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RESUMO

Orchidaceae representa uma das maiores familias dentre as monocotileddneas. Na
regiio Amazonica, vegetam em varios ecossistemas, apresentando alta diversidade de formas
e adaptagdes, além de acentuado endemismo. Devido a beleza de suas flores e alto valor
comercial, destacam-se como componentes floristicos, o que as torna vulneraveis a forte
pressdo antropica e predatoria. No presente trabalho objetivou-se acompanhar o
desenvolvimento morfo-anatdmico, em diferentes condigdes de cultivo (assépticas e ndo-
asséptica), de sementes de orquideas, desde a germinagdo até 70 dias de desenvolvimento.
Foram utilizadas sementes provenientes de frutos maduros das espécies Cartleya eldorado
Lind.. Epidendrum imatophyllum Lindl. e Epidendrum shomburgkii Lindl. cultivadas em
meios de cultura assépticos, KC e MS !4, sob condi¢des de sala de crescimento, e em
substrato nio-asséptico, constituido por sementes de agai (Euterpe oleraceae Mart.), em casa
de vegetagdo. As andlises morfo-anatdmicas e das dimensdes (comprimento e diametro) da
semente. do embrido e das plantulas (protocormos) desenvolvidas apés germinagdo, foram
realizadas com o auxilio de microscopia éptica e de microscopia eletronica de varredura. As
dimensdes das sementes, comprimento e diametro, foram de 509um=71/101um=20 (C.
eldorado):  3369um=441/278um=41(E.imatophyllum) e 6281um=802/305um=50 (E.
schomburgkii). As espécies apresentaram semente destituida de endosperma. A testa das
sementes mostra distingdes ultra-estruturais entre as espécies e os embrides sdo constituidos
por uma massa de células indiferenciadas. Os valores médios de comprimento e didmetro
desde a germinagdo até 70 dias de desenvolvimento revelaram que no substrato ndo-asséptico,
C. eldorado e E. imatophyllum apresentaram os melhores resultados, com 2857um/1496pum e
2473um/1368um, respectivamente. Para £. schomburgkii, quanto ao comprimento médio, o
melhor resultado ocorreu no meio asséptico KC (54920um) e o didmetro médio no substrato
ndo-asséptico (2039um). Independente das condigdes de cultivo observou-se a diferenciagdo
de procambio, variando o periodo de ocorréncia com a espécie. Nas trés espécies observou-se
a presenca de micorrizas, mas apenas nas plantulas crescendo no substrato constituido por
sementes de acai. Os resultados obtidos no presente trabalho comprovam a eficiéncia do
substrato ndo-asséptico usado e abrem perspectivas para novos estudos enfocando o
desenvolvimento in vitro e ex vitro da germinagdo de Orchidaceae, conduzindo a varias

questdes especificas que merecem ser investigadas.
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ABSTRACT

Orchidaceae represents one of the largest families among the monocotyledons. In the
Amazonic region, they vegetate in several ecosystems, presenting a great diversity of forms
and adaptations, in addition to strong endemism. Due to the beauty of their flowers and their
high commercial value, they are known for their floristic components, which make them
vulnerable to high antropic and predatory pressure. The goal of the present study was to
follow the morpho-anatomic development of orchids seeds from the germination up to 70
days of development, sowing under aseptic and non-aseptic conditions. Ripe fruit seeds of the
species Cattleya eldorado Lindl., Epidendrum imatophyllum Lindl., and Epidendrum
shomburgkii Lindl., grown in aseptic substratum, were used (KC and MS )2) under growing
room conditions, and in non-aseptic, substratum consisting of agai seeds (Euterpe oleraceae
Mart), in vegetation housing. The morpho-anatomic and dimension analyses (average length
and diameter) of the seeds, the embryos. and the plantules (protocorms) carried out after the
germination, were determined with the assistance of light and scanning electron microscopy.
The seeds and the embryos dimensions (length and diameter) were 509/101um; 164/81um (C.
eldorado); 3369/278um; 91/182um (E. imatophyllum) and 6281/305um (E. schomburgkii),
respectively. No species presented seeds with endosperm. The seed coat showed
ultrastructural distinctions and embryos are composed by undifferentiated cells. The average
values of length and diameter from germination up to 70-day-development showed that, in the
non-aseptic substratum, C. eldorado and E. imatophyllum presented the best results with
2857um/1496um and 2473um/1368um, respectively. For E. scho;nburgkii, regarding length,
the best result was achieved in the aseptic medium KC (54920um), and the average diameter
in the non-aseptic substratum (2.039um). Regardless the growing conditions, it was found the
differentiation of procambium, with the occurrence time varying according to the species.
Mycorrhizal fungi were observed in the three species, but only in the plantules grown in the
substratum consisting of agai seeds. The results of the present research attest the etficiency of
the non-aseptic substratum utilized, and it make way to further news studies focusing on the
development in vitro and ex vitro of the Orchidaceae germination, leading to several specific

questions that require investigation.
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ABREVIATURAS USADAS

AM: Estado do Amazonas

CCA: Centro de Ciéncias Agrarias

CFD: Camara fotografica digital

CV: Coeficiente de varia¢do

%G: Porcentagem de germinagdo

HMDS: Hexametildesilazane

KC: Meio de cultura C de Knudson, 1946.

