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RESUMO

A criopreservacdo € o meétodo de conservacdo em que o material biologico é
submetido a temperaturas extremamente baixas utilizando nitrogénio liquido (-
196°C) ou em sua fase de vapor (-150°C), possibilitando a conservacdo de
germoplasmas de interesse ou em risco de extingdo, em um espaco relativamente
pequeno. Para espécies de Orchidaceae, tem-se utilizado sementes, protocormos e
suspensao de células. Na criopreservacao é necessario a utilizacéo de solucdes que
preservem a integridade da membrana e evite a formac&o dos cristais de gelo no
interior das células. Essas solucdes crioprotetoras sdo substancias quimicas que
possuem ou nao a habilidade de penetrar as membranas celulares. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia da umidade e solugbes crioprotetoras na
criopreservacdo de sementes de orquideas brasileiras do género Cattleya e Miltonia.
No primeiro experimento, as sementes foram imersas em solugdes crioprotetoras e
de vitrificacdo e apds em nitrogénio liquido (NL) (-196 °C), com os tratamentos: T1 -
controle; T2 - glicerol 2M (20 min); T3 - sacarose 0,4M (20 min); T4 - glicerol 2M (20
min) + sacarose 0,4M (20 min); T5 - glicerol 2M (20 min) + PVS2 (10 min); T6 -
glicerol 2M (20 min) + PVS2 + floroglucinol a 1% (10 min); T7 - sacarose 0,4M (20
min) + PVS2 (10 min); T8 - sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 + floroglucinol a 1% (10
min); T9 - glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 (10 min); T10 -
glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 + floroglucinol a 1% (10 min).
No segundo experimento, as sementes das orquideas Cattleya labiata Lindl. e
Miltonia regnelli Rchb.f. foram submetidas ao processo de secagem em estufa ou
aumento da umidade em recipiente de vidro hermético até alcancarem os graus de
umidade estabelecidos para compor os seis tratamentos (4, 6, 8, 10, 12 e 15 %) e
criopreservadas a -196°C durante 24 horas e, em seguida, descongeladas e
analisadas. Em ambos o0s experimentos foram avaliadas a porcentagem de
sementes viaveis, porcentagem de protocormos provenientes de sementes
criopreservadas que se mantiveram vivos apés 150 dias do subcultivo, massa fresca
e seca de plantulas e numero de brotos. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
signeficancia. Este estudo demonstrou que é possivel criopreservar sementes de
Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. diretamente em nitrogénio liquido (-
196°C) sem a necessidade de pré-tratamento com solugbes crioproteotras sendo
que o grau ideal de umidade para obtencdo de maior percentual de sementes
viaveis é de 4%.

Palavras-chave: Nitrogénio liquido. Sobrevivéncia. Viabilidade. Umidade.
Crioprotetor.
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ABSTRACT

Cryopreservation is the conservation method in which the biological material is
submitted to extremely low temperatures using liquid nitrogen (-196°C) or its vapor
phase (-150 °C), enabling the conservation of germplasm of interest or endangered,
in a relatively small space. To species of Orchidaceae, we have used seed, and
protocorm cell suspension. In cryopreservation it is necessary the use of solutions
that preserve the integrity of the membrane and avoid the formation of ice crystals
within the cells. These cryoprotectant solutions are chemicals substances that have
or not the ability to penetrate cell membranes. The purpose of this study was to
evaluate the influence of moisture and cryoprotectant solutions in cryopreservation of
Brazilian orchids seeds from Cattleya and Miltonia gender. In the first experiment, the
treatments consisted of immerging the seeds in cryoprotectant solutions and
vitrification before immersion in liquid nitrogen (NL) (-196 ° C), according to the
following treatments: T1 - control; T2 - glycerol 2M (20 min); T3 - saccharose 0.4M
(20 min); T4 - glycerol 2M (20 min) + saccharose 0.4 M (20 min); T5 - glycerol 2M (20
min) + PVS2 (10 min); T6 - glycerol 2M (20 min) + PVS2 with phloroglucinol at 1%
(10 min); T7 - saccharose 0.4 M (20 min) + PVS2 (10 min); T8 - saccharose 0.4M (20
min) + PVS2 with phloroglucinol at 1% (10 min); T9 - glycerol 2M (20 min) +
saccharose 0.4 M (20 min) + PVS2 (10 min); T10 - glycerol 2M (20 min) +
saccharose 0.4 M (20 min) + PVS2 with 1% phloroglucinol (10 min). In the second
experiment, the Cattleya labiata Lindl. and Miltonia regnelli Rchb.f. orchids seeds
were submitted to the drying process in oven or increased humidity in airtight glass
container, until they reach the moisture established to compose the six treatments (4,
6, 8, 10, 12 and 15%) and cryopreserved at -196 ° C for 24 hours and then thawed
and analyzed. In both experiments, the viable seeds percentages were evaluated,
percentage of protocorms derived from cryopreserved seeds that remained alive after
150 days of subculture, fresh and dry mass seedlings and number of sprouts. The
data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and average compared by the
test of Tukey at 5%. This study demonstrates that it is possible cryopreservation of
Cattleya labiata Lindl. and Miltonia regnelli Rchb.f. seeds directly in liquid nitrogen (-
196 ° C) without the need of pretreatment with cryoprotectant solutions being that the
optimum moisture content for obtaining a greater percentage of viable seeds is 4%.

Key-words: Liquid nitrogen. Survival. Viability. Moisture. Cryoprotectant.
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1 INTRODUCAO

No mundo existem cerca de 30.000 espécies de orquideas. A
maioria dessas espécies sdo de regides tropicais com clima quente e Uumido. O
Brasil € um dos paises mais ricos em orquideas possuindo cerca de 10% do total
mundial das espécies, sendo comparavel apenas a Colébmbia e Equador
(DRESSLER, 2005).

O Ministério do Meio Ambiente, com base em documentacdo
cientifica, classificou 34 espécies em risco de extincdo, devido ao extrativismo
predatério e a destruicdo de seus habitats.

Os bancos de sementes séo ferramentas importantes para algumas
espécies sendo a forma mais simples de conservacdo e manutencdo da existéncia
de materiais genéticos, além de serem mais seguros em relacdo as plantas que
estdo sujeitas a ataque de doencas, pragas e outros intempeéries.

A criopreservacdo € o método de conservagdo ex situ, em que o
material bioldgico € submetido a temperaturas extremamente baixas utilizando
nitrogénio liquido (-196°C) ou em sua fase de vapor (-150°C), com a manutencao
das caracteristicas originais do material apés o descongelamento. Esse método
permite conservar materiais biolégicos incluindo, pdélen, sementes, protocormos e
meristemas por tempo indeterminado possibilitando assim, a conservacado de
germoplasmas de espécies de interesse ou em risco de extincdo em um espaco
relativamente pequeno.

O sucesso na criopreservacao depende dos niveis de tolerancia de
diferentes espécies, e mesmo entre tecidos de uma mesma espécie, a desidratacao
e ao congelamento. Geralmente estruturas menores com pouca quantidade de agua
sdo mais apropriadas, pois desidratam e congelam mais rapido e uniformemente,
além de reduzir o risco de formacdo de cristais de gelo e rompimento das
membranas. A desidratacédo, congelamento, descongelamento e regeneracdo sao
etapas criticas para o sucesso da criopreservacao.

Para a criopreservacao de Orchidaceae, sao utilizados sementes,
protocormos e suspensao de células. As sementes de orquideas sdo extremamente
pequenas e leves, pesando entre 0,3 a 14 ug, sendo que suas dimensdes estao
entre 0,05 e 6,0 mm de comprimento por 0,09 a 0,27mm de largura (ARDITTI, 1992).

A longevidade destas sementes é baixa se armazenada a temperatura ambiente,
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especialmente em regides quentes e umidas. Por isso, 0 método tradicional consiste
em conserva-las em freezer a -18°C e 5% de umidade, mas estudos mostraram que
a preservacao é por cerca de dez.

As sementes de orquideas possuem pouco tecido de reserva, porém
conforme seu grau de umidade, pode apresentar problemas na criopreservacao.
Para minimizar os efeitos da criopreservacao tem-se utilizado solu¢des que
preservem a integridade da membrana e evitam a formagao dos cristais de gelo.
Essas solugcbes chamadas de crioprotetoras sé&o definidas como substancias
quimicas que reduzem a injaria sofrida pela célula durante seu congelamento e
descongelamento. Existem dois tipos de crioprotetores, 0s que possuem a
habilidade de penetrar as membranas celulares e 0s que ndao possuem essa
habilidade. Resultados tem sido obtidos utilizando glicerol e sacarose como
crioprotetores e PVS2 como solucéo de vitrificacdo na criopreservacdo de materiais
vegetais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da umidade e
solucdes crioprotetoras na criopreservacdo de sementes de orquideas brasileiras do

género Cattleya e Miltonia.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMiLIA ORCHIDACEAE

A Orchidaceae é a maior familia de plantas em nimero de espécies
entre as monocotileddneas. E constituida por cerca de 850 géneros, entre 20.000 a
30.000 espécies e possuem distribuicdo cosmopolita, encontradas praticamente em
todas as regides do planeta, com excessao dos Polos e regides desérticas. S&o
plantas herbaceas, perenes, terricolas ou epifitas (DRESSLER, 2005; SOUZA,
LORENZI, 2008).

Apresenta ampla diversidade na regido equatorial, em paises como
Colémbia, Equador, Brasil e Peru. Aproximadamente 10% do total de espécies de
orquideas do mundo sdo encontradas no Brasil, destas, mais de 64,2% s&o
endémicas deste pais. S0 encontradas em praticamente todo o territério nacional,
mas sdo predominantes em formacdes florestais umidas, principalmente na Mata
Atlantica (ZAPPI et al., 2015).

A familia Orchidaceae caracteriza-se por possuir flores
hermafroditas, raramente unissexuais, freqlentemente zigomorfas, raramente
assimétricas, trimeras, com trés sépalas e trés pétalas, sendo uma delas, a oposta
ao estame fértil, morfologicamente modificada constituindo o labelo. O androceu é
constituido de um, raro dois ou trés, estames férteis; o filete € adnado ao estilete
formando o ginostémio. O estigma esta, geralmente, na face ventral do ginostémio.
E trilobado, sendo um dos lobos parcialmente estéril, formando o rostelo, uma
estrutura mais ou menos membranacea que separa a antera do estigma; a antera,
na maioria dos casos € representada por um “capuz” que geralmente cai no
processo de retirada do pdélen; o pdlen na maioria das espécies € unido em polinias,
em numero de 2, 4, 6 ou 8; o ovario é infero, em regra unilocular, com placentacao
parietal (Figura 2.1.1). Os frutos sao capsulares e quase secos, raramente carnosos;
as sementes sao numerosas, minusculas, com embrido rudimentar, desprovidas de
endosperma (RODRIGUES, 2011).
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Figura 2.1.1 — (A) Inflorescéncia de Cattleya loddigesii Lindl. (B) Segmento do
perianto distendido. (C) Vista lateral do ginostémio e ovario. (D) Vista ventral do
ginostémio evidenciando a cavidade estigmatica. (E) Capuz da antera. (F) Polinias
com caudiculas.

