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RESUMO

Uma alternativa para conservacgdo de espécies € um banco de sementes, onde é possivel conservar e propagar estas
plantas, porém para isto é necessario se ter uma noc¢do da qualidade das sementes estocadas. Uma alternativa é
utilizar testes de vigor, entre eles a deterioragdo controlada. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
deterioragdo controlada sobre sementes de orquideas e determinar qual o tempo de exposicdo destas a este tipo de
tratamento. Sementes de Cattleya schilleriana, C. tigrina, C. crispata e C. labiata foram submetidas a deterioragdo de
zero a 48h a 43°C. Para sementes de C. crispata ndo foi encontrado um periodo adequado para o teste de
deterioracdo controlada. Recomenda-se para as sementes de C. tigrina, C. labiata e C. schilleriana a utiliza¢ao de 27 h
a 43°C, todavia varidveis como o tempo e a temperatura ainda precisam ser melhores estabelecidos para este grupo
de plantas. O teste de tetrazdlio ndo foi eficiente para avaliar a qualidade das sementes apds a deterioragdo
controlada.
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CONTROLLED DETERIORATION TEST IN SEEDS OF FOUR ORCHIDS’ SPECIES TO EVALUATE THE PHYSIOLOGICAL
BEHAVIOR

ABSTRACT

An alternative for conservation of this species is seed banking, based in that is possible to make conservation and
propagations of the endangered species. But for this the seed quality must be monitored. Vigour tests can offer an
option, and one of this is the controlled deterioration, which expose the seeds with high moisture to high
temperatures during a determined period of time. The present work aimed to evaluate the controlled deterioration
test over four orchid species in different times. Seeds of C. schilleriana, C. tigrina, C. crispata and C. labiata was
submitted to deterioration from times ranging from zero to 48h at 43°C. For Cattleya crispata it was not found a
effective time for the test. did not suffer any deterioration at any time. It is recommended for C. tigrina, C. labiata and
C. schilleriana the use of 27 h at 43°C. However, time and temperature should be better studied for this group of
plants. Tetrazolium test was not efficient to evaluate the seed quality after controlled deterioration.

Keywords: Ageing; Orchidaceae, Cattleya; Seed Bank.

INTRODUGCAO

As orquideas representam o maior grupo
entre as angiospermas em numero com cerca de
20000 a 35000 espécies sendo que, no Brasil, hd
cerca de 10% das espécies desse grupo
(DRESSLER, 2005; SOUZA; LORENZI, 2008),
ocorrendo em quase todos os ecossistemas da
terra com excecdo da zona polar (NIKISHINA et
al.,, 2001, 2007). Algumas espécies tém grande
importancia econémica, um exemplo é a esséncia
de baunilha extraida dos frutos de Vanilla
planifolia; outras possuem alto valor ornamental,
como por exemplo, as Cattleyas, Phalaenopsis,
Dendrobium (JUDD et al., 2009). A sua intensa
exploracdo tem acarretado extingdo de espécies,
além da degradacdo do seu habitat natural

(HOSOMI et al., 2011). A exploracdo do habitat
também ¢é fator que colabora para o
desaparecimento de muitas espécies
(KOOPOWITZ, 2001).

O estabelecimento de bancos de
sementes é fundamental para a conservagao das
espécies cultivadas e silvestres (ALVAREZ-PARDO;
FERREIRA 2006; SEATON; PRITCHARD, 2008). As
informagdes para armazenamento de sementes
de orquideas sdo limitadas, havendo ainda
divergéncias entre autores quanto as condig¢bes
mais adequadas (SHOUSHTARI et al.,, 1994,
PRITCHARD; SEATON, 1993; PRITCHARD et al.,
1999; MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005a;
SEATON; PRITCHARD, 2008). Algumas podem ter
duragdo curta, apenas trés meses, quando
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armazenadas secas a 4°C (MACHADO NETO;
CUSTODIO, 2005b), enquanto o armazenamento
em temperatura mais baixa (sub-zero, -18°C) é
considerado mais adequado para
armazenamento de longo prazo (SEATON;
PRITCHARD, 2008).