KCI: Cloreto de potassio

LFDGYV: Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal
M: Molar

ME: Microscopio estereoscopio

MEYV: Microscopio eletronico de varredura

MO: Microscopio Optico

MS Y% : Meio de cultura Murashige&Skoog, 1962.
NaOH: Hidroxido de sodio

SA: Substrato constituido por sementes de agai
TSU: Numero médio total de sementes utilizadas

TSG: Numero total de sementes germinadas
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae representa um dos grandes grupamentos taxondmicos,
entre as Monocotiledoneas, apresentando caracteristicas especializadas e singulares (Dressler,
1981). E considerada por muitos botinicos a familia mais derivada entre as Liliopsidas,
incluindo cerca de 25.000 espécies, distribuidas em 725 géneros (Dressler, op cit.). A familia
esta constituida por 198 géneros, com 2.350 espécies, ocorrentes no Brasil, representando
uma riqueza, a qual € explicada, principalmente, pela grande extensdo territorial e localiza¢do
(Pabst & Dungs, 1975; 1977). A maioria das espécies ¢ cosmopolita, encontrando-se em
regides tropicais e subtropicais (Sanford, 1974; Barros, 1990; Ribeiro, 1999).

Cerca de 67% das espécies de orquideas s@o epifitas, habito predominante em 460
géneros (Gentry & Dodson, 1987). De acordo com Benzing (1987), duas de cada trés espécies
de epifitas vasculares sdo orquideas. Na regido neotropical a familia agrupa, juntamente com
as Bromeliaceae, a maioria das espécies de Magnoliofitas epifitas (Janzen, 1980). Segundo
Dressler (1981), em espécies de orquideas, ocorrem inumeras adaptagdes morfoldgicas e
funcionais relacionadas ao epifitismo. Por exemplo, a epiderme multisseriada nas raizes, o
velame, é capaz de absorver dgua e sais minerais, reduzir a transpirag@o e oferecer protecdo
mecanica (Priedgeon, 1986; Benzing, 1987). Segundo Braga (1987), muitas espécies de
orquideas tornaram-se epifitas, isto é, sobrevivem apoiadas em outras plantas para, dessa
forma, conseguir mais luz.

As espécies ndo-epifitas caracterizam-se por sobreviyer em condi¢do: rupicola,
sobre pedras com quantidades restritas de detritos e sedimentos; humicola, sob o dossel das
florestas, mantendo suas espessas raizes entre as camadas de serapilheira; terricola,
aprofundando-se no solo, com sistema radicular distinto das epifitas; ou saprofita, plantas
aclorofiladas que se desenvolvem sobre matéria organica em decomposigdo (Blossfeld, 1999;
Englert, 2000).

Em oposi¢do a estas variagdes nas condigdes de sobrevivéncia e a ampla
variedade de formas, cores e tamanhos, as flores de orquideas mantém-se constantes em sua
organizagdo e adaptagdes relacionadas com a polinizagdo por insetos € passaros (Garay, 1972;
Dressler, 1981). As flores sdo constituidas de trés sépalas, alternadas por trés pétalas, sendo
uma delas maior e de coloragdo distinta das demais, correspondendo ao labelo, o qual é capaz

de atrair os polinizadores; internamente a esses verticilos, hd uma coluna formada por érgdos
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reprodutores. dispostos assimetricamente, pistilos e estames, total ou parcialmente unidos, os
quais contém os grdos de pélen, sob forma de polineas (Garay, op cit.).

Assim como as flores, as caracteristicas das sementes em Orchidaceae mostram
peculiaridades, tais como a grande quantidade por fruto e as suas pequenas dimensdes,
conforme referem Arditti (1967, 1979) e Dressler (1981).

Os caracteres anatdmicos de Orchidaceae, inicialmente de cunho descritivo,
envolvendo estruturas reprodutivas de individuos adultos, tém sido analisados sob o ponto de
vista ecolégico e evolutivo, com intuito de reconhecer o poder adaptativo dos seus
representantes (Winther er al., 1974).

O fato de todos os membros da familia Orchidaceae apresentarem associagdo
micorrizica em alguma fase de seu ciclo de vida é uma caracteristica marcante (Dressler,
1981). Essa associacdo ¢ necessdria para a germinagdo, sob condigdes naturais, considerando
que todas as orquideas tém um estagio heterotrofico relativamente prolongado durante a
germinagdo e o crescimento inicial; algumas espécies sdo heterotroficas durante todo o ciclo
de vida (Smith & Read, 1997). A germinagio das pequenas sementes de orquideas ndo ocorre
de modo usual, uma vez que a plantula emerge da semente em condi¢des de relativa
indiferenciagdo e seu desenvolvimento subseqiiente é muito lento (Alvarez & King, 1969).
Desde os estudos iniciais de Bernard, em 1909, tem sido aceita a hipétese de que se houver a
infecgdo do fungo compativel nas sementes de orquideas, estas sio estimuladas a germinar
(Hadley & Pegg, 1989).

Com o advento do processo artificial para a germinagdo de sementes de orquideas,
proposto por Lewis Knudson, em 1922, usando um método em condigdes assépticas, sem a
presenca de micorrizas, a produgdo e a comercializagio dessas plantas difundiu-se
amplamente. O cultivo de espécies de orquideas ornamentais, tanto por semente, quanto por
meristemas, tem sido ampliado e tem alcancado elevados niveis nas exportagdes em paises
como Estados Unidos, Australia, Franca, Indonésia, Nova Zelandia e Portugal (Rao, 1977).
Segundo Arditti (1982), os géneros mais cultivados sdo de origem tropical, tais como
Cattleya, Cymbidium, Vanda, Laelia, Dendrobium.

Virias sdo as pesquisas em outros paises objetivando a manutengdo das espécies
de orquideas nativas, frente a devastagdo acelerada dos ambientes naturais. Para isso, muitos
estudos foram realizados visando a obtengdo das melhores condigdes para a germinacdo das
sementes e a produ¢do de plantulas. Entre eles estdo os trabalhos de: Curtis (1943), para

diversas espécies norte-americanas; Stoutamine (1963, 1964), para as espécies nativas do



Canada; Clements (1982), para as espécies australianas; e Arditti ef al. (1982), também para
espécies norte-americanas, porém especificamente para algumas da Califérnia.