Fonte: Rodrigues (2011)

As orquideas, em sua maioria, sd0 usadas para fins ornamentais,
devido a sua beleza e aparéncia nobre, porém tem crescido o nimero de estudos
relacionados a sua funcdo para a industria alimenticia e farmacologica. A baunilha
(vanilina), por exemplo, extraida do fruto de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews,
como esséncia aromatizante, é a forma mais conhecida de utilizagdo de orquideas
na industria alimenticia, entretanto, exitem outras formas de aproveitamento, como,
0 uso de extrato de tubérculo de Anacamptis morio (L.) R.M.Bateman na fabricacao
de sorvetes, além do uso de varias espécies do género Dendrobium como alimento
e fonte de nutrientes (CHEN et al.,, 2008). Segundo Koyashiki (2014), existem
estudos em andamento que comprovam a eficiéncia da acdo de substancias de
orquideas nativas do Parand contra o sarcoma de ovario. Em métodos
homeopaticos, tem-se usado Cyrtopodium punctatum (L.) Lindl. na forma de pomada
para o tratamento de furlinculos, fistulas, cicatrizacdo de cortes, frieiras e

gueimaduras. Em Dendrobium densifolium Schltr. foram descobertos compostos
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com acao anticoagulante (FAN et al., 2001).

A espécie Cattleya labiata Lindl. Lindl. € nativa do nordeste do Brasil,
nos estados do Ceara, Pernambuco e Alagoas, seu o florescimento ocorre no més
de outubro. A Miltonia regnelli Rchb.f. é nativa da regido Sul e Sudeste do Brasil, em
areas de Mata Atlantica e tem seu florescimento no periodo de janeiro a maio
(BARROS et al., 2010).

O Ministério do Meio Ambiente, com base em documentacdo
cientifica, indica 34 espécies de orquideas em risco de extingdo, ou seja, aquelas
com alto risco de desaparecimento na natureza em futuro préximo devido ao
extrativismo predatorio e a destruicdo de seus habitats (BRASIL, 2008).

Em 2013 foi langado o “Livro Vermelho da Flora do Brasil” que traz
169 espécies de orquideas em risco de extincdo. As principais ameacas estdo
relacionadas a coleta predatéria, destruicdio de habitat e eliminacdo dos
polinizadores. Muitas espécies de distribuicdo restrita ou microendémicas sao
também ameacgadas por eventos estocasticos. Segundo o0s autores, suspeita-se que
a Cattleya labiata Lindl. tenha sofrido uma reducao populacional de 30% nos ultimos
dez anos e caso as ameacas incidentes ndo cessem, a populacéo pode vir a sofrer
uma reducdo de mesmo valor nos préximos dez anos. A espécie, por isso, foi
avaliada como “Vulneravel” (MARTINELLI; MORAES, 2013). Por sua vez, a Miltonia

regnelli Rchb.f. ndo aparece na lista das espécies em risco de extingéo.

2.2 SEMENTES DE ORQUIDEA

As orquideas séo capazes de produzir milhares de sementes e
estdo entre as de menor tamanho das fanerégamas (Figura 2.2.1), porém, sua
comercializagcdo nao ocorre devido a particularidades das condi¢bes de germinagao
(FARIA et al., 2012).
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Figura 2.2.1 — Sementes da orquidea Oncidium baueri Lindl. extraidas de um anico
fruto.

Fonte: Proprio autor

Segundo Dressler (1990), na natureza, uma porcentagem muito
pequena das sementes de orquidea consegue germinar e formar novas plantas e as
que conseguem, fazem isso através de associacdo simbidtica com fungos
micorrizicos.

Devido a continua destruicdo dos habitats naturais, comércio ilegal e
acdo de colecionadores de orquideas, muitas espécies estdo desaparecendo
(HOSSAIN, 2008). A extingao eminente de varias espécies nao depende somente da
crescente exploracdo, mas também se deve a uma lenta multiplicacdo por vias
naturais de propagacdo (JUNGHANS; SOUZA, 2009). Por isso, a germinacdo de
sementes de orquideas in vitro, em meio de cultura asséptico, vem sendo realizada
desde o inicio do século passado (KNUDSON, 1924).

A producdo de orquideas in vitro € uma técnica bastante relevante
do ponto de vista comercial e ecoldgico, pois, as plantas produzidas dessa forma
podem ser utilizadas em programas de reintroducdo de espécies nativas em areas
de preservacdo ambiental devido a variabilidade genética gerada pelo explante e
também para comercializacdo (MARTINI et al., 2001).

Segundo Faria et al. (2002), para que se tenha sucesso com a
cultura in vitro, é necessario que se conheca requerimentos nutricionais das células
e dos tecidos em cultura, pois a formulagdo do meio de cultura é essencial para o
explante possibilitando a presenca dos constituintes necessarios para seu

desenvolvimento (minerais, vitaminas, reguladores de crescimento, etc.), podendo
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ser formulados com diferentes combinacdes de acordo com os requerimentos de
cada espécie.

Para a conservacdo de orquideas, sdo necessérias estratégias e 0s
bancos de semente, tem se mostrado uma op¢ao para preservacgao ex situ (ALLEM,
2001). Mas para 0 sucesso na preservacao ex situ de germoplasmas de orquideas,
€ necessario conhecer seu comportamento quando submetidas a reducédo do grau
de umidade e ao armazenamento em temperaturas baixas (PRITCHARD; SEATON,
1993; KOOPOWITZ, 2001).

Testes de viabilidade das sementes armazenadas, como
germinacdo in vitro, sdo indispensaveis para avaliar a qualidade do banco de
sementes. As vantagens destes bancos de sementes se concentram no fato de
manter sementes de inumeras espécies em um pequeno espaco fisico, com
capacidade para serem germinadas e originarem novas plantas. Aléem disso, a
diversidade biolégica do material € mantida com a utilizacdo de sementes como
fonte de explantes (MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005).

2.3 SEMENTES ORTODOXAS E RECALCITRANTES

O armazenamento de sementes constitui uma forma segura e
econdmica de conservacdo da diversidade genética vegetal e no caso de espécies
florestais, representa uma estratégia para suprir a demanda continua de mudas para
fins comerciais, reflorestamentos e recomposicdo de areas degradadas. Para o
armazenamento eficiente das sementes, sua qualidade deve ser mantida pelo maior
periodo possivel, o que depende do conhecimento prévio de seu comportamento
durante o armazenamento (COSTA, 2014).

As sementes podem ser classificadas em ortodoxas, recalcitrantes
ou intermedidrias, baseado na maior ou menor tolerdncia a dessecacdo e ao
armazenamento sob baixas temperaturas. As que mantém por mais tempo a
qualidade fisiologica apods dessecacao, até um grau de umidade em torno de 5%, e
podem ser armazenadas sob baixas temperaturas por um longo periodo séo
classificadas como ortodoxas (NERY et al., 2014).

Sementes sensiveis a dessecac¢do, que nao sobrevivem em baixos
niveis de umidade, o que impede o0 seu armazenamento por longo prazo, sao

classificadas como recalcitrantes (ROBERTS, 1973). Além destes grupos ha um
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terceiro, no qual as sementes apresentam um comportamento de armazenamento
intermediério ao ortodoxo e ao recalcitrante. Toleram a desidratacéo de 7,0% a 10%
de umidade e ndo toleram baixas temperaturas durante periodo de tempo
prolongado. Assim, a classificacdo das sementes quanto a capacidade de
armazenamento depende de estudos de tolerancia a dessecacdao e do
armazenamento sob temperaturas baixas (HONG e ELLIS, 1996).

As sementes de orquideas apresentam comportamento semelhante
aos das sementes ortodoxas e, como tais, sdo fisiologicamente afetadas pelas
condicbes de armazenamento, incluindo as de criopreservacdo (PRITCHARD;
SEATON, 1993; PRITCHARD; POYNTER; SEATON, 1999; PRITCHARD;
PRENDERGAST, 1989).

Pritchard e Seaton (1993) estudando as caracteristicas de
armazenamento de sementes de orquideas, que sao classificadas como "ortodoxas”,
observaram que a longevidade das sementes é aumentada pela reducao do grau de
umidade (de cerca de 20%, base Umida, a 5%) e as temperaturas de
armazenamento decrescentes ( a partir de 62°C a 0°C). Quando armazenado seco a
5-8°C, o tempo necessario para a viabilidade cair para 50% pode ser 8-14 anos,
levando em conta a alta qualidade inicial. No entanto, as sementes de Cattleya
aurantiaca (Bateman ex Lindl.) P.N.Don apresentaram reducdo na longevidade a
5°C quando armazenadas com grau de umidade acima e abaixo de 5%, o que indica
que o estado da agua ideal para estas sementes durante o armazenamento é de
aproximadamente 30% de umidade relativa do ar. Sementes de Cattleya aurantiaca
(Bateman ex Lindl.) P.N.Don em 2,2-5,6% de umidade geralmente apresentaram

reducéo da longevidade a -18°C em comparagéo com 5°C.

2.3.1 VIABILIDADE DAS SEMENTES

No trabalho com armazenamento de sementes, 0 emprego de testes
rapidos para a avaliacdo da qualidade fisiologica € de grande importancia para
garantir a eficiéncia do processo. Dentre os testes rapidos, o teste de tetrazélio é
usado, pois permite determinar a viabilidade de sementes, particularmente, daquelas
que apresentam dorméncia, as recalcitrantes e as que germinam lentamente
(BRASIL, 20009).

As Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009) definem que o
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tetrazélio € um teste bioquimico, que reflete a atividade das enzimas desidrogenases
envolvidas no processo de respiracdo celular, que pode ser usado quando as
sementes necessitam ser semeadas logo apdés a colheita; quando apresentam
dorméncia ou para resolver problemas encontrados no teste de germinag&éo, como
por exemplo, presenca de um grande namero de plantulas anormais. Também pode
ser usado para avaliar o vigor, determinar a viabilidade das sementes apos
tratamentos pregerminativos, danos por secagem, por insetos e por umidade, bem
como, para detectar danos mecéanicos de colheita e/ou beneficiamento.

De acordo com Franca Neto (1994), a hidrogenacao do 2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazélio produz nas células vivas do embrido uma substancia vermelha,
estavel e ndo difusivel, o trifenil formazan, que permite distinguir as partes vivas
coloridas de vermelho daquelas mortas que mantém a sua cor original.

Para obtencdo de resultados confiaveis sobre a qualidade das
sementes, alguns parametros sdo fundamentais, tais como: pré-condicionamento
das sementes, podendo ser em solugcdo de sacarose, agua, corte ou escarificacao
das sementes; concentracdo da solucdo de tetrazolio; tempo de exposicdo a
solucéo; temperatura de condicionamento e avaliagdo adequada da coloracdo das
sementes (OLIVEIRA; CARVALHO; DAVIDE, 2005; PINHO et al., 2011; BARROS et
al., 2005).

As orquideas apresentam sementes com tamanho e massa muito
pequenos, processo germinativo muito lento e espacado, o que dificulta a execucao
de testes para determinacdo do vigor e da viabilidade por germinagcdo. Porém, a
metodologia para realizacéo do teste de tetrazélio em sementes de orquideas ainda
nao foi completamente estabelecida.

Em trabalho com orquideas do género Cattleya, Hosomi (2012)
concluiu que o pré-condicionamento em sacarose 10% melhorou a coloracdo das
sementes facilitando a identificagdo das sementes viaveis e também, que solucdes
com concentracdo acima de 0,25% possibilitam a avaliacdo da viabilidade se o
periodo de exposicao ao sal for acima de 6 horas.