Apesar de algumas orquideas, ameacadas
de extingdo, poderem ser propagadas em meio
apropriado in vitro a partir de sementes (LONG et
al., 2010; DUTRA et al., 2009; AVILA-DIAZ et al.,
2009, HOSOMI et al., 2012), esta ndo € uma
estratégia facil de seguir para todos os taxodns.
Além disso, as sementes de algumas espécies ndo
podem ser armazenadas a baixa temperatura e
umidade, pois expressam  caracteristicas
intermedidrias ou recalcitrantes, uma vez que
nao toleram dessecagdo, ou armazenamento em
condicbes de camara fria (MACHADO NETO;
CUSTODIO, 2005b), por n3o se apresentarem
como ortodoxas classicas (ELLIS; HONG, 2007).
Como alternativa, bancos de semente tém o
potencial de longo prazo de armazenamento de
um grande numero de propagulos (IUCN, 1996;
MACHADO NETO; CUSTODIO, 2005b), o que seria
facilitado em orquideas, pois como as sementes
destas sdo pequenas, cada capsula pode conter
de centenas a milhdes de sementes (ARDITTI;
GHANI, 2000).

Os testes de vigor avaliam o potencial
fisiolégico das sementes e fornecem informacgdes
adicionais ao teste de germinagdo, sendo
utilizados na identificacdo de diferengas no
potencial fisiolégico de lotes que apresentam
semelhangas na porcentagem de germinagao
(DUTRA; MEDEIROS FILHO, 2008).

A deterioragao controlada foi
desenvolvida para avaliar a qualidade de
sementes pequenas. As sementes sao submetidas
a alta temperatura e umidade relativa por tempo
determinado para que possam ter o
umedecimento desejado. O grau de umidade das
sementes é ajustado para serem submetidas a
alta temperatura (DUTRA; MEDEIROS FILHO,
2008). Por ter amostras com conteudo de agua
semelhante, obtém-se condi¢gdes mais uniformes
durante o teste e uma padronizagdo mais efetiva
(LEEUWEN et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da deterioracdo controlada em sementes
de 4 espécies de orquideas (C. tigrina, C. labiata,
C. crispata e C. schilleriana).
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MATERIAL E METODOS
Material Bioldgico

As cdpsulas foram obtidas por polinizacao
cruzada. A colheita foi realizada em periodos
diferentes para acomodar os diferentes tempos
de maturacdo. Os frutos foram deixados em
sacos de papel e mantidos sob condicdes
ambientais até deiscéncia completa. As sementes
de cada espécie foram limpas, colocadas em
sacos de papel fino até atingirem equilibrio
higroscépico sobre uma solugdo saturada de
cloreto de litio a 25°C por uma semana. O grau de
umidade foi aferido gravimetricamente com 3
repetices de 20 mg colocados em tubos de 200
UL e deixados em estufa a 105°C por 24h obtendo
um valor de 3 + 1% de teor de agua (BRASIL.
Ministério da Agricultura, 2009).

As sementes foram equilibradas a 20% de
umidade com acréscimo de agua e divididas em
sub-amostras, as quais foram condicionadas em
sacos de polietileno e submetidas a 43°C por
diferentes tempos (0, 30min, 1h, 1h30min, 2, 3,
6,12, 24 e 48 h).

Teste de germinagdo

Os testes de germinacgao foram realizados
em meio MS (MURASHIGE; SKOOGE, 1962) a
meia concentracdo, contendo agar (6 gL™) e o pH
ajustado para 5,6 (com NaOH) antes da
autoclavagem, apds o que o meio foi dispensado
em placas-de-Petri de 80 mm. Antes da
semeadura, 10 mg de cada lote de sementes foi
desinfetado com uma solucdo de
dicloroisocianurato de sédio (NaDCC; 5 g L%
contendo 100 pl de Tween 80, por 10 minutos. As
sementes foram lavadas duas vezes com dagua
destilada estéril e colocadas no meio. A
semeadura foi realizada em uma capela de fluxo
laminar de acordo com Machado Neto e Custédio
(2005a). Duas placas de Petri foram usadas por
espécie, seladas com filme de PVC e transferidas
para uma sala de crescimento a 25 + 3°C com
fotoperiodo 16 h.