Kerbauy (1988) destaca o Brasil, no mercado internacional de orquideas, como
um dos grandes centros produtores de espécies e flores de corte. Apesar de Silva (1979)
salientar as facilidades para o cultivo de orquideas no Brasil, em fungdo das condi¢des
climéticas favoraveis, poucas investigagdes tem envolvido espécies nacionais. Dentre essas
estdo as pesquisas de: Marin-Morales (1982), analisando viabilidade de sementes de hibridos
de Cattleya e Laelia; Pavanelli (1982), investigando fertilidade de sementes em frutos de
Epidendrum nocturnum; lannotti et al. (1987), sobre sistema reprodutivo de Epidendrum
rigidum Jack; Stort (1983), sobre cruzamentos artificiais envolvendo espécies de Cartleya.
[nimeros trabalhos concentram-se na cultura de tecidos meristematicos, tais como os de
Kerbauy (1991) e de Handro & Kerbauy (1980). Poucos estudos tém sido desenvolvidos com
relagdo aos fatores que afetam a germinagdo das sementes e o desenvolvimento das plantulas,
podendo ser destacados, entre esses: Mercier & Kerbauy (1991), avaliando a influéncia dos
fatores nutricionais no cultivo assimbidtico de Epidendrum fulgens; Milaneze (1997),
investigando a germinagdo em espécies da Mata Atlantica; e Mello (2000), testando a
conservacdo de sementes e percentagem de germinagdo de algumas espécies de orquideas do
Cerrado.

Pabst & Dungs (1975, 1977) mencionaram que a Bacia Amazdnica possui cerca
de 94 géneros de orquideas, com 352 espécies. Braga (1988) cita que, assim como as florestas
de vérzea e igap6, as Campinas Amazonicas s3o0 muito mais ricas em espécies de orquideas,
em numero de individuos e biomassa, em comparagdo aos demais tipos de vegetacdo. Refere
ainda que, o igap6 tem maior importdncia como via de migra¢do e a vegeta¢do serrana baixa
como centro de evolugdo e dispersdo das orquideas da Amazonia. Ja a mata de terra firme
freqlientemente é citada como pobre em orquidiceas (Lacerda, 1981). Conforme Cruz &
Braga (1997), a Floresta Tropical Umida da Amazonia, denominada “Hiléia” por Humboldt &
Bonpland, é uma regido muito heterogénea do ponto de vista dos tipos de comunidades
vegetacionais presentes. Assim, essa floresta constitui-se num dos maiores repositorios
genéticos de orquideas. Entretanto, inimeras espécies de ocorréncia na Amazénia ainda nio
foram identificadas pela taxonomia moderna e sdo pouco conhecidas do ponto de vista morfo-
anatomico, especialmente no que se refere a estrutura morfo-anatémica das sementes e dos
estadios iniciais de desenvolvimento da plantula. Entre essas espécies estdao Cattleya eldorado
Lind. (com flores vistosas e de alto valor comercial), Epidendrum schomburgkii Lindl. e E.

imatophyllum Lindl. (ambos com belas flores e de interesse comercial). Sobre essas espécies
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ndo foi encontrada nenhuma publicacdo envolvendo germinacdo e desenvolvimento, bem
como acerca das caracteristicas estruturais de suas sementes, de seus embrides ou de suas
plantulas.

A reprodugdo de orquideas por sementes pode ser realizada por processos
simbidticos ou assimbidticos.

O método simbidtico ¢ o processo natural de reproducio das orquideas na
natureza. As sementes de orquideas, ao contrario de todas as demais sementes, nio possuem
reservas nutritivas, e, por isso, necessitam da a¢io de um fungo micorrizico (Arditti, 1967). O
fungo desdobra a matéria organica do substrato em produtos soluveis e assimildveis pelo
embrido e assim as sementes podem germinar (Arditti, op cit.). Entre os métodos simbidticos,
o mais usado ¢ a germinagdo sobre placa xaxim (Dicksonia sellowiana). Entretanto, essa
espécie de samambaia arbérea, de ocorréncia no Sul e no Sudeste do Brasil, encontra-se em
processo de extingdo, por ser muito explorada para confec¢do de substratos vegetais (Campos,
2000). Outros métodos simbidticos, com substratos naturais tém sido usados, como por
exemplo: no Estado do Rio Grande do Sul, a casca de coco sem polpa e triturada (Englert,
2000): no Nordeste, o coxim, produto semi-industrializado, que utiliza o tecido
parenquimatico da casca de coco e ndo a fibra (Ferreira, 1991); e no Estado do Para. sementes
de acai (Euterpe oleraceae Mart. - Arecaceae). Esse ultimo método, descoberto por um
orquiddfilo amador (José Torres — Castanhal, PA), tem mostrado resultados eficientes e com
germinagdo exuberante (Campos, 1999). A semente de agai tem sido usada, no Estado do
Pard, como substrato para plantio de orquideas adultas (Campos, 2000).

O método assimbidtico ¢ um processo artificial de reprodugio, que utiliza meios
de cultura, em condi¢des assépticas (sem micorrizas), para obter- a germinagdo de sementes
de orquideas, é um método in vitro, inicialmente constituido apenas por sais minerais e
agucares (Snow, 1985). Outros métodos de germinagdo in vitro, objetivando melhorias nos
meios de cultura, baseados no método de Knudson, surgiram posteriormente, de modo a
oferecer, em condigdes controladas, os nutrientes e os hormdonios que as sementes e as
plantulas precisam para germinar e desenvolver-se. Esses métodos assimbidticos permitem
uma multiplica¢do rapida e eficiente, diminuindo o ciclo de vida, substituindo a simbiose
com micorrizas € excluindo a competi¢do com outros microorganismos. Os métodos in vitro,
embora geralmente de custo elevado, proporcionam elevada produtividade, com resultados
mais seguros, tendo assim a preferéncia por parte dos produtores. Intiimeros protocolos para
germinagdo eficiente de orquideas, in vitro, estdo disponiveis na literatura. Os meios de

cultura mais freqiientemente utilizados sdo: Knudson C ou KC (Knudson, 1946), Vacin e
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Went (Vacin & Went, 1949) e MS (Murashige & Skoog, 1962). O meio MS, com a metade
das concentracdes de sais da férmula original, tal como usado por Kerbauy (1988), também
vem sendo usado com sucesso por diversos laboratorios.