Franceschi (2013) obteve sucesso na avaliacdo da viabilidade de
sementes de Brasilidium praetextum (Rchb.f.) Campacci, Gomesa recurva R.Br.,
Grandiphyllum pulvinatum (Lindl.) Docha e Brasilidium forbesii (Hook.) Campacci
pelo teste do tetrazdlio pré-condicionando as sementes em solucdo de sacarose a

10% por 24 horas e em seguida transferindo para solucdo neutra de tetrazélio 0,1%
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por 24 horas a 40°C.

O teste de tetrazdlio foi utilizado para avaliacdo da viabilidade das
sementes de orquideas do género Cymbidium, em solucdo a 1% durante 24 horas a
25°C em ambiente escuro (HIRANO et al., 2011).

N&o foi observado diferenca na porcentagem média de embrides
corados de Cyrtopodium saintlegerianum Rchb.f. submetidos a solucéo de tetrazdlio
1% por 12 ou 24 horas a 30°C, em banho de agua (SILVA, 2012).

A diversidade de metodologias utilizadas para a avaliacdo da
viabilidade das sementes de orquideas demonstra se ha necessidade do pré-
condicionamento, a temperatura de condicionamento, a concentracao da solucéo, e
a duracgdo do periodo.

Segundo Hosomi (2012) um método eficiente para andlise das
sementes submetidas aos testes de tetrazolio € o de digitalizacdo de imagens, pois
permite diferenciar e quantificar com clareza as sementes viaveis, coradas de
vemelho, das sementes inviaveis, com coloracdo branca, sendo possivel a
identificacdo de sementes sem embrido (Figura 2.4.1). Esse método pode levar a

diminuicdo dos custos e a maior agilidade dos testes.

Figura 2.4.1 — Viabilidade de sementes de orquidea Oncidium baueri Lindl. pelo
teste do tetrazélio. Semente vazia (a), semente inviavel (b), semente viavel (c).

Fonte: Proprio autor
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2.4 CRIOPRESERVACAO

2.4.1 Fundamento e Definicdes

A criopreservacdo em nitrogénio liquido é um método de
conservacao de material bioldégico em temperaturas extremamente baixas, de até -
196°C em nitrogénio liquido ou em sua fase de vapor (-150°C), com a manutengao
das caracteristicas originais do material apos o descongelamento (SANTOS, 2000).

Essa técnica de conservacdo € comumente utilizada para o
armazenamento de esperma e embribes animais que sao utlizados para
inseminacdo artificial e fertilizagdo in vitro. Também € utlizada para o
armazenamento de eritrocitos e para conservacdo da diversidade microbiana. E
possivel conservar, por um periodo indeterminado, diferentes materiais vegetais que
por outros métodos ndo seria possivel, dentre eles estdo: pdlen, sementes,
embrides, raizes, bulbos, gemas e meristemas (BAJAJ, 1995).

Em temperaturas tdo baixas, o material € levado a um estado em
que nao ocorre divisdo celular e o metabolismo sofre praticamente uma paralisacéo,
0 gque permite a conservacdo desse material por um periodo longo, em um espaco
relativamente pequeno. As vantagens desse método em relacdo a conservacao in
vitro além do tempo de conservacao, que é maior, 0s riscos de perda do material séo
menores assim como o custo para manutencéao (VIEIRA, 2000).

Os estudos com criopreservacdo de materiais vegetais foi
intensificado e diversos resultados mostram, em sua maioria, 0 SUCeESSO com esta
forma de conservacdo das mais variadas espécies, tais como Jatropha curcas L.
(GOLDFARB et al.,, 2010), Caesalpinia echinata Lam. (MOTTA et al.,, 2007),
Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl. (MARTINS et al., 2009), Allium cepa L.
(MOLINA et al., 2006), Ricinus communis L. (SANTOS, 2010).

De acordo com Vendrame et al. (2014), o ponto critico da
criopreservacdo é o grau de umidade das sementes que passaram por esse
processo, pois se houver pouca agua nos tecidos, estes sofrerdo desidratacao
excessiva e ndo sobreviverdo. Por outro lado, se houver grande quantidade de agua,
havera a formacdo de cristais de gelo no interior das células. Essas estruturas
podem ocasionar o rompimento da membrana celular e resultar em morte das

células, e evitar a formacéo desses cristais de gelo contribuira grandemente para o
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sucesso da criopreservacao (BIAN et al,. 2002).

Os protocolos devem abranger os procedimentos de coleta e
desinfeccao das sementes, técnicas de desidratacédo e graus de umidade ideais para
cada espécie, formas de proteger as células contra injdrias, técnicas de
congelamento e descongelamento, germinacéo das sementes até a aclimatizacéo e

producdo das mudas.

2.4.2 Principios e Metodologias

Na criopreservacao, a tolerancia dos tecidos vegetais a desidratacéo
e a temperatura do nitrogénio liquido (-196°C) influencia na sua sobrevivéncia.
Assim, é de grande importancia conhecer quais 0os mecanismos bioguimicos e
biofisicos que sédo responsaveis pela resposta dos tecidos a desidratacdo e ao
congelamento (STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995). Em temperaturas ultrabaixas,
0s Unicos estados fisicos que existem sdo o cristalino e o vitreo, em ambos o

metabolismo € praticamente nulo (KARTHA, 1985).

2.4.2.1 Congelamento lento e rapido

Segundo Engelmann (1997), entre os primeiros métodos de
criopreservacdo desenvolvidos estd o congelamento lento, no qual é feito o
resfriamento e o congelamento do material vegetal de forma lenta até uma
temperatura por volta de -40°C a uma velocidade de 1 a 10°C/hora, usando um
congelador programavel, seguido de imersdo direta em nitrogénio liquido (Figura
2.4.2).
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Figura 2.4.2 — Protocolo para criopreservacao pelo método do congelamento lento
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Fonte: Autor desconhecido

Por esse método ocorre a formacdo de gelo no meio externo,
enquanto o meio intracelular fica em estado de super-resfriamento, mas néo
congelam. Se este processo ocorrer de forma bastante lenta, a célula perde agua
pois a pressao de vapor da agua na célula excede aquela do exterior celular
congelado, e com a progressiva reducdo da temperatura a agua se difunde do
interior das células para a solucdo extracelular e € convertida em gelo na superficie
das células ou entre o protoplasto e a parede celular, ocorrendo assim, o processo
chamado de desidratagao induzida por congelamento, evitando portanto, a formacéao
de gelo em seu interior. Quando o potencial hidrico das células parcialmente
desidratadas iguala-se ao do gelo extracelular, um equilibrio é estabelecido e a
desidratacdo adicional ndo ocorrera, contanto que a temperatura permaneca
constante (SANTOS, 2000).

No congelamento pelo método rapido (Figura 2.4.3) a desidratacéo
causada pelo estado de super-resfriamentodo meio intracelular ndo ocorre e os
cristais de gelo sdo formados no interior das células, causando injurias e até a morte
destas, mas apds o descongelamento as células intactas podem reabsorver agua e
ganhar turgor novamente (STEPONKUS e WEBB, 1992).
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Figura 2.4.3 — Protocolo para criopreservacao pelo método do congelamento rapido.
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2.4.2.2 Vitrificacao

A vitrificacdo € a técnica mais utilizada para criopreservacdo de
explantes, por ser facil de conduzir, ndo requerer o uso de equipamentos
programaveis ou ultra freezers, mas acima de tudo, por apresentar alta porcentagem
de restabelecimento.

E um método eficiente contra o congelamento, pois as solugdes
crioprotetoras utilizadas sdo altamente concentradas e superesfriam sob
temperatura muito baixa, assim, ocasionam a solidificacdo das estruturas de forma
que se mantenham viscosas e estaveis, além de evitar a formacédo de cristais de
gelo no interior das células e injurias causadas por estes (SAKAI, 1995).

O estado vitreo tem muitos outros efeitos benéficos para a célula
desidratada: limitacdo da perda de agua, da cristalizacdo de sais e proteinas no
citoplasma, protecdo contra mudancas no pH a medida que a 4gua é removida, e
prevencdo de colapso celular durante a perda de agua. A vitrificacdo restringe a
difusdo de substratos e produtos dentro da célula, levando a um estado de
quiescéncia metabodlica e resultando na prevencdo de reacdes quimicas
dependentes do processo de difusdo. Devido a estas caracteristicas do estado
vitreo, a deterioragdo de sistemas bioldégicos € suprimida, assegurando a
estabilidade durante o periodo de quiescéncia (SANTOS, 2000).
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A vitrificacdo é obtida através da desidratacdo dos tecidos até um
grau de umidade em que nao existe agua livre para a cristalizacdo antes de
mergulharem no nitrogénio liquido. Isso pode ser feito por dessecacdo em fluxo
laminar ou dessecador com silica gel e também, por tratamento com solucfes
quimicas altamente concentradas de crioprotetores, tais como dimetilsulfoxido
(DMSO), etileno glicol, metanol, glicerol e propileno glicol. AclUcares como a
sacarose, trealose e glucose tém sido utilizados com essa finalidade por serem
excelentes agentes vitrificadores e por ndo apresentarem toxicidade para as células
vegetais, mesmo quando se acumulam em grande quantidade nas células
(KARTHA, 1985; SAKAI, 1995).

O PVS2 (plant vitrification solution 2) é uma das solu¢cdes mais
utilizada no processo de vitrificagdo. Originalmente composta de 30% de glicerol,
15% de etileno glicol, 15% DMSO e 0,15 mol L™ de sacarose (SAKAI; KOBAYASHI;
OIYAMA, 1990), posteriormente foi modificado e passou-se a utilizar a concentracao
de 0,4 mol L™ de sacarose (NISHIZAWA et al., 1993).

Apéds o tratamento com solugdes crioprotetoras e de vitrificacao, o
material vegetal € imerso em nitrogénio liquido e congelado. Segundo Bajaj (1995),
o descongelamento pode ser de modo lento a temperatura ambiente ou rapido pela

imerséo dos recipientes em agua a 37 a 40°C (Figura 2.4.4).
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Figura 2.4.4 — Protocolo para criopreservacao pelo método da vitrificacéo.
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Panis e Lambardi (2006) destacam que o método da vitrificacdo se
mostrou por diversas vezes ser muito eficiente para a conservacgédo de explantes de

apices caulinares de plantas lenhosas.

2.4.2.3 Desidratacéo

Segundo Engelmann (2004), o método consiste em desidratar o
material vegetal em camara de fluxo laminar ou em dessecador com silica gel e
posteriormente imersdo em nitrogénio liquido para congelamento rapido. E uma
técnica que tem sido aplicada em embribes zigoéticos, apices caulinares e eixos

embrionarios.
2.4.2.4 Encapsulamento
De acordo com Vendrame et al. (2014), € um método baseado na

tecnologia de producdo de sementes sintéticas, em que o material vegetal € envolto

por uma capsula de alginato de calcio. Ap6s esse procedimento o material é
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submetido ao pré-cultivo em meio com alta concentracdo de sacarose, a

desidratacdo e entdo ao congelamento em nitrogénio liquido.

2.4.2.5 Encapsulamento-desidratagéo

O encapsulamento-desidratacdo € um método proposto por
Dereuddre et al. (1990), em que célula, tecido ou 6rgdo de uma planta sao
encapsulados em gel de alginato de célcio, as quais sdo entdo pré-cultivadas em um
meio contendo altos niveis de sacarose, desidratados por exposi¢cdo ao ar da capela
de fluxo laminar ou com silica gel, diretamente imersos em nitrogénio liquido e
lentamente descongelados, protegendo a estrutura embebida e tornando-a
resistente a tratamentos que poderiam ser letais (PAULET et al., 1993).

