potencial do FSII (Fv/Fm) de plantas
de Schomburgkia crispa Lindl. reintroduzidas em trés diferentes condi¢fes de substratos: SS = Sem substrato,
PB = Pal de Buriti e FC = Fibra de coco. Dourados, UEMS, 2018.

Fo Fj Fi Fm Fv
BU 276,60ab  5648,03ab 1003,25ab 1171,28ab 11585,05a
FC 307,27 a 6770,50a  12649,80a 1465,78a 8946,78 ab
SS 244,97 b 5227,96b  9008,92b  1041,88b  7969,17b
Cv (%) 16,05 18,91 18,86 18,37 20,26
Vj Vi Fv/Fo Fv/IFm
BU 0,32a 0,80 a 38,97 a 0,76 a
FC 0,32a 0,82 a 30,01 a 0,78 a
SS 0,34 a 0,8la 32,75 a 0,74 a
Cv (%) 12,72 4,98 75,08 4,87

Médias acompanhadas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
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Embora tenha sido constatada diferencas na maioria das varidveis instantaneas de
FChlo-a, durante o periodo experimental, os diferentes substratos ndo afetaram as varidveis
temporais Vj e Vi ou a eficiéncia quantica. Da mesma forma, ndo foram verificadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos para os parametros de desempenho e indice de
fluxos fenomenoldgicos analisados (Figura 9), sugerindo a capacidade das plantas
reintroduzidas em absorver, aprisionar, transferir adequadamente elétrons dos centros de
reacdo para os demais aceptores do FSII, utilizando a energia PAR disponivel no sub-

bosque, para a conversdo de energia quimica.
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Figura 9. Indice de desempenho fotossintético (PI1Abs), Fluxo especifico de absorgdo por centro de reagio
(ABS/RC), fluxo especifico de captura por centro de reacdo (TRo/RC), fluxo especifico de transporte de
elétrons por centro de reacdo (ETo/ RC) de plantas de Schomburgkia crispa Lindl. reintroduzidas em trés
diferentes condicBes de substratos: SS = Sem substrato, PB = Pal de Buriti e FC = Fibra de coco. Dourados,
UEMS, 2018.

Sob baixa intensidade de radiagdo luminosa (menos de 100 umol m2s de radiagdo),
mais de 80% da energia quantica absorvida pode ser utilizada pela fotossintese
(BJORKMAN e DEMMIG-ADAMS, 1987); quando a intensidade de luz se aproxima de
1000 pm mst (cerca de 50% da luz solar disponivel), menos de 25% da energia quantica
absorvida é utilizada; e, sob condicdes de pleno sol, essa taxa diminui para 10% (LONG et
al., 1994).

Ainda que as principais variaveis instantaneas ou por fluxo fenomenolégico néo
tenham caracterizado o estresse ambiental, ou mesmo diferencas significativas entre 0s
substratos utilizados na reintroducdo de S. crispa, por meio da avaliacdo da dindmica de
FChlo-a (Figura 10 A-D), foi possivel observar variagdes na sigmoicidade das curvas entre
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0s tratamentos, com maior uniformidade entre as médias obtidas aos sete dias de
reintroducdo (Figura 10B) e aumentos na intensidade de emissdo para FC no decorrer do

tempo experimental (Figura 10 C-D).
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Figura 10. Cinética de emissdo de fluorescéncia da clorofila- a em plantas de Schomburgkia crispa Lindl.
reintroduzidas em trés diferentes condi¢des de substratos: SS = Sem substrato, PB = Pal de Buriti e FC = Fibra
de coco. A: dia da reintroducdo; B:sete dias apds a reintrodugdo; C: quatorze dias ap0s a reintroducéo e D: vinte
e um dias ap0s a reintroducdo. Dourados, UEMS, 2018.