As sementes germinadas foram medidas
como o numero de sementes germinadas totais e
pelo indice de velocidade de germinag¢do. Foram
contadas semanalmente em trés campos
marcados em cada placa de Petri. As imagens
foram capturadas com uma camera digital Sony
DSC-P10, acoplado manualmente a lente ocular
de um estereomicroscopio, e foram analisadas
como descrito anteriormente. As sementes foram
consideradas como germinadas quando elas
tiverem a massa embriondria expandida e
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coloragdo verde (estagio 1) de acordo com o
método de Seaton e Hailes (1989).
Teste de tetrazdlio

A vitalidade foi avaliada através de um TZ
modificado, utilizando trés repeticdes por
amostra como em HOSOMI et al. (2011). Apéds o
periodo de incubacdo, a solucdo de TZ foi
descartada e a solugao contendo as sementes foi
depositada em wuma lamina de vidro de
microscopia e imagem capturada em um scanner
de mesa HP G2710, com uma resolucdo de
3600dpi. Para um melhor contraste entre as
sementes coloridas, foi utilizado um fundo azul
colado ao lado interno da tampa do scanner. A
contagem foi feita em computador usando-se o
software Adobe Photoshop  CS3. Sementes
roseo-vermelhas foram consideradas vivas,
enquanto as brancas, mortas.

A germinacdo e o TZ foram expressos em
porcentagem de sementes germinadas e de
sementes vivas, respectivamente.

O indice de velocidade de germinacao
(IVG) para cada lote de sementes testadas foi
calculado como uma modificacdo de Maguire

(1962), da seguinte forma:
Gl G2 Gn

GVl =—+—+....4— onde G1, G2 e Gn sdo
N1 N2 Nn
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as sementes germinadas em cada periodo de
contagem de até n, que é o tempo de contagem
passado. N é o nimero de dias apds cada periodo
de contagem (7, 14, 21 até germinacdo
constante).
Andlise estatistica

A germinagdo e porcentagem de
viabilidade foram transformadas em arco seno da
raiz quadrada x.100™" para normalizar a variacdo.
O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso. Os tratamentos qualitativos foram
comparados pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade e as épocas de avaliagdo foram
analisadas por regressdo polinomial. Todas as
andlises foram feitas utilizando-se o software
SISVAR® (FERREIRA, 2008).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, a germinacdo da C. tigrina
apresentou uma linha decrescente (Figura 1A). O
tetrazolio por sua vez apresentou uma tendéncia
quadrdtica com um maximo estimado de
aproximadamente 12,4 h de tolerdancia a
deterioracdo controlada (Figura 1A). O IVG desta
mesma espécie apresentou tendéncia linear
decrescente (Figura 1B).

y=-0.159x +8.486 R? = 0.521**

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo de deterioragéo (h)

] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo de deterioragéo (h)

Figura 1. Germinag3o e viabilidade por tetrazélio, ambos em porcentagem (A) e indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG - B) de sementes de C. tigrina submetidas a diferentes periodos de deterioragdo

controlada a 43°C.

Na Figura 2, a germinag¢do da C. labiata
decresceu a partir de 24 h de exposicdo a
deterioragdo, com maior intensidade em 48 h,
apresentando  apenas algumas  sementes
germinadas (Figura 2A). O tetrazdlio ndo

apresentou decréscimo em relagdo aos tempos
de deterioracdo estimados, representado pela
equacdo linear (Figura 2A). O IVG apresentou
tendéncia linear decrescente (Figura 2B).
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Figura 2. Germinacdo e viabilidade por tetrazdlio, ambos em porcentagem (A) e indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG - B) de sementes de C. labiata submetidas a diferentes periodos de deterioracdo
controlada a 43°C.