Bachiri et al. (1995) comentam que esse método facilita 0 manuseio
de explantes muito pequenos, simplifica o meio crioprotetor, ndo utiliza congeladores
programaveis, independe da velocidade de congelamento e possibilita um maior
namero de explantes sobreviventes a exposicao ao nitrogénio liquido.

Trabalhos tém demonstrado o sucesso com 0 uso desse método
para diferentes 6rgdo e tecidos de varias espécies, tais como, Rabdosia rubescens
(Hemsl.) H.Hara (Al; LU; SONG, 2012); Artemisia herba-alba Asso. (SHARAF et al.,
2012); videira (GANINO et al., 2012) além da Orchidaceae Cyrtopodium hatschbachii
Pabst (SURENCISKI et al., 2012).

2.4.2.6 Droplet freezing

Consiste no tratamento do material vegetal com solucdes
crioproteras, depois com solucéo de vitrificacdo e em seguida o material € colocado
sobre tiras de papel aluminio com goticulas de solucdo de vitrificacdo, e assim, sédo
submetidas ao congelamento em nitrogénio liquido (SANT et al., 2008).

O uso desse método € mais frequente na criopreservacdo de
meristemas, e diversos autores relataram o sucesso no uso desta técnica em
merismas de bananeira (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005), macieira (CONDELLO
et al., 2009), oliveira (SANCHEZ-ROMERO; SWENNEN; PANIS, 2009) e abacateiro
(GUZMAN et al., 2009).
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2.4.3 Crioprotetores

Segundo Vendrame et al. (2014), um dos problemas enfrentados
durante o processo de criopreservacdo era os danos sofridos pelas células, mais
especificamente pelas membranas celulares, devido a desidratacdo e aumento da
concentracdo de soluto além da formacdo de cristais de gelo que causam o
rompimento destas membranas e consequentemente a morte da célula. Assim, a
descoberta de substancias chamadas crioprotetoras, capazes de proteger as células
de possiveis injurias, fez com que a técnica de criopreservagédo obtivesse um grande
avango e sucesso com os resultados.

A primeira acao crioprotetora descoberta foi a do glicerol. Isso ocorreu
acidentalmente em 1949 durante a tentativa de preservar espermatozéides de aves.
Dez anos mais tarde foi descrito a utilizacdo do dimetilsulféoxido (DMSO) como agente
crioprotetor, com a caracteristica de conferir maior permeabilidade a varios tipos de
células em relacéo ao glicerol (CASTRO et al., 2011). O DMSO tornou-se a substancia
crioprotetora mais utilizada, embora haja indicios de ter efeitos toxicos quando utilizada
a temperatura ambiente (SIMIONE, 1998).

As substancias crioprotetoras sao classificadas entre intracelulares e
extracelulares. As intracelulares sé&o solventes organicos de baixo peso molecular que
possuem a capacidade de penetrar na célula (RALL; REID; POLGE, 1984), como por
exemplo, propilenoglicol, etilenoglicol, glicerol e DMSO. As extracelulares sé&o
substancias que nao penetram na célula e sdo responsaveis pela desidratacédo
causada por uma maior concentragédo de solutos no meio externo da célula (FRANKS,
1982), como por exemplo, sacarose, amido, polivinilpirrolidona (PVP) e 6xido de
polietileno.

O floroglucinol (1,3,5-tri-hidroxibenzeno) é um benzenotriol conhecido
pela sua propriedade de regulador de crescimento (SARKAR; NAIK, 2000). Estudos
mostram que o floroglucinol tem sido usado para aumentar o crescimento e a taxa de
rebentos axilares em varias plantas lenhosas, estimular o desenvolvimento de raizes
adventicias em brotos in vitro de espécies arbodreas diferentes, aumentar a
sobrevivéncia dos meristemas ou 4pices caulinares in vitro (JONES, 1976; JAMES,
1997, 1983; GOUDARZI et al., 1997; DEMIRALAY et al., 1998), além de apresentar um
efeito sinérgico com auxina durante a formacao de raiz (JAMES; THURBON, 1981,

SHARIFIAN et al, 2009). Floroglucinol € também conhecido por proteger as células
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contra danos oxidativos por radicais livres e por possuir efeito crioprotetor contra o
stress oxidativo e metabdlicos relacionados (BENSON; BREMNER, 2004; KANG et al.,
2006).

2.4.4 Criopreservacao de Orquideas

Pesquisas sobre criopreservacdo de orquideas tem sido
intensificadas nos ultimos tempos. Para isso, diferentes materiais vegetais tém sido
utilizados, como por exemplo: sementes (GALDIANO JUNIOR. et al., 2012;
SURENCISKI et al., 2012), protocormos (VENDRAME; FARIA, 2011), pdélen
(CARVALHO, 2006), embrides zigoticos (ISHIKAWA et al.,1997) e suspensao celular
(TSUKASAKI et al., 2000).

Vendrame e Faria (2011) trabalhando com floroglucinol na
criopreservacdo de protocormos de Dendrobium nobile Lindl., observaram que
protocormos imersos em nitrogénio liquido sem pré-tratamento crioprotetor nao
sobreviveram e que o tratamento com a combinacdo de glicerol 2M por 20 minutos,
seguido por PVS2 com floroglucinol 1% durante 10 minutos antes da imersédo em

nitrogénio liquido, promoveram os melhores resultados, com 68% de sobrevivéncia.

2.4.4.1 Criopreservagdo de sementes de orquideas

De acordo com Pritchard e Seaton (1993) a criopreservacdo de
sementes € uma estratégia importante para conservacao de espécies de orquideas
em extincdo ou de interesse para o melhoramento, pois, acarreta menos gastos e
necessita de pouco espaco.

As sementes de orquideas apresentam comportamento semelhante
aos das sementes ortodoxas e, como tais, séo fisiologicamente afetadas pelas
condicbes de armazenamento, incluindo as de criopreservacdo (PRITCHARD;
POYNTER; SEATON, 1999). O ponto critico na criopreservagdo de sementes
ortodoxas € definir o grau de umidade ideal antes da imersédo em nitrogénio liquido.

Para se escolher o método de conservacdo a ser utilizado deve-se
levar em conta o custo da implantagdo e manutencdo, a mao de obra e a
longevidade que se deseja alcancar (TOWILL, 2000, 2002).
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Sementes de 30 espécies de orquideas foram armazenadas a -
10°C. Foi observado que apoOs trés anos estas sementes permaneciam viaveis,
porém apdés 10 anos, todas as sementes estavam mortas (PRITCHARD, 1986).
Seaton e Hailes (1989) verificaram que ap6s 50 dias de armazenamento a -18°C
sementes de Cattleya aurantiaca (Bateman ex Lindl.) P.N.Don perderam sua
viabilidade, enquanto que, Thornhill e Koopowitz (1992), verificaram que mesmo
apos 400 dias de armazenamento nas mesmas condi¢des, sementes dessa mesma
espécie permaneciam viaveis.

Em estudo sobre a conservacdo de orquideas nativas do cerrado,
Mello (2000), observou que quando armazenadas em nitrogénio liquido ocorreu a
manutencdo da viabilidade das sementes mostrando que € uma técnica viavel para
conservacao dessas orquidaceas. Sementes desidratadas de Dendrobium candidum
Wall. ex Lindl. (WANG et al.,, 1998) e de Bratonia (POPOVA; NIKISHIRA, 2003),
colocadas diretamente em nitrogénio liquido, apresentaram altas porcentagens de
germinagao.

O método de Vvitrificagdo tem sido o mais estudado pelos
pesquisadores por ser rapido e de baixo custo. Galdiano Junior et al. (2012),
trabalhando com hibrido de Dendrobium, observaram que os tratamentos utilizando
PVS2 com floroglucinol 1% e PVS2 com floroglucinol 1% e Supercool X1000 foram
0S (que apresentaram maior porcentagem de sementes viaveis apdés a
criopreservacao.

Criopreservando sementes imaturas de Cyrtopodium hatschbachii
Pabst pelo método do encapsulamento-desidratagéo, foi relatado que a viabilidade
das sementes nado foi afetada pelo congelamento e que os melhores resultados
foram obtidos com pré-tratamento em sacarose (SURENCISKI et al., 2012).

De acordo com Thammasiri (2000) sementes de Doritis pulcherrima
Lindl. tratadas com PVS2, em temperatura ambiente e congeladas em nitrogénio
liquido apresentaram germinacdo de 62%, enquanto que as sementes colocadas
diretamente no nitrogénio liquido sem a desidratacdo em solucdo de PVS2, ndo
germinaram.

Hirano, Ishikawa e Mii (2005), utilizando o método de vitrificagdo em
sementes imaturas de Ponerorchis graminifolia var. suzukiana (Ohwi) So0,
obtiveram 86% de sementes viaveis quando tratadas com PVS2 por 60 minutos

antes da criopreservacgao. Hirano et al. (2005) em trabalho com sementes imaturas,
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com idades variando de dois a seis meses de Bletilla striata (Thunb.) Rchb.f., pré-
tratadas com PVS2 a 0°C por duas horas, obtiveram com sementes de quatro meses
de idade maior porcentagem de germinacado (78%), do que as colocadas
diretamente em nitrogénio liquido (32%).

Segundo Nikishina et al. (2007), as taxas de germinacdo de
sementes apos a sua exposicdo ao nitrogénio liquido sdo dependentes das espécie.
Nikishina et al. (2001), utilizando a criopreservacdo em sementes de Asparagus
officinallis L., observaram que nos estagios iniciais de germinacdo é preferivel a
auséncia de luz para melhor satisfazer as exigéncias fisioldgicas.

Estudo com Vanda coerulea Griff. ex Lindl. mostra o sucesso na
criopreservacao utilizando o método da vitrificacao, pois cerca de 67% das sementes
tratadas com PVS2 por 70 minutos foram capazes de desenvolver plantulas normais,
sendo que, as nédo tratadas com PVS2 nao germinaram (THAMMASIRI; SOAMKUL,
2007).

O sucesso da criopreservagdo pelo método da vitrificacdo é
destacado em sementes das orquideas Doritis pulcherrima Lindl. (THAMMASIRI,
2000) Dendrobium candidum Wall. ex Lindl. (WANG et al., 2011), hibridos de
Dendrobium (VENDRAME; CARVALHO; DIAS, 2007), Phaius tankervilleae (Banks)
Blume (HIRANO et al., 2009) e espécies de Cymbidium (HIRANO et al., 2011).