Dessa forma, conhecimentos sobre a morfo-anatomia das sementes e das plantulas de
espécies endémicas e das que ocorrem na Amazonia, tais como Cattleya eldorado Lind.,
Epidendrum schomburgkii Lindl. e E. imatophyllum Lindl., germinando e desenvolvendo-se
em diferentes substratos de semeadura, comparando trés protocolos, dois bem estabelecidos
(meios de cultura KC e MS, assimbi6ticos) e um simplificado e alternativo (semente de agai
como substrato, possibilitando a condi¢do simbidtica), poderdo otimizar a propaga¢do e a

conservacio de tais espécies de Orchidaceae.
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Revisdo bibliografica

Morfologia e anatomia das sementes de orquideas

As sementes de Orchidaceae estdo entre as t‘anerégamas que apresentam menores
tamanhos (Benzing, 1981). Suas dimensdes variam de 1,0-2,0 mm de comprimento e de 0,5-
1,0 mm de largura, sendo produzidas em quantidades elevadas, cerca de 1.300 a 4.000.000
sementes por capsula (Pierik, 1990). De acordo com Eames (1977), sementes tdo pequenas
caracterizam espécies vegetais com associagdes micorrizicas e altamente especializadas,
como no caso das orquideas. embora Teryokhin & Nikiticheva (1982) também considerem
esses tamanhos reduzidos das sementes como caracteristica de plantas parasitas.

Ackerman (1983) refere que a capacidade das Orchidaceae em produzir sementes
pequenas e numerosas pode ser uma resposta as varias pressdes seletivas, tanto no caso de
espécies terrestres, quanto no caso de espécies epifitas. Sob este aspecto, tais sementes podem
significar uma economia de dgua e de minerais para a planta-mie (Benzing et al., 1983).

A dispersdo das sementes de Orchidaceae ocorre pelo vento (Dressler, 1981,
Robinson & Burns-Balogh, 1982), sendo excegdes as espécies de Apostasia. Selenipedium e
Vanilla, as quais possuem sementes relativamente mais pesadas (Dressler, 1981): A forma e o
tamanho das sementes de orquideas, bem como a presenca de espagos vazios relativamente
grandes em seu interior (nunca inferior a 63% e podendo alcang¢ar 96% do volume total da
semente) conferem uma adaptagdo a dispersdo anemocorica, permitindo longos periodos de
flutuagdo no ar (Arditti et al., 1979). A possibilidade de haver dispersdo através da agua ¢
ressaltada por Stoutamire (1963), Lindén (1980) c. Kurzweil {1993), para espécies de
orquideas terrestres.

As sementes de orquideas apresentam um padrdo estrutural constante (Arditti e
al., 1979), podendo variar em suas caracteristicas, tais como tamanho, forma, cor, largura,
niimero e estrutura das células da testa (Thoda, 1985). Um embrido indiferenciado estd
contido no interior de um tegumento transparente (testa), constituido de células mortas
(Veyret, 1974; Arditti et al., 1979). Fredrikson (1990), investigando a embriologia de
Herminium monorchis (Orchidaceae), constata que ocorre dupla fertilizagdo, porém o nicleo
endospermatico ndo se divide, permanece vivo até o embrido estar constituido por trés células

e entdo degenera.



As dimensdes e o formato das células do tegumento das sementes de orquideas
sio consideradas caracteristicas taxonomicas e filogenéticas importantes para niveis
taxondmicos elevados, mas proporcionam poucas e limitadas informagdes para os niveis
genéricos € infragenéricos (Dressler, 1981‘; Chase & Pippen, 1988; Kurzweil, 1993),
entretanto, por vezes, podem explicar alguns aspectos da biologia dessas sementes (Healey er
al., 1980).

As analises ultra-estruturais do tegumento das sementes de orquideas tém
revelado variagdes na ornamentagdo das paredes celulares que o constituem, podendo servir
como subsidios taxondmicos. Assim, os varios padrdes de esculturas reticuladas (complexas,
difusas, dicotdmicas e transversais em maior ou menor gfau), nas paredes periclinais, ou a
auséncia de esculturas, nas células do tegumento das sementes tém sido considerados de valor
taxondmico, a nivel genérico e especifico, por Arditti et al. (1980), para espécies nativas da
Africa do Sul, e por Healey er al. (1980), para espécies terrestres norte-americanas. A
escultura das paredes anticlinais foi observada por Chase & Pippen (1988), mostrando
caracteristicas distintas nos membros da subtribo Oncidiinae.

Nas sementes de Orchidaceae, conforme Harrison & Arditti (1978), ndo existe
endosperma e nem cotilédones presentes. As variagdes morfoldgicas, embora ndo muito
pronunciadas, nos pequenos embrides, tém propiciado discussdes relativas a presenga ou ndo
de cotilédone. Veyret (1974) ressalta que a maioria das espécies de orquideas sdo
acotilédones, apresentando um apice sem projegdes laterais, porém raras espécies mostram
um cotilédone diferenciado, projetado lateralmente ao dpice vegetativo. Nishimura (1991)
registra a presen¢a de cotilédone nos embrides de Bletia purpirea. Os embrides de
Orchidaceae estdio presos a semente através do suspensor e em fungdo da presenca ou
auséncia desse, Swamy (1979) reconhece duas categorias, A Ecom suspensor) ¢ B (sem
suspensor).