Na Figura 3, a germinagdo da C crescente, obtendo alta porcentagem até mesmo
schilleriana apresentou decréscimo a partir de 6 com 48 h de deteriora¢do das sementes (Figura
h de deterioragcdo controlada e, em 48 h foi 3A). O IVG apresentou uma tendéncia quadratica
deteriorada totalmente (Figura 3A). O tetrazélio decrescente (Figura 3B).
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Figura 3. Germinacdo e viabilidade por tetrazdlio, ambos em porcentagem (A) e indice de Velocidade de

Germinacdo (IVG - B) de sementes de C. schilleriana submetidas a diferentes periodos de deterioracdo
controlada a 43°C.

Na Figura 4, a germinacgdo e o tetrazdlio respectivamente (Figura 4A). O IVG apresentou
da C. crispata apresentaram alta porcentagem, uma tendéncia quadratica com ponto de maxima
proximos a 100%, sendo representados por uma em 27,65 h (Figura 4B).

tendéncia quadrdtica com ponto de maximo em
20,41 h e o tetrazdlio foi ndo significativo,
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Figura 4. Germinagdo e viabilidade por tetrazdlio, ambos em porcentagem (A) e indice de Velocidade de

Germinacdo (IVG - B) de sementes de C. crispata submetidas a diferentes periodos de deterioragao
controlada a 43°C.
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As sementes de C. tigrina submetidas a
deterioracao controlada, apresentaram
decréscimo em todos os testes realizados. As
sementes de C. labiata, por sua vez
apresentaram decréscimo nos testes de
germinacdao e IVG, porém, o tetrazdlio nao
obteve resultados significativos para os
diferentes graus de intensidade de deterioragao
controlada. A C. schilleriana também apresentou
um decréscimo linear para os testes de
germinacado e IVG, em contraposicao, o tetrazélio
teve um aumento de acordo com o tempo maior
de exposicdo das sementes a deterioracdo. Por
fim, as sementes de C. crispata apresentaram
resultados semelhantes para os testes de
germinacado e tetrazélio e, um decréscimo pouco
significativo para o IVG.

Das sementes utilizadas neste trabalho,
destacam-se as de C. crispata que sdo
visivelmente maiores do que as das outras
espécies trabalhadas. Esse fato pode ter sido
essencial para que os resultados dessa espécie
tenham sido tdo altos em relacdo as outras, pois
apresentaram dados proximos a 100% de
germinacdo e tetrazdlio, sendo pouco afetadas
pela deterioragdo controlada. Nas demais
espécies foi possivel a deterioragdo dentro da
faixa estudada, entre zero e 48 h, na temperatura
de 43°C com valores calculados de 28,9, 27,7 e
23,6 h para C. tigrina, C.labiata e C.schilleriana
respectivamente, para reducao de 50% da
germinacao inicial.

O teste de tetrazdlio ndo se mostrou
eficiente para avaliar a deterioragdo controlada,
uma vez que com o aquecimento houve dano
celular, o que impediria o embridao de germinar,
mas nao houve a completa inativacdo das
desidrogenases, permitindo a coloragao das
sementes apods a deterioragdo.

Como ndo ha nenhuma literatura
relacionada com orquideas, o tempo de
exposicdo foi dividido em pequenos intervalos
para realizacdo do teste e posterior andlise de
resultados. Em sementes maiores como o maxixe
(TORRES, 2005), os tempos de deterioragdo sdo
mais significativos, apenas apds 24 e 48 h.

CONCLUSOES

Para sementes de C. crispata nao foi
encontrado um periodo adequado para o teste
de deterioracdo controlada. Recomenda-se para
as sementes de C. tigrina, C. labiata e C.
schilleriana a utilizacdo de 27 h a 43°C, todavia
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varidveis como o tempo e a temperatura ainda
precisam ser melhores estabelecidos para este
grupo de plantas. O teste de tetrazdlio nao foi
eficiente para avaliar a qualidade das sementes
apos a deterioracao controlada.
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