A vitrificacdo em goticulas € uma modificagdo do método de
vitrificacdo. S&o microgotas do crioprotetor colocadas em uma faixa de folha de
aluminio, no qual os explantes sdo congelados e posteriormente aquecidos. As
folhas se tornam um local para fécil alocacdo de grande nimero de germoplasma e
submersao ao nitrogénio liquido. Além disso, a folha de aluminio € um bom condutor
de calor e muito importante para o congelamento das amostras, etapa que devera
ser rapida a fim de evitar o efeito danoso da formacéo de cristais de gelo que pode
ocorrer durante esta fase (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; SAKAI,
ENGELMANN, 2007; ENGELMANN, 2011).
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3 ARTIGOS

3.1 ARTIGO A: SOLUCOES CRIOPROTETORAS NA CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE

ORQUIDEAS BRASILEIRAS

3.1.1 Resumo

O objetivo desde trabalho foi avaliar a eficiéncia do uso de solu¢des crioprotetoras
em sementes das orquideas Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f.,
submetidas a criopreservacao em nitrogénio liquido. Os tratamentos consistiram da
imersdo das sementes em solucdes crioprotetoras e de vitrificacdo antes da imersao
em nitrogénio liquido (NL) (-196 °C), conforme os tratamentos a seguir: T1 - controle;
T2 - glicerol 2M (20 min); T3 - sacarose 0,4M (20 min); T4 - glicerol 2M (20 min) +
sacarose 0,4M (20 min); T5 - glicerol 2M (20 min) + PVS2 (10 min); T6 - glicerol 2M
(20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 min); T7 - sacarose 0,4M (20 min) +
PVS2 (10 min); T8 - sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10
min); T9 - glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 (10 min); T10 -
glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 com 1% de floroglucinol (10
min). Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Nas sementes de Cattleya labiata Lindl. do
tratamento T1 apresentaram maior percentual de viabilidade, atingindo o valor de
99% de sementes viaveis, enquanto as dos tratamentos T2 e T3 foram as que
tiveram os menores valores, 41 e 32%, respectivamente. As sementes de Miltonia
regnelli Rchb.f., tiveram redugdo consideravel da viabilidade na maioria dos
tratamentos, quando comparadas a viabilidade inicial. As sementes do tratamento T1
foram as que apresentaram o0 maior percentual de sementes vidveis apdés o
descongelamento, 83%. Enquanto que as sementes submetidas aos tratamentos T3,
T4, T7 e T8 nédo registraram sementes viaveis. Para a criopreservacao de sementes
das orquideas brasileiras Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. ndo é
necessario o uso de crioprotetores.

Palavras-chave: Nitrogénio liquido. Viabilidade. Cattleya labiata Lindl.. Miltonia
regnelli Rchb.f..

CRYOPROTECTANTS SOLUTIONS IN CRYOPRESERVATION OF BRAZILIAN ORCHIDS SEED

Abstract

The objective of this study was to evaluate the efficiency of the use of cryoprotectant
solutions in seeds of Cattleya labiata Lindl. and Miltonia regnelli Rchb.f. orchids,
submitted to cryopreservation in liquid nitrogen. The treatments consisted of
immerging the seeds in cryoprotectant solutions and vitrification before immersion in
liquid nitrogen (NL) (-196 ° C), according to the following treatments: T1 - control; T2
- glycerol 2M (20 min); T3 - saccharose 0.4M (20 min); T4 - glycerol 2M (20 min) +
saccharose 0.4 M (20 min); T5 - glycerol 2M (20 min) + PVS2 (10 min); T6 - glycerol
2M (20 min) + PVS2 with phloroglucinol at 1% (10 min); T7 - saccharose 0.4 M (20
min) + PVS2 (10 min); T8 - saccharose 0.4M (20 min) + PVS2 with phloroglucinol at
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1% (10 min); T9 - glycerol 2M (20 min) + saccharose 0.4 M (20 min) + PVS2 (10
min); T10 - glycerol 2M (20 min) + saccharose 0.4 M (20 min) + PVS2 with 1%
phloroglucinol (10 min). The data were submitted to analysis of variance (ANOVA)
and average compared by the test of Tukey at 5%. In Cattleya labiata Lindl. seeds,
the T1 treatment seeds, which did not pass by pretreatment with cryoprotectant
solutions, presented a higher percentage of viability, reaching a value of 99% of
viable seeds. While the T2 and T3 treatments were those that had the lowest values,
41 and 32%, respectively. The Miltonia regnelli seeds, had considerable reduction of
viability in most treatments, when compared to the initial viability. The T1 treatment
seeds were those with the highest percentage of viable seeds after thawing, 83%.
While seeds submitted to the treatments T3, T4, T7 and T8 reported no viable seeds.
For cryopreservation of Brazilian Cattleya labiata Lindl. and Miltonia regnelli Rchb.f.
orchids seeds the use of cryoprotectants is not necessary.

Keywords: Liquid nitrogen. Viability. Cattleya labiata Lindl.. Miltonia regnelli Rchb.f..

3.1.2Introducao

As orquideas produzem milhares de sementes e estdo entre as de
menor tamanho, porém sua comercializacdo nao ocorre, devido a particularidades
das condicdes de germinacdo (FARIA et al.,, 2012). As sementes de orquideas
apresentam comportamento semelhante aos das sementes ortodoxas e, como tais,
sao fisiologicamente afetadas pelas condigbes de armazenamento, incluindo as de
criopreservacdo (PRITCHARD E SEATON, 1993; PRITCHARD; POYNTER;
SEATON, 1999; PRITCHARD E PRENDERGAST, 1989).

Devido a continua destruicdo dos habitats naturais, comércio ilegal,
acado de colecionadores de orquideas e a sua lenta multiplicacdo por vias naturais de
propagacdo muitas espécies estdo desaparecendo (HOSSAIN, 2008; JUNGHANS e
SOUZA, 2009). Para a conservacao de orquideas, sdo necessarias estratégias a
longo prazo, sendo que bancos de semente tem se mostrado uma boa opcao para
conservagao ex situ.

A criopreservacdo em nitrogénio liquido é um método de
conservacao de material biolégico em temperaturas extremamente baixas, de -
196°C na fase liquida ou -150 °C em sua fase de vapor, mantendo as caracteristicas
originais do material apés o descongelamento (SANTOS, 2000). Em temperaturas
ultrabaixas, o0s Unicos estados fisicos que existem sao o cristalino e o vitreo, sendo
que, em ambos 0 metabolismo € praticamente nulo (KARTHA, 1985).

A vitrificacdo é a técnica mais utilizada para criopreservagdo. Nessa

técnica ocorre desidratacdo dos tecidos, em fluxo laminar ou dessecador com silica
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gel, ou entdo por tratamento com solu¢des quimicas altamente concentradas de
crioprotetores, tais como dimetilsulféxido (DMSO), etileno glicol, metanol, glicerol,
propileno glicol, sacarose, trealose e glucose, até um grau de umidade em que nao
existe 4gua livre para a cristalizacdo antes de mergulharem em nitrogénio liquido
(KARTHA, 1985; SAKAI, 1995).

Segundo Vendrame et al. (2014), um dos problemas enfrentados
durante o processo de criopreservacao sdo os danos sofridos pelas células, devido a
desidratacdo e aumento da concentracdo de soluto além da formacao de cristais de
gelo que causam o rompimento destas membranas e consequentemente a morte da
célula. Assim, com a descoberta de substancias chamadas crioprotetoras, capazes
de proteger as células de possiveis injurias, fez com que a técnica de
criopreservacao obtivesse um grande avanco e sucesso com os resultados.

As substancias crioprotetoras sao classificadas em intracelulares e
extracelulares. As intracelulares sdo solventes organicos de baixo peso molecular
gue possuem a capacidade de penetrar na célula (RALL; REID; POLGE, 1984),
como por exemplo, propilenoglicol, etilenoglicol, glicerol e DMSO. As extracelulares
sao substancias que ndo penetram na célula e sédo responsaveis pela desidratacéo
causada por uma maior concentracdo de solutos no meio externo da célula
(FRANKS, 1982), como por exemplo, sacarose, amido, polivinilpirrolidona (PVP) e
oxido de polietileno.

O floroglucinol  (1,3,5-tri-hidroxibenzeno) € um benzenotriol
conhecido pela sua propriedade de regulador de crescimento (SARKAR e NAIK,
2000). E também conhecido por proteger as células contra danos oxidativos por
radicais livres e por possuir efeito crioprotetor contra o stresse oxidativo e
metabolitos relacionados (BENSON e BREMNER, 2004; KANG et al, 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do uso de solucdes
crioprotetoras em sementes das orquideas Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli
Rchb.f., submetidas a criopreservacdo em nitrogénio liquido.

3.1.3 Material e Métodos
O experimento foi realizado no laboratério de Fitotecnia, setor de

criopreservacdo, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) — PR.
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Cépsulas maduras de sementes das orquideas Cattleya labiata
Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. Rchb. f. foram obtidas por polinizacéo artificial de
plantas cultivadas em estufa. As capsulas maduras foram coletadas e a superficie
esterilizada numa solucdo de hipoclorito de sédio a 3% durante 20 min, sob uma
camara de fluxo laminar estéril. As capsulas esterilizadas foram dissecadas, usando
um bisturi, as sementes removidas da capsula, avaliadas quanto ao grau de
umidade, a viabilidade por meio do teste de tetrazolio e submetidas aos tratamentos
e a criopreservacao.

O grau de umidade inicial das sementes obtido pelo método
gravimétrico com a utilizacdo de estufa a 105 + 3°C, baseado no peso da agua
removida das sementes durante sua permanéncia na estufa por 24 horas. Para isso
foi feita a média aritimética de quatro sub-amostras de 0,001 g de sementes, 0s

resultados foram obtidos conforme Equacéo 1:

100 (¢ — )

%= -

Onde:

U — grau de umidade em porcentagem de base umida (b.u). %

P — peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais o peso da semente Umida;
p — peso final, peso do recipiente e sua tampa mais 0 peso da semente seca;

t —tara, peso do recipiente com sua tampa.

No teste de tetrazolio, as sementes foram previamente embebidas
durante 24 horas em agua destilada a 25°C, em seguida imersas em solucédo aquosa
de 1% de sal de tetrazolio (cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazdélio) e mantidas na auséncia
de luz a 30°C, durante 24 horas. A contagem foi realizada ao microscopio
estereoscopico Motic, considerando-se como viaveis as sementes portadoras de
embrides coloridos de vermelho (LAUZER; ST-ARNAUD; BARABE, 1994). Para o
calculo da porcentagem de sementes viaveis ndo foram consideradas sementes
vazias, ou seja, que ndo apresentavam embrido. No inicio do experimento o lote das
sementes de Cattleya labiata Lindl. apresentava 9% de grau de umidade e 98% de
viabilidade, enquanto que das sementes de Miltonia regnelli Rchb.f. apresentavam
8% de grau de umidade e 47% de viabilidade.

Para cada tratamento, 50mg de sementes foram colocadas em

criotubos contendo 1 mL de uma solu¢cdo de composicédo diferente (glicerol 2M,
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sacarose 0,4M isoladamente, ou a mistura glicerol 2M com sacarose 0,4M durante
20 min a 25°C, como descrito por Nishizawa et al. (1993). Em seguida, foi
adicionada uma solucéo de vitrificacdo de planta conhecida como PVS2, durante 10
min a 0°C (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990). O PVS2 é composto de 30% (v/v)
de glicerol, 15% (v/v) de etilenoglicol, 15% (v/v) dimetil sulfoxido (DMSQO) e sacarose
0,4M.

Os tratamentos consistiram da imersao de sementes em diferentes
solugbes crioprotetoras e solucdes de vitrificagdo, respectivamente, com ou sem

floroglucinol 1%, antes da imersao em nitrogénio liquido (NL) a -196° C:

T1 - controle: sem sacarose, sem glicerol, sem PVS2, sem floroglucinol
T2 - glicerol 2M (20 min)

T3 - sacarose 0,4M (20 min)

T4 - glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min)

T5 - glicerol 2M (20 min) + PVS2 (10 min)

T6 - glicerol 2M (20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 min)

T7 - sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 (10 min)

T8 - sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 min)
T9 - glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 (10 min)
T10 - glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 com 1% de floroglucinol
(20 min).

Apoés 15 dias em nitrogénio liquido, os criotubos foram removidos e
reaquecidos a 40°C em banho de agua durante 1,5 min. As solu¢bes de
criopreservacdo foram removidas dos criotubos com auxilio de uma pipeta de
Pasteur, sob camara de fluxo laminar.

Uma parte das sementes foi submetida ao teste de tetrazolio para
avaliacdo da porcentagem de sementes viaveis. Outra parte das sementes foi
colocada para germinar em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com metade
da concentracdo de macronutrientes. O pH foi corrigido com KOH para 5,8. O meio
MS foi distribuido em frascos de vidro (40mL/frasco), estes foram fechados com
tampa plastica e em seguida autoclavados a uma pressdo de 105kg/cm? e
temperatura de 121°C por 30 minutos (FARIA et al.,, 2012). Antes da semeadura,
10mg de cada lote de sementes foi desinfetado em solucdo de hipoclorito de sédio

(0,5%) por 15 minutos em camara e fluxo laminar e em seguida lavado com agua
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destilada e autoclavada. Gotejou-se 1,0mL das solucbes contendo 10mg de
sementes em 10mL de agua sobre o meio MS nos frascos de vidro, estes foram
tampados e vedados com filme de PVC e acondicionados em sala de crescimento
com temperatura de 25°C, fotoperiodo de 16 horas e luminosidade 120 umol s*m™
proveniente de lampadas fluorescentes. Para cada tratamento de sementes foram
semeados 10 frascos.

Depois de 90 dias, as sementes formando protocormos foram
subcultivadas no meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), modificado com metade
da concentracdo dos macronutrientes (1/2 MS). Apos 150 dias foi determinada a
percentagem de protocormos que sobreviveram ao subcultivo, massa fresca e seca
de plantulas e, devido as caracteristicas das plantulas, foi avaliado o niumero de
brotos formados apenas nas plantulas de Cattleya labiata Lindl..

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10
tratamentos e 10 repeticbes, com 10mg de sementes por tratamento. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5%.

3.1.4 Resultados e Discussao

ApoOs o descongelamento parte das sementes foi submetida ao teste
de tetrazdlio para andlise da viabilidade e outra parte foi colocada para germinar e
dar origem as plantulas (Figura 3.1.1). Nas sementes de Cattleya labiata Lindl. as
sementes do tratamento T1 apresentaram maior percentual de viabilidade do que as
dos tratamentos T4, T5, T6 T7 e T8, atingindo o valor de 99% de sementes viaveis,
em relacdo a viabilidade inicial. Enquanto que as dos tratamentos T2 e T3 foram as
que tiveram o0s menores valores, 41 e 32%, respectivamente. Na avaliagdo de
sobrevivéncia apos o subcultivo, a porcentagem de sobrevivéncia se manteve alta
para esta espécie, os tratamentos T6, T9 e T10 apresentaram 100% de
sobrevivéncia, sendo superiores ao tratamento T2, mas ndo diferindo dos demais

tratamentos (Tabela 3.1.1).
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Figura 3.1.1 — Sementes criopreservadas em nitrogénio liquido e submetidas ao
teste de tetrazdlio: Cattleya labiata Lindl. (a) e Miltonia regnelli Rchb.f. (b); plantula
oriunda de sementes submetidas a criopreservacdo em  nitrogénio liquido pré-

tratadas 150 dias apOs o subcultivo: Cattleya labiata Lindl. (c) e Miltonia regnelli
Rchb.f. (d).

1
¥
|
o

Fonte: Proprio autor

As sementes de Miltonia regnelli Rchb.f., tiveram reducéo
consideravel da viabilidade na maioria dos tratamentos, quando comparadas a
viabilidade inicial. As sementes do tratamento T1, que ndo passaram por nenhum
tratamento antes do congelamento em nitrogénio liquido foram as que apresentaram
0 maior percentual de sementes viaveis apos o descongelamento, 83% em relacdo a
viabilidade inicial. Enquanto que, as sementes submetidas aos tratamentos T3, T4,
T7 e T8 nédo registraram sementes viaveis, e 0s demais tratamentos ndo atingiram
valores superiores a 13% para esta variavel. No subcultivo os tratamentos T1 e T6
tiveram 100% de sobrevivéncia, sendo superiores aos tratamentos T2, T5 e T9 com

80%, que por sua vez foram superiores ao tratamento T10 com 70% de
sobrevivéncia (Tabela 3.1.1).
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Tabela 3.1.1 — Porcentagem de sementes viaveis (SV) de Cattleya labiata Lindl. e
Miltonia regnelli Rchb.f., pelo método do tetrazélio, tratadas com solucbes
crioprotetoras e submetidas a criopreservacdo em nitrogénio liquido e porcentagem
de protocormos provenientes de sementes criopreservadas que se mantiveram vivos
apos 150 dias do subcultivo (PV).

Tratamentos Cattleya labiata Lindl. Miltonia regnelli Rchb.f.
SV (%)** PV (%) SV (%)*** PV (%)
T1 99 a* 95 ab* 83 a* 100 a*
T2 41 e 80b 13 b 80b
T3 32e 91 ab Oc -
T4 72d 98 ab Oc -
T5 84 bcd 89 ab 8 bc 80 b
T6 86 bc 100 a 4 bc 100 a
T7 80 cd 97 ab Oc -
T8 79 cd 96 ab Oc -
T9 91 abc 100 a 6 bc 80 b
T10 93 ab 100 a 4 bc 70 c
CV% 11,52 11,12 52,71 16,16

T1 - controle: sem glicerol, sem PVS2, sem floroglucinol; T2 - glicerol 2M (20 min); T3 - sacarose
0,4M (20 min); T4 - glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20min); T5 - glicerol 2M (20 min) + PVS2
(10 min); T6 - glicerol 2M (20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 min); T7 - sacarose 0,4M (20
min) + PVS2 (10 min); T8 - sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 min); T9 -
glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 (10 min); T10 - glicerol 2M (20 min) + sacarose
0,4M (20 min) + PVS2 com 1% de floroglucinol (10 min).

*Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna, ndo diferem pelo teste Tukey, a 5%.
** A viabilidade inicial das sementes de Cattleya labiata Lindl. era de 98%

*** A viabilidade inicial das sementes de Miltonia regnelli Rchb.f. era de 47%

Fonte: Proprio autor

Apos o periodo de 150 dias, as plantulas de Cattleya labiata Lindl. do
tratamento T9 apresentaram valores de massa fresca superiores ao tratamento T5,
sendo 0,077 e 0,035g, respectivamente, mas nao diferenciaram dos demais
tratamentos. Para a variavel massa seca de plantula e nimero de brotos ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, os valores variaram de 0,006
a 0,012g de massa seca e de 0,63 a 1,53 para numero de brotos. Para as plantulas
de Miltonia regnelli Rchb.f. ndo houve diferenga tanto para a variavel massa fresca,
com valores entre 0,008 e 0,016g, quanto para massa seca, com valores entre
0,0011 e 0,0022g (Tabela 3.1.2).
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Tabela 3.1.2 — Massa fresca (g) (MFP) e massa seca (g) (MSP) de platulas de
Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. e nimero de brotos (NB) de Cattleya
labiata Lindl., tratadas com solucfes crioprotetoras e submetidas a criopreservacgao
em nitrogénio liquido.

Tratamentos Cattleya labiata Lindl. Miltonia regnelli Rchb.f.
MFP (9) MSP (9) NB MFP (g) MSP (g9)
Tl 0,059 ab 0,007 a* 1,41 a* 0,012 a* 0,0021 a*
T2 0,042 ab 0,011 a 0,63 a 0,007 a 0,0011 a
T3 0,049 ab 0,008 a 121a - -
T4 0,068 ab 0,008 a 153a - -
T5 0,035b 0,006 a 0,63 a 0,013 a 0,0022 a
T6 0,049 ab 0,008 a 0,98 a 0,016 a 0,0021 a
T7 0,052 ab 0,009 a 1,11a - -
T8 0,069 ab 0,012 a 1,42 a - -
T9 0,077 a 0,011 a 1,47 a 0,010 a 0,0022 a
T10 0,076 ab 0,010 a 1,46 a 0,008 a 0,0012 a
CV% 38,95 48,41 46,84 34,41 30,88

T1 - controle: sem glicerol, sem PVS2, sem floroglucinol; T2 - glicerol 2M (20 min); T3 - sacarose
0,4M (20 min); T4 - glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20min); T5 - glicerol 2M (20 min) + PVS2
(10 min); T6 - glicerol 2M (20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 min); T7 - sacarose 0,4M (20
min) + PVS2 (10 min); T8 - sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 min); T9 -
glicerol 2M (20 min) + sacarose 0,4M (20 min) + PVS2 (10 min); T10 - glicerol 2M (20 min) + sacarose
0,4M (20 min) + PVS2 com 1% de floroglucinol (10 min).

*Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna, néo diferem pelo teste Tukey, a 5%.
Fonte: Proprio autor

A criopreservagcdo € uma estratégia importante na conservacao de
sementes de orquideas. As sementes de orquideas apresentam comportamento
semelhante aos das sementes ortodoxas e, como tais, sao fisiologicamente afetadas
pelas condicbes de armazenamento, incluindo as de criopreservacdo (PRITCHARD;
POYNTER; SEATON, 1999).

Para que se caracterize 0 sucesso do processo de criopreservacao,
€ necessario que se consiga a recuperacdo do material congelado (REED, 2008).
Estudando a conservacdo de orquideas nativas do cerrado, Mello (2000), observou
que quando armazenadas em nitrogénio liquido ocorreu a manutencao da
viabilidade das sementes mostrando que € uma técnica viavel. Sementes
desidratadas de Dendrobium candidum Wall. ex Lindl. (WANG et al., 1998) e de
Bratonia (POPOVA; NIKISHINA, 2003), colocadas diretamente em nitrogénio liquido,
apresentaram altas porcentagens de germinacao. Neste trabalho, a recuperacéo das
sementes congeladas foi bem sucedida, principalmente quando ndo foram utilizadas
solucdes crioprotetoras.

A taxa de germinacdo de sementes ap0s a sua exposicdo ao

nitrogénio liquido sdo dependentes das espécie, e podem ser menores ou maiores
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do que no controle (NIKISHIMA et al., 2007).

O uso de solu¢des osmoprotetoras e de vitrificacdo foram testadas
no intuito de avaliar se as mesmas proporcionariam boa recuperagcdo para as
sementes, mas isso nao pode ser constatado. Segundo Towill (2002), tais solucdes
aumentam a permeabilidade da parede celular para crioprotetores, reduzindo assim
os danos a eles durante a exposicdo a solucdes de vitrificacdo. O glicerol, a
sacarose e trealose sao crioprotetores comumente usados em protocolos de
criopreservacdo para aumentar a viscosidade da célula e, portanto, alcancar a
vitrificacdo de agua e de inibicdo da formacdo de cristais de gelo no interior das
células, beneficiando o processo de criopreservacdo (BENSON, 2008; FULLER,
2004).

O método da Vvitrificagdo tem sido o mais estudado pelos
pesquisadores por ser rapido e de baixo custo. Em trabalho com hibridos de
Dendrobium, Vendrame, Carvalho e Dias (2007) utilizaram o PVS2 na vitrificacdo de
sementes antes do congelamento e obtiveram 47 a 63% de sementes viaveis apos o
descongelamento. Galdiano Junior et al. (2012), trabalhando com hibrido de
Dendrobium, observaram que os tratamentos utilizando PVS2 com floroglucinol 1% e
PVS2 com floroglucinol 1% mais Supercool X1000 foram 0s que apresentaram maior
porcentagem de sementes vidveis apds a criopreservagdo, ainda segundo 0s
autores, as sementes que ndo foram tratadas com PVS2 n&o apresentaram
germinacao apds o descongelamento e as que foram expostas ao PVS2 durante 60
minutos apresentaram germinacao de 51%, no entanto, a germinacdo das sementes
foi ainda aumentada para 79% com a adicao de floroglucinol 1% a solugéo de PVS2.