Os embrides de orquideas, de acordo com Veyret (1974), podem ser comparados a
fase globular dos embrides das dicotileddneas, por serem constituidos de uma massa de
células indiferenciadas. Entretanto, diversos pesquisadores tém identificado, nos embrides de
orquideas, dois tipos celulares: um, no p6lo meristematico, formado por células pequenas e de
contetido denso; outro, no polo micropilar, onde podem ser vistos grandes nicleos e vactolos
(Spoel, 1948; Knudson, 1950; Veyret, 1974; Harrison & Arditti, 1978). As substdncias de
reserva, nas células dos embrides maduros de Orchidaceae, sdo basicamente compostas por
lipidios (Harrison, 1977; Milaneze, 1992). Na porgdo meristematica superior desses embrides

ocorrem também corpos protéicos (Harrison, 1977; Manning & Van Staden, 1987; Philip &
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Nainar. 1988). Em espécies de orquideas terrestres africanas., Manning & Van Staden (1987)
verificaram a presenca de agucares, como a arabinose, ramnose, sacarose e maltose, dentre
outros, embora em quantidades relativamente pequenas. Em estudos mais recentes.
Richardson et al. (1992) ao analisarem a ultra-estrutura dos embrides de Platanthera

hyperhorea registraram a presenca de magnésio, potassio e cristais de calcio.
Germinacio das sementes e desenvolvimento inicial de plintulas em orquideas

No inicio da germina¢do das sementes de orquideas, os embrides expandem-se
tanto no numero quanto no tamanho de suas células (Shushan, 1974; Rao, 1964; Mitra, 1971).
originando uma estrutura conica (Arditti, 1967; Rasmussen e al., 1990a).

A conceitu:it;ﬁo referente 4 germinagdo, em sementes de orquideas, varia entre os
autores. Assim, por exemplo, alguns consideram que a semente germinou quando o embrido
demonstra qualquer indicio de atividade (Harvais, 1973), outros entendem que isso ocorre
quando o embrido mostra-se intumescido e capaz de romper o tegumento da semente (Henrich
et al., 1981; Rasmussen ef al., 1990a e 1990b), mas outros consideram-na germinada somente
apoOs a gema caulinar estar diferenciada (Curtis & Nichol, 1948: Ichihashi, 1990).

No processo de germinagdo das sementes de orquideas, como descrevem
Rasmussen et al. (1990b) e Leroux ef al. (1997), o embrido desenvolve-se formando uma
estrutura denominada protocormo. O termo protocormo foi adotado pelo botanico francés
Bernard, no inicio do século XX, para designar, em Orchidaceae, os embrides intumescidos ¢
em fase inicial de germina¢do e desenvolvimento, sendo, posteriormente, bem aceito e
adotado por pesquisadores dessa familia (Morel, 1974). De acordo com Dressler (1981), a
estrutura dos protocormos, em orquideas, ¢ Unica entre as fanerégamas. Barabé et al. (1993)
salienta que essa estrutura pode ser considerada como uma extensdo do estddio embrionario
que, ao contrario das demais espécies fanerégamas, ocorre fora das sementes.

Na maioria dos trabalhos mais antigos, referentes a histologia dos protocormos,
tais como Alvarez & Sagawa (1965) e Alvarez & King (1969), o protocormo € referido como
sendo uma estrutura tuberculiforme constituida por parénquima. Ja em estudos mais recentes,
como em Milaneze (1992) e Leroux ef al. (1995, 1997), ha uma descri¢do mais aprofundada
sobre estrutura do protocormo, sendo referida a distingdo de duas porgdes, uma basal e outra
apical ou meristematica. Esses mesmos autores ainda referem que a por¢do basal ¢ formada
por células maiores e mais vacuoladas, constituindo tecido parenquimatico, enquanto a por¢ao
apical, em posicdo oposta, ¢ formada por células menores, constituindo um promeristema e

mostrando indicios de ativa divisdo mitdtica. Os primeiros corddes de células procambiais sdo
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observados na regido central do protocormo, em diregdo ao meristema apical (Curtis &
Nichol. 1948: Arekal & Karanth. 1980: Milaneze, 1992; Leroux et al., 1995 e 1997). Algumas
células da epiderme dos protocormos diferenciam-se em estruturas denominadas de: pélos
absorventes. por Hadley & Harvais (1968), Arditti er al. (1981) e Milaneze (1992): ou
tricomas, por Alvarez & King (1969): ou rizoides, por Curtis & Nichol (1948), Knudson
(1950), Van Waes & Degeegh (1986a), Rasmussen et al. (1990a) e Nagashima (1994).

Harrison (1977), investigando a germina¢do e desenvolvimento de Cartleya
aurantiaca. crescendo em meio de cultura, suplementado ou ndo com carboidrato, constatou
grande quantidade de reservas de lipidios e proteinas, mas auséncia de reservas de
carboidratos. Esse autor refere ainda a presenca de proplastideos e mitocondrias, essas
associadas a degeneracio dos corpos de lipidios: os glicossomos, dictiossomos e reticulo
endoplasmatico ndo foram evidenciados. Arditti er al. (1981, 1982) e Nagashima (1994)
constatam que grande parte dos protocormos, em espécies terricolas, ndo apresentam clorofila
nas primeiras fases de seu desenvolvimento, mesmo sob iluminagao.

Apbs a germinagdo das sementes, em orquideas, o protocormo passa por fases
relativamente lentas de diferenciacdo de tecidos e de orgdos (Alvarez & King, 1969). Na
segiiéncia do desenvolvimento, o protocormo aumenta de volume e ocorre a diferencia¢do dos
tecidos. originando as folhas e as raizes adventicias, passando entdo a ser designado de
plantula (Shushan, 1974; Mitra, 1971; Arekal & Karanth, 1980; Barabé et al., 1993).

O intervalo de tempo entre a semeadura, os primeiros sinais de germinacdo e a
diferenciacdo de folhas e de raizes nos protocormos de orquideas podem variar dependendo
da espécie ¢ das condi¢des de cultivo (Barroso & Chaves-Neves, 1990), especialmente com
relagio a quantidade e a natureza dos nutrientes disponiveis (Barabé er al., 1993). Por
exemplo, os primeiros indicios de germinagdo das sementes de orquideas podem ocorrer em
uma semana, como em Encyclia phoenicia (Grillo-Mensa et al., 1985) e Pseudolaelia
vellozicola (Milaneze, 1992), ou em aproximadamente trés meses apds a semeadura, como em
espécies de Cypripedium e Platanthera (Henrich et al., 1981), ou mesmo apos um ano de
cultivo, como em algumas espécies nativas dos Estados Unidos (Arditti et al., 1981).

Sob condig¢des naturais, as sementes das orquideas germinam e alcangam a fase da
plantula somente apds sua associagdo com um fungo micorrizico (Lindén, 1980; Hadley,
1983: Arditti & Ernst, 1984). A especificidade entre as espécies de fungos e de orquideas,
para a ocorréncia da associagdo micorrizica, pode variar, como sugerem Hadley (1970) e
Warcup (1971, 1973). Os estudos sobre a associagao simbidtica tém comprovado a utilizag@o,

pelo fungo, de carboidratos insoluveis do meio, tais como a celulose (Smith, 1966; Hadley,
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1969) e 0 amido (Ernst et al., 1970). e a transloca¢do dos produtos para os embrides (Smith,
1966). De acordo com Smith et al. (1994), o relacionamento entre as espécies de orquideas e
os fungos simbiontes tem carater unidirecional, quanto a transteréncia de nutrientes em favor
das plantas. O endéfito desenvolve-se apenas nas células da por¢do basal do protocormo
(Rasmussen ef al., 1990a). A presenca do fungo simbionte também estimula a mobilizagio
das reservas contidas nos embrides das orquideas (Manning & Van Staden. 1987; Uetake et
al., 1992), de modo que este possa alcancar a fase de plantula fotossintetizante, atingindo,
assim, a condi¢do autotrofica (Alvarez & King, 1969; Stoutamire, 1964).

Rao (1977) estima que apenas cerca de 5% das sementes de orquideas possam
germinar sob condigdes naturais. Sob condi¢des de cultivo em laboratério, Hadley (1983)
refere que a associagdo micorrizica pode ser dificultada por modificagdes na capacidade
simbiotica dos fungos (Hadley, 1983) e Rasmussen et al. (1990b) acrescentam que os fungos
podem ter uma estreita faixa de temperatura Otima para que se estabeleca a associagdo.
Wilkinson & Williams (1994) constatam que algumas espécies de bactérias associadas aos
tecidos micorrizados de orquideas promoveram a germinagdo simbidtica das sementes de
Pterostylis vittata, espécie de orquidea terrestre australiana.

Rasmussen & Rasmussen (1991) ressaltam que estudos referentes a germinagao
de sementes de orquideas e desenvolvimento de plantulas, sob condi¢des naturais. sdo
dificultados, devido ao reduzido tamanho das sementes, e sugerem comparagdes com ensaios
realizados em laboratdrios, de modo a identificar os fatores que regulam o estabelecimento
dessas espécies na natureza. Segundo Dunlap et al. (1986), o nivel de complexidade nos
procedimentos in vivo oferece alto grau de variabilidade. Stasinopoulos & Hangarter (1990)
salientam que, nos procedimentos in vitro, as células e os tecidos vegetais sio normalmente
cultivados sobre meio nutritivo definido, no qual as concentragdes de todos componentes séo
previamente conhecidas. Os fatores que afetam o crescimento das .plantas in vitro sao
similares aqueles que limitam o crescimento in vivo (Leifert & Lin, 1992). Rasmussen ef al.
(1990a) constataram que, cultivando Dactylorhiza majalis (Orchidaceae) em meio simbidtico,
a taxa de germinagdo foi mais elevada, assim como o crescimento das plantulas foi maior,
quando comparado com cultivos assimbidticos, desde que mantidas temperaturas otimas (23 a
25°C). Conforme os autores, quando as temperaturas sdo mais elevadas pode ocorrer
proliferagdo de hifas, externamente ao protocormo, trazendo prejuizo ao crescimento das
plantulas. Além disso, é necessario um cuidadoso balango nutricional entre o hospedeiro
(orquidea) e o endéfito para o estabelecimento da simbiose (Harvais & Hadley, 1967;

Clements, 1988).
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O cultivo assimbidtico das sementes de orquideas (in vitro), desenvolvido por
Knudson (Knudson, 1922 e 1946), tornou-se vantajoso. em relagdo ao simbidtico, pois é
tecnicamente mais facil e proporciona resultados favoraveis decorrentes da adicio de
carboidratos ao meio de cultura contendo nutrientes minerais. Marschner (1993) salienta que
as principais fungdes dos nutrientes minerais no corpo vegetal, tais como nitrogénio, enxofre e
fésforo relacionam-se a constituicdo de proteinas e de 4cidos nucléicos, enquanto os demais
macronutrientes, com exce¢do do potdssio, e os micronutrientes fazem parte de estruturas
organicas, principalmente moléculas enzimaticas, as quais podem estar direta ou
indiretamente envolvidas em fungdes cataliticas de enzimas. O potdssio atua na
osmorregulagdo e principalmente na manutencdo do equilibrio eletroquimico das células e de
seus compartimentos, tendo, ainda, a fun¢do de regular a atividade enzimatica.

Segundo Raghavan & Torrey (1964), os estudos relativos a nutricdo mineral dos
embrides vegetais in vitro so importantes para a compreensio dos processos bioquimicos e
de ontogénese. Além disso, conforme esses autores, a habilidade em utilizar o nitrato presente
no meio de cultura, pelas plantulas, ocorre paralelamente ao surgimento da enzima redutase
de nitrato em seus tecidos. Arditti (1967), Harrison & Arditti (1978), Arditti er al. (1982) e
Oliva & Arditti (1984) salientam que os requisitos, para que a germinac¢do assimbidtica das
sementes de orquideas ocorra variam quanto a utilizagio dos componentes nutritivos
disponiveis e quanto ao aproveitamento das condigdes de iluminagio e de temperatura
aplicadas. Acrescente-se a isso que as condi¢des mais adequadas para a germinacdo das
sementes e o crescimento das plantulas de orquideas podem variar com o género e, algumas
vezes, com a espécie (Henrich ef al., 1981; Arditti & Ernst, 1984).

A importdncia da nutricdo nitrogenada, especialmente o balango entre os ions
nitrato e amonio, para os tecidos vegetais em meio de cultura tem sido amplamente analisada,
porém estd vinculada a espécie .vegetal, ao estadio de desenvolvimento, a concentracdo de
ions (nitrato e amonio) e ao pH do meio (Dhillon et al., 1987; Schimitz & Lorz, 1990 e
Redinbaugh & Campbel, 1991). Os compostos de nitrogénio disponiveis no meio de cultura
podem afetar a germinagdo das sementes das orquideas (Van Waes & Debergh, 1986b:;
Hinnen et al; 1989). Por exemplo, as culturas de Cattleya (Raghavan & Torrey, 1964), de
Cypripedium reginae (Harvais, 1973) e Orchis laxiflora (Mead & Bulard, 1979) sio
influenciadas positivamente pela presen¢a de fons aménio (NH;") no meio nutritivo. A
presenca de nitrato de amoénia ¢ fundamental para o crescimento assimbi6tico das plantulas de
Arundina bambusifolia (Mitra, 1971) e de hibridos de Carttleya (Raghavan, 1964),

favorecendo, também, o crescimento dos protocormos de Epidendrum fulgens (Mercier &
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Kerbauy, 1991) e de espécies de Dendrobium (Lin. 1992), e a organogénese de plantulas de
Phalaenopsis (Hinnen et al., 1989). Kumaria & Tandor (1991), entretanto. nio obtiveram
bons resultados, quanto a germinagdo das sementes de Dendrobium fimbriatum, na presenca
de nitrato de cdlcio ou sulfato de amonia, mas com sulfato de magnésio ou fosfato
monobasico de sédio constataram aumento do peso fresco das plantulas de ambas espécies.

Quanto aos demais componentes inorgdnicos do meio de cultura, Vacin & Went
(1949) e Raghavan & Torrey (1964) esclarecem que pequenas propor¢des de ions calcio no
meio de cultura podem ser favordveis as culturas assimbiéticas de orquideas. Arditti & Ernst
(1984) referem que a redu¢do dos niveis de fosfatos aumenta a germinacio das sementes de
orquideas, pois evita a formacdo de compostos insoliveis com ions de ferro. durante o
processo de autoclavagem.

Estudos bioquimicos de Alvarez & King (1969) demonstram que os protocormos
e as plantulas de Vanda sanderiana foram capazes de produzir e eliminar peroxidases para o
meio de cultura. Hinnen et al. (1989) verificaram que plantulas de Phalaenopsis geralmente
exsudam compostos fenolicos para o meio, os quais estdo aparentemente relacionados a um
mecanismo de modificagdo imediata do ambiente para sua instalagio. A ocorréncia de
enzimas capazes de hidrolizar compostos, adicionados ao meio de cultura, especialmente
carboidratos, foi verificada em Phalaenopsis, por Emst et al. (1971) e por Emst & Arditti
(1990), e em Dendrobium, por Hew & Mah (1989). Conforme esses autores, a presenca de
enzimas proporciona, nas culturas assimbidticas, a utilizagdo de moléculas grandes, tais como
os oligossacarideos, como fonte de carboidrato.

Harvais (1973) considerou que as plantas fotossintetizantes possam sintetizar
vitaminas e, portanto, a adi¢do destes compostos ao meio de cultura poderia ser Gtil durante a
fase heterotréfica do ciclo de vida das orquideas. Desta forma, Noggle & Wynd (1943)
puderam concluir que a niacina promoveu a germinagdo e o crescimento mais rapido das
plantulas de Cattleya, como também verificou Arditti (1967) para Laeliocattleya, enquanto
que Prasad & Mitra (1975) verificaram efeitos contrarios aquelas para Cymbidium. Com base
em estudos anteriores, Arditti & Ernst (1984) concluiram que a niacina tem maior importancia
que as demais vitaminas na promog¢do da germinagdo e do desenvolvimento das plantulas de
orquideas.

A utilizagdo de complexos vitaminicos nas culturas assimbidticas de orquideas,
em geral, incluem tiamina (vitamina B1), acido pantoténico, piridoxina (vitamina B6) e 4cido
nicotinico (niacina), entre outras (Arditti er al., 1982). Esses compostos, segundo Oertli

(1987), ao serem aplicados exogenamente, podem agir como co-fatores ou fazer parte de
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moléculas envolvidas em reagdes enzimaticas, levando a captagdo de nutrientes minerais. O
mesmo autor ainda salienta que a utilizag@o de vitaminas, no meio de cultura, estimula o
crescimento de plantulas de orquideas. como conseqiiéncia do efeito de sinergismo entre os
compostos, mas sempre diferenciado de acordo com a espécie analisada. Desta forma. ao
utilizarem vérios compostos vitaminicos simultaneamente, Pierik (1988), ndo constata efeitos
significativos na germinagdo de Paphiopedium ciliolare, enquanto Kumaria & Tandor (1991)
verificam efeitos favoraveis a germinacio de sementes de Dendrobium fimbriatum.