Endres Junior et al. (2015) estudando a reintroducdo de Cattleya intermedia
Graham em borda e interior de um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual,
relataram que uma maior porcentagem de plantas reintroduzidas na borda, onde a
incidéncia solar era maior em relacdo ao interior do fragmento, desenvolveram raizes sobre
o tronco dos fordfitos. No presente trabalho, a incidéncia luminosa nas condic¢des de sub-
bosque era alta e as plantas de S. crispa também demonstraram um bom desenvolvimento,
com formacdo de novas raizes e folhas. De maneira geral, esse fato demonstra a
capacidade das orquideas de desenvolver caracteristicas importantes para sua

sobrevivéncia no ambiente natural quando reintroduzidas sob maior luminosidade.

84



Duarte & Gandolfi (2013), ressaltam que, no Brasil, a Ecologia de Restauracdo é
uma ciéncia nova e ainda ha caréncia de trabalhos para orientar introducées, reintroducées
e transplantes de epifitas para florestas em processos de restauracdo. Os autores ainda
salientam que apenas a partir dos anos 2000 a avaliacdo e o monitoramento de florestas em
processo de restauracdo passaram a ser vistos como fundamentais para garantir 0 sucesso
efetivo dos projetos de restauracdo ja implantados. Assim, tornou-se evidente a
necessidade do enriquecimento desses ambientes, j& que muitos se encontram isolados de
fragmentos.

Cardoso et al. (2016) em seu estudo sobre o impacto do desmatamento sobre as
orquideas do estado de S&o Paulo, relatam que a melhoria da legislagdo ambiental
brasileira ¢ necessaria para definir o sucesso da conservacdo da biodiversidade. Além
disso, é preciso definir o numero de espécies de orquideas que estdo vulneraveis ou em
perigo de extingdo, sua riqueza e diversidade e a maneira como essas espécies podem ser
reintroduzidas e restauradas em areas reflorestadas.

Quanto a hipotese de que as epifitas podem ter preferéncia por determinados
forofitos, conforme a espécie, no presente estudo, as plantas de S. crispa se estabeleceram
satisfatoriamente independente da espécie de foréfito para onde foram transferidas. Duarte
& Gandolfi (2013) sugerem que, eventualmente, as caracteristicas das epifitas a serem
transplantadas podem ser mais importantes do que aquelas das arvores hospedeiras,
devido, em partes, pela heterogeneidade dos ambientes. Assim, torna-se necessaria a
escolha de espécies de orquideas com caracteristicas que permitam favoravel
desenvolvimento frente as limitacbes do ambiente epifitico, sejam elas térmicas, hidricas

ou luminosas.

CONCLUSAO
Com base nos resultados observados neste trabalho, pode-se concluir que o tipo de

substrato pouco influenciou na sobrevivéncia das plantas de S. crispa no primeiro més de

reintroducéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A andlise destes resultados permite inferir que os estudos sobre germinacao in vitro
de orquideas, principalmente nativas, sdo importantes, ja que, por meio deles é possivel
conhecer ndo somente a espécie, como também a sua interacdo com o ambiente, ainda que
controlado, considerando que os comportamentos das espécies dessa familia boténica
variam na literatura cientifica.

Plantas jovens de Schomburgkia crispa derivadas de germinacdo assimbidtica in
vitro apresentaram rusticidade que as credenciam para utilizacdo nas etapas de
enriquecimento vegetal dos projetos de restauracdo, ou ainda nas areas em regeneracao
natural que ja sustentem o estrato arboreo, entretanto com condi¢des de radiacdo
semelhantes as observadas nesta reintroducdo, e ndo apenas no final da sucessdao como
forma de enriquecimento da biodiversidade. Os resultados apontam que S. crispa é uma
espécie que pode ser utilizada para esse fim.

As préticas de resgate de flora, sobretudo decorrentes do passivo ambiental nos
grandes empreendimentos, a formacéo de bancos de germoplasma com material replicado
somaticamente ex e in vitro e material proveniente de germinacéo assimbiotica, bem como
a reintroducdo de epifitas ainda nos estadios iniciais das formacGes florestais, compdem

acOes importantes com uma nova concepcéo de restauragéo.
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