Galdiano Junior et al. (2014), trabalhando com sementes do hibrido
de Dendrobium “Dong Yai”, observaram que sementes tratadas com PVS2 pelo
periodo de 1 a 3 h apresentou maior porcentagem de germinacéo (entre 51 e 58%),
sendo que as sementes germinadas foram posteriormente sub-cultivadas em meio
de cultura P-723 e desenvolveu plantas inteiras in vitro ap6s 180 dias, sem
caracteristicas anormais, doencas ou deficiéncias nutricionais.

Thammasiri (2000) estudando sementes de Doritis pulcherrima
tratadas com PVS2, observou que congeladas em nitrogénio liquido apresentaram
germinacdo de 62%, enquanto que as sementes colocadas diretamente no
nitrogénio liquido sem a desidratacdo em solucdo de PVS2, ndo germinaram.

Thammasiri e Soamkul (2007) obtiveram sucesso na criopreservacdo de Vanda



52

Vanda coerulea Griff. ex Lindl. utilizando o método da vitrificacdo, sendo que, cerca
de 67% das sementes tratadas com PVS2 por 70 minutos foram capazes de
desenvolver plantulas normais, por outro lado, sementes nao tratadas com PVS2
nao germinaram.

Hirano, Ishikawa e Mii (2005), utilizando o método de vitrificacdo em
sementes imaturas de Ponerorchis graminifolia var. suzukiana (Ohwi) So0,
obtiveram 86% de sementes viaveis quando tratadas com PVS2 por 60 minutos
antes da criopreservagao. Hirano et al. (2005) em trabalho com sementes imaturas,
com idades variando de dois a seis meses de Bletilla striata, pré-tratadas com PVS2
a 0°C por duas horas, observaram que sementes com quatro meses de idade
apresentaram maior porcentagem de germinagao (78%), do que as colocadas
diretamente em nitrogénio liquido (32%).

Assim, como demonstrado pelos diferentes autores, a necessidade
de pré-tratamento das sementes para 0 sucesso da criopreservacdo varia de
espécie para espécie. O presente estudo demonstrou que o processo de vitrificacao
nao foi eficiente para sementes de Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f.,
ndo sendo necessario 0 uso desta técnica, talvez porque tenha ocorrido a
desnaturacdo de proteinas da membrana celular, estresse oxidativo e
consequentemente a morte das células (HOEKSTRA et al., 2001, LE; MCQUEEN-
MASON, 2006).

3.1.5 Conclusao
Para a criopreservacdo de sementes das orquideas brasileiras

Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. ndo é necessario o uso de solucdes

crioprotetoras e de vitrificacao.
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3.2 ARTIGO B: GRAU DE UMIDADE NA CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ORQUIDEAS

NATIVAS DO BRASIL

3.2.1 Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar o grau ideal de umidade para
criopreservacdo das sementes das orquideas Cattleya labiata Lindl. e Miltonia
regnelli Rchb.f.. As sementes das orquideas foram submetidas ao processo de
secagem em estufa ou aumento da umidade em recipiente de vidro hermético até
alcancarem os graus de umidade estabelecidos para compor os seis tratamentos (4,
6, 8, 10, 12 e 15 %) e crioconservadas a -196°C durante 24 horas e em seguida,
descongeladas e analisadas. Tanto para C. labiata quanto para M. regnelli, as
sementes imersas em nitrogénio liquido com 4% de grau de umidade apresentaram
o maior percentual de viabilidade, atingindo 95% e 68% de sementes viaveis,
respectivamente, sendo que, as sementes com 12 e 15% de grau de umidade nao
apresentaram sementes viaveis. Em relacdo a massa fresca de plantula, ndo houve
diferenca entre as espécies avaliadas.

Palavras-chave: Nitrogénio liquido. Congelamento. Sobrevivéncia. Cattleya labiata
Lindl.. Miltonia regnelii.

DEGREE OF MOISTURE IN SEED CRYOPRESERVATION ORCHIDS NATIVE OF BRAZIL

Abstract

The objective of this study was to determine the ideal moisture content for
cryopreservation of Cattleya labiata Lindl. and Miltonia regnelli Rchb.f. orchids seeds.
The orchids seeds were submitted to the drying process in oven or increased
humidity in airtight glass container, until they reach the moisture established to
compose the six treatments (4, 6, 8, 10, 12 and 15%) and cryopreserved at -196 ° C
for 24 hours and then thawed and analyzed. For both Cattleya labiata Lindl. and
Miltonia regnelli Rchb.f., the seeds that were immersed in liquid nitrogen with 4%
moisture content had the highest percentage of viability, averaging 95% and 68% of
viable seeds, respectively, and, the seeds with 12 and 15% moisture content showed
no viable seeds. For fresh mass seedling, there was no difference between the
species evaluated.

Keywords: Liquid nitrogen. Freeze. Survival. Cattleya labiata Lindl.. Miltonia regnelli
Rchb.f..
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3.2.2 Introducao

Para que se tenha sucesso na conservacdo ex situ de
germoplasmas de orquideas, é necessario conhecer seu comportamento quando
submetidas a reducédo do grau de umidade e ao armazenamento em temperaturas
baixas (PRITCHARD; SEATON, 1993; KOOPOWITZ, 2001).

As sementes de orquideas sao ortodoxas, e como tais, séo
fisiologicamente afetadas pelas condicdes de armazenamento incluindo as de
criopreservacdo (PRITCHARD; SEATON, 1993; PRITCHARD; POYNTER; SEATON,
1999; PRITCHARD; PRENDERGAST, 1989).

A criopreservacdo é uma técnica que apresenta potencial para um
armazenamento sem limite de tempo, visto que, reduz o metabolismo a niveis tao
baixos que todos 0s processos bioquimicos séo praticamente paralisados (KARTHA,
1985). Algumas vantagens na utilizacdo desta técnica esta relacionado ao pequeno
espagco ocupado por um banco de germoplasma mantido em nitrogénio liquido,
simplicidade de manuseio e 0 baixo custo de investimento, uma vez que, nao exige
sistema de refrigeracao e eletricidade (ALMEIDA et al., 2002).

De acordo com Vendrame et al. (2014), o ponto critico da
criopreservacdo € o grau de umidade das sementes que passaram por esse
processo, pois, se houver pouca agua nos tecidos, estes sofrerdo desidratacédo
excessiva e ndo sobreviverdo. Por outro lado, se houver grande quantidade de agua,
havera a formacao de cristais de gelo no interior das células que podem ocasionar o
rompimento da membrana e resultar em morte das células.

Stanwood (1985), convencionou adotar um limite méximo de
umidade para o congelamento (Teor de Umidade Limite para a Criopreservacao-
TULC), acima do qual a viabilidade de uma amostra de sementes é reduzida durante
o congelamento. Este limite critico é, segundo o autor, normalmente uma faixa
relativamente estreita de grau de umidade dentro da espécie mas pode variar entre
espécies.

Em sementes de Cattleya aurantiaca (Bateman ex Lindl.) P.N.Don,
Pritchard e Seaton (1993), observaram a reducéo na longevidade a 5°C quando
armazenadas com grau de umidade acima e abaixo de 5%. No entanto, em trabalho
com dezesseis espécies de orquideas, Alvarez-Pardo e Ferreira (2006), obtiveram

sucesso no armazenamento de sementes com grau de umidade de 6% a
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temperatura de -18°C, com a manutencdo da viabilidade das sementes apés 24
semanas.

Diante do exposto, o0 objetivo do trabalho foi determinar o grau ideal
de umidade para criopreservacdo das sementes das orquideas Cattleya labiata
Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f..

3.2.3 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Fitotecnia do
Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina (UEL — PR).

Capsulas maduras de sementes das orquideas Cattleya labiata
Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. Rchb. f. foram obtidas por polinizacéo artificial de
plantas cultivadas em estufa. Apds a coleta as capsulas foram dissecadas, com uso
de bisturi para remocao das sementes. As sementes foram mantidas em sacos de
papel a 4°C até o inicio dos testes.

Para inicio dos trabalhos, a qualidade fisiolégica da semente foi
avaliada mediante o teste do tetrazolio e analise de germinacdo e determinacao do
grau de umidade, obedecendo as recomendacdes das Regras de Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009). Foi observado que no inicio do experimento as
sementes de Cattleya labiata Lindl. apresentavam 9% de umidade e as sementes de
Miltonia regnelli Rchb.f. 8%.

O grau de umidade inicial das sementes foi obtido pelo método
gravimétrico com a utilizacao de estufa a 105 + 3°C, que se baseia no peso da agua
removida das sementes durante sua permanéncia na estufa por 24 horas. Para iSso
foi feita a média aritmética de quatro sub-amostras de 0,001 g de sementes. Os
resultados foram obtidos conforme Equacéo 1:

100 —p)

Wi=—%_—7

Onde:

U — grau de umidade em porcentagem de base umida (b.u). %

P — peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais o peso da semente Umida;
p — peso final, peso do recipiente e sua tampa mais 0 peso da semente seca;

t — tara, peso do recipiente com sua tampa.
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Apos ser determinado o grau de umidade inicial das sementes, estas
foram submetidas ao processo de secagem em estufa ou aumento da umidade em
recipiente de vidro hermético, até alcancarem os graus de umidade estabelecidos
para compor os seis tratamentos (4, 6, 8, 10, 12 e 15 %).

Foram utilizadas 0,004 g de sementes para cada grau de umidade. A

guantidade de agua extraida ou absorvida foi determinado pela Equacéao 2:
Onde:

P¢ _ peso final da amostra, g;

P, — peso inicial da amostra, g;

T4: — grau de umidade inicial das sementes (b.u);

T4y _ grau de umidade desejada das sementes (b.u).

Para o aumento do grau de umidade, as amostras das sementes
foram colocadas em pequenas cestas feitas com um anel de PVC e uma tela de silk
screen de tecitura 150 fios no interior de um recipiente de vidro, herméticamente
fechado, contendo 50 mL de &gua destilada (Figura 3.2.1). Em seguida, 0s
recipientes foram colocados em camara a 25°C e as amostras pesadas a cada 6

hora até que atingissem os graus de umidade desejados.

Figura 3.2.1 — Recipiente de vidro hermético utilizado no aumento do grau de
umidade das sementes.

Fonte: Proprio autor
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Para secagem, as amostras das sementes foram colocadas em uma
estufa modelo com ventilacdo forcada, a temperatura de 25 a 27°C até atingirem 0s
pesos referentes ao grau de umidade desejado, pesados em balanga eletrénica com
preciséo de 0,0001g.

As sementes foram separadas conforme o grau de umidade,
acondicionadadas em criotubos e introduzidas em tanque criogénico congeladas
contendo nitrogénio liquido a -196°C

ApOs 24 horas do congelamento, as sementes foram submetidas ao
descongelamento rapido em banho de agua a 40°C por 1,5 minuto e submetidas ao
teste de viabilidade e a germinacao.