Quando a piridoxina é adicionada as culturas assimbidticas de orquideas. ela
favorece a germinacdo de sementes, mas inibe o desenvolvimento e causa deformacdo nas
plantulas de Cattleya (Noggle & Wind. 1943). A piridoxina constitui um importante fator no
metabolismo de aminoacidos (Harrison & Arditti, 1978) e seu efeito varia conforme a espécie
(Arditti & Ernst, 1984). A tiamina, segundo Bonner (1942), pode ser transportada para as
raizes, onde atua como fator de crescimento. De acordo com Goodwin (1963, apud Harrison
& Arditti, 1978), a tiamina é produzida principalmente nas folhas das plantas. Mead &
Bulard (1975), referem que, em culturas assimbidticas de orquideas, a tiamina € essencial para
a sobrevivéncia dos protocormos de Orchis laxiflora e Ophrys sphegodes, € 0s mesmos
autores, em 1979, constatam que, somente na presenga dessa substancia, os protocormos de
O. laxiflora apresentam clorofila ¢ alcancam a fase de plantulas. Hagen & Stasinopolous
(1991) investigando a instabilidade de varios compostos vitaminicos adicionados ao meio de
cultura MS observam que, mesmo na auséncia de tecidos vegetais, mas em presen¢a de luz e
temperaturas acima de 25°C, a piridoxina € totalmente degradada em uma semana, enquanto
que o nivel original de tiamina decresceu em 56% em seis semanas.

Como as vitaminas, vdrios tipos de reguladores de crescimento vegetal sdo
normalmente adicionados as formulagdes basicas dos meios de cultura utilizados para
germinacio assimbidtica de orquideas, procurando simular as condigdes oferecidas pelo fungo
micorrizico (Hadley & Harvais, 1968). Entretanto, estes autores, ao adicionarem AIA, no
meio de cultura, verificaram que ocorreu inibi¢do da germinagdo, aumentando nas taxas de
mortalidade e retardo no crescimento das plantulas de Dactylorhiza purpurella. Hadley
(1970), além dos resultados acima, verificou 0 aumento na produgdo de pélos absorventes nos
protocormos da mesma espécie. A presenga de ANA favoreceu a germinagdo das sementes e
o crescimento das plantulas em espécies de Paphiopedilum (Flamée, 1978), enquanto que o
2,4-D, mesmo em concentra¢do baixas, foi toxico para espécies de Ophrys (Barroso &
Chaves-Neves, 1990). Segundo Arditti (1979) e Arditti & Ernst (1984), ha vérias razoes para

os resultados pouco conclusivos dos ensaios de germinagdo ¢ desenvolvimento das orquideas,
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quanto 20 uso de reguladores de crescimento, no meio nutritivo, destacando-se as
possibiiidades de interagGes entre os compostos usados e entre eles e os demais constituintes
do meio, bem como as dosagens, as condigdes de cultivo aplicadas e as particularidades
fisiologicas e nutricionais de cada fase do ciclo de vida das espécies. Dunlap & Robacker
(1988) constatam que a luz continua foi mais efetiva que os sais, no meio de cultura MS, na
degradacdo de AIA. Stasinopoulos & Hangarter (1990) afirmam que a degradagdo das auxinas
naturais € demais componentes do meio de cultura esta relacionada ao comprimento de ondas,
azul e ultravioleta, presentes nas ldmpadas fluorescentes usadas para a ilumina¢do das
culturas.

Quanto as metodologias utilizadas durante o preparo dos meios de cultura e as
conseqiientes modificagdes em sua composigdo, destacam-se os estudos de Sarma (1990) e
Owen & Arditti (1991) sobre o tipo de agente geleificante usado, os de Wetzstein er al. (1994)
sobre o volume das solugdes preparadas, como também os de Murai et al. (1992) relativos a
quantidade de meio por frasco de cultura e os de Skirvin (1986) sobre os processos de
esterilizagdo empregados. Sobre este ultimo aspecto, as altas temperaturas promovidas pela
autoclavagem ocasionam quedas do pH inicial do meio de cultura (Skirvin, 1986: Singha er
al., 1987; Sarma, 1990; Mezzetti ef al., 1991) e estdo diretamente relacionadas a constituicdo
quimica do meio (Owen & Arditti, 1991; Wetzstein ef al., 1994). Em adic@o, a autoclavagem
também encontra-se vinculado a quebra das moléculas de sacarose, contida no meio de
cultura (Ball, 1953; Emst et al., 1971; Singha et al., 1987, Hagen & Stasinopolous, 1991),
como também da glicose e da frutose, dela derivadas, gerando produtos téxicos para as
plantas (Weatherhead et al., 1978).

Assim como os constituintes do meio nutritivo, as condi¢des sob quais as culturas
de orquideas sd@o mantidas podem influenciar a germinagdo de suas sementes e crescimento
das plantulas. Em ambas fases, as orquideas variam em suas necessidades e respostas ao tipo
de iluminagd@o ou aos fotoperiodos aplicados (Arditti, 1967, 1979; Harvais, 1973), mas em
geral as sementes das espécies epifitas mostram-se indiferentes a luz (Arditti & Ernst, 1984),
enquanto que as terrestres podem responder de modo similar (Ueda & Torikata, 1972;
Stoutamire, 1964; Arditti ef al., 1981, 1982; Arditti, 1982; Oliva & Arditti, 1984; Ichihashi,
1990). Em geral, as espécies de orquideas terrestres apresentam maior porcentagem de
germinacgdo na auséncia de luz (Harvais, 1973, 1982; Mead & Bulard, 1979; Lindén, 1980;
Arditti ef al., 1981; VanWaes & Degergh, 1986b; Grillo-Mensa et al., 1985) ou somente
germinam na total auséncia de iluminagdo, como verificado por Mead & Bulard (1975) para
Ophrys sphegodes.
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Nas primeiras fases do desenvolvimento dos protocormos, a luz pode provocar
aumento nas taxas de mortalidade de espécies terrestres (Harvais, 1973, Lindén, 1980) ou
retardar