Uma parte das sementes foi submetida ao teste de tetrazolio para
avaliacdo da porcentagem de sementes vidveis. No teste de tetrazolio, foram
previamente embebidas durante 24 horas em agua destilada a 25°C, em seguida
imersas em solucdo aquosa de 1% de sal de tetrazélio (cloreto de 2,3,5 trifenil
tetrazolio) e mantidas na auséncia de luz a 30°C, durante 24 horas. A contagem foi
realizada ao microscépio estereoscopico Motic, considerando-se como viaveis as
sementes portadoras de embrides coloridos de vermelho (LAUZER; ST-ARNAUD;
BARABE, 1994).

Para o calculo da porcentagem de sementes viaveis ndo foram
consideradas sementes vazias, ou seja, que ndo apresentavam embrido. No inicio
do experimento o lote das sementes de Cattleya labiata Lindl. apresentava 98% de
viabilidade, enquanto que, das sementes de Miltonia regnelli Rchb.f. apresentava
47%.

Outra parte das sementes foi colocada para germinar em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) com metade da concentracdo de macronutrientes.
O pH foi corrigido com KOH para 5,8. O meio MS foi distribuido em frascos de vidro
(40mL/frasco), estes foram fechados com tampa plastica e em seguida autoclavados
a uma pressdo de 105kg/cm? e temperatura de 121°C por 30 minutos (FARIA et al.,
2012). Antes da semeadura, 10mg de cada lote de sementes foram desinfestadas
em solucéo de hipoclorito de sddio (0,5%) por 15 minutos em camara e fluxo laminar
e em seguida lavada com agua destilada e autoclavada. Gotejou-se 1,0mL das
solugdes contendo 10mg de sementes em 10mL de agua sobre o meio MS nos
frascos de vidro, estes foram tampados e vedados com filme de PVC e

acondicionados em sala de crescimento com temperatura de 25°C, fotoperiodo de
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16 horas e luminosidade 120 umol s™m™ proveniente de lampadas fluorescentes
por aproximadamente 120 dias. Para cada lote de sementes foram semeados 10
frascos.

Depois de 90 dias, as sementes formando protocormos foram
subcultivadas no meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), modificado com metade
da concentracdo dos macronutrientes (1/2 MS). Apos 150 dias foi determinada a
percentagem de protocormos que sobreviveram ao subcultivo, massa fresca e seca
de plantulas e avaliado o nimero de brotos formados nas plantulas de Cattleya
labiata Lindl.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
seis tratamentos (graus de umidade) e 10 repeticdes, com 10mg de sementes por
tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5%.
3.2.4 Resultados e Discussao
Apos o0 descongelamento as sementes viaveis que passaram pelo

teste de tetrazolio apresentavam coloracdo vermelha, enquanto a outra parte das

sementes foi colocada para germinar e deram origem as plantulas (Figura 3.2.2).
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Figura 3.2.2 — Sementes criopreservadas em nitrogénio liquido com 4% de umidade
e submetidas ao teste de tetrazolio: Cattleya labiata Lindl. (a) e Miltonia regnelli
Rchb.f. (b); plantula oriunda de sementes submetidas a criopreservacdo em
nitrogénio liqguido com 4% de umidade 150 dias apds o subcultivo: Cattleya labiata
Lindl. (c) e Miltonia regnelli Rchb.f. (d).

—

%
%
x
I

Fonte: Proprio autor

Entre as sementes de C. labiata, as que foram imersas em
nitrogénio liquido com 4% de grau de umidade apresentaram o maior percentual de
viabilidade, atingindo em 95%, seguidas pelas que apresentavam 6% de grau de
umidade, com viabilidade de 88% em relagcédo a viabilidade inicial, as com 8% de
grau de umidade, com 68% de viabilidade e as que possuiam 10% de grau de
umidade, apresentaram 62% de viabilidade. As sementes de M. regnelli com 4% de
grau de umidade também foram as que apresentaram maior percentual de
viabilidade atingindo em média 68% de sementes viaveis, seguidas pelas que
tinham 6%, 8% e 10% de grau de umidade com 53%, 19% e 13%, respectivamente.
Tanto nos lotes de C. labiata quanto no de M. regnelli as sementes que possuiam 12
e 15% de grau de umidade ndo apresentaram sementes viaveis apds o
descongelamento (Tabela 3.2.1).

Em relagdo a porcentagem de sobrevivéncia apds o subcultivo, ndo
houve diferenca estatistica, variando de 96 a 100% de sobreviventes na C. labiata e
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de 82 a 100% na M. regnelli (Tabela 3.2.1).

Tabela 3.2.1 — Porcentagem de sementes viaveis (SV) de Cattleya labiata Lindl. e
Miltonia regnelli Rchb.f., pelo método do tetrazolio, submetidas a criopreservacdo em
nitrogénio liquido com diferentes graus de umidade e porcentagem de protocormos
provenientes de sementes criopreservadas que se mantiveram vivos apos 150 dias
do subcultivo (PV).

Grau de Cattleya labiata Lindl. Miltonia regnelli Rchb.f.
Umidade (%) SV(%)** PV (%) SV(%)*** PV(%)
4 95 a* 97 a* 68 a* 88 a*
6 88 Db 100 a 53 b 100 a
8 69 c 96 a 19c 82 a
10 62 d 100 a 13 ¢ 93 a
12 Oe - od -
15 Oe - 0d -
CV% 5,49 5,57 30,05 25,07

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna, ndo diferem pelo teste Tukey, a 5%.
** A viabilidade inicial das sementes de Cattleya labiata Lindl. era de 98%

*** A viabilidade inicial das sementes de Miltonia regnelli Rchb.f. era de 47%

Fonte: Proprio autor

Para a varidvel massa fresca de plantula, ndo houve diferenca nas
espécies avaliadas. Os valores ficaram entre 0,052 e 0,077g na C. labiata e entre
0,014 e 0,026 na M. regnelli. Nas plantulas de C. labiata o tratamento com sementes
gue possuiam 6% de grau de umidade antes do congelamento apresentaram valor
maior de massa seca quando comparadas com as oriundas de sementes com 10%
de grau de umidade, porém nao diferiu dos demais tratamentos. Nas plantulas de M.
regnelli o tratamento 6% de grau de umidade apresentou maior valor que o
tratamento 8%, n&o diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 3.2.2).

Devido a diferenca na forma de desenvolvimento das espécies, foi
possivel avaliar o numero de brotos apenas nas plantulas de C. labiata. Para esta
variavel os valores médios foram de 1,22 a 1,38 brotos por plantula, mas né&o

apresentaram diferenca (Tabela 3.2.2).
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Tabela 3.2.2 — Massa fresca (g) (MFP) e massa seca (g) (MSP) de plantulas de
Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. e nimero de brotos (NB) de Cattleya
labiata Lindl., oriundas de sementes criopreservadas em nitrogénio liquido com
diferentes graus de umidade.

Tratamentos Cattleya labiata Lindl. Miltonia regnelli Rchb.f.
MFP (g9) MSP (g) NB MFEP (g) MSP (9)
4% 0,073 a 0,006 ab 1,37 a 0,024 a 0,0027 ab
6% 0,077 a 0,007 a 122 a 0,026 a 0,0034 a
8% 0,052 a 0,005 ab 1,38 a 0,014 a 0,0022 b
10% 0,052 a 0,004 b 1,29a 0,022 a 0,0027 ab
12% - - - - -
15% - - - - -
CV% 34,62 30,06 38,13 46,03 31,46

*Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas na coluna, ndo diferem pelo teste Tukey, a 5%.
Fonte: Proprio autor

A recuperacdo das sementes criopreservadas é de fundamental
importancia para comprovar a eficiéncia do método adotado. O teste de tetrazolio
mostrou-se eficiente na avaliacdo da viabilidade da semente e possibilitou a
obtencéo de resultados de forma rapida e eficiente. Este teste também foi utilizado
com sucesso para avaliagdo de sementes de outras orquideas criopreservadas,
como demonstrado por Hirano et al. (2005), Vendrame,Carvalho e Dias (2007),
Hirano et al. (2011) e Silva (2012).

Os primeiros trabalhos sobre o armazenamento por congelamento
de sementes de orquidea foram feitos utilizando temperaturas que variavam de -
10°C a -40°C e demonstraram que era possivel obter sementes viaveis apés o
descongelamento, porém, por serem desidratadas previamente e conforme
aumentava o tempo de armazenamento havia a reducdo e até a perda total da
viabilidade destas sementes (KOOPOWITZ; WARD, 1984; BOWLING; THOMPSON,
1972). Pritchard (1986), observou que quando armazenadas a -10°C algumas
espécies perdiam a viabilidade de todas as sementes em oito anos.

Pritchard e Seaton (1993) observaram que as caracteristicas de
armazenamento de sementes de orquideas sdo classificadas como "ortodoxas" no
sentido em que a longevidade das sementes € aumentada pela reducéo do grau de
umidade (de cerca de 20%, base Umida, a 5%) e as temperaturas de
armazenamento decrescentes ( a partir de 62°C a 0°C).

Estrelles e Gonzales-Benito (2015), trabalhando com sete espécies

de Brassicaceae em diferentes temperaturas e graus de umidade, concluiram que
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existe grande variacdo para as condicfes ideais de armazenamento entre as
espécies e que para a maioria delas é problematico o0 armazenamento das sementes
com alto grau de umidade.

Os métodos tradicionais de armazenamento de sementes de
orquideas seriam probleméaticos se utilizados, por exemplo, em um banco de
sementes. Porém, em temperaturas ultra-baixas, os resultados sdo mais
promissores, tanto em orquideas, como em outras espécies. Em Pistacia vera L.,
obteve-se um maximo de 90% de germinacdo apds 8 horas de secagem em silica
gel (0 que correspondeu a 11,7% de grau de umidade) e imersdo direta em
nitrogénio liquido. Em Pistacia terebinthus e P. lentiscus, quando reduziu-se o grau
de umidade para cerca de 20%, obteve-se a germinacdo de 16% e 47% das
sementes, respectivamente (OZDEN-TOKATLI et al., 2007).

Estudos mostram que o grau ideal de umidade das sementes para
congelamento em temperaturas ultra-baixas pode variar conforme os géneros e
espécies. Thammasiri (2000), criopreservou sementes de Doritis pulcherrima com
31% de umidade em nitrogénio liquido, sem sucesso, pois a porcentagem de
germinacao foi zero apds o descongelamento, assim como Carvalho (2006), que
trabalhando com trés cultivares do género Dendrobium observou que sementes com
9% de umidade colocadas diretamente em nitrogénio liquido (-196°C) néo
germinaram apoés o descongelamento. Enquanto que, Wang et al. (1998), obtiveram
88% de viabilidade apoOs a criopreservacdao em nitrogénio liquido de sementes de
Dendrobium candidum, com 12 a 19% de grau de umidade.

Pode-se observar que na maioria dos casos, quando o grau de
umidade é menor, na faixa entre 4 e 6%, a possibilidade de obter sementes viaveis é
maior. Sakai et al. (1991) afirmam que uma das etapas mais importantes na
criopreservacao € o processo de desidratacdo, pois visa evitar danos fisicos, pela

formacao de cristais de gelo, as células durante o periodo de congelamento.

3.2.5 Concluséao

O grau de umidade para obtencdo de maior frequéncia de sementes
viaveis de Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. foi de 4%.
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4  CONCLUSOES GERAIS

Para a criopreservacdo de sementes das orquideas brasileiras
Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. ndo é necessario o uso de solu¢des
crioprotetoras e de vitrificagao.

O grau de umidade para obtencdo de maior frequéncia de sementes

viaveis de Cattleya labiata Lindl. e Miltonia regnelli Rchb.f. foi de 4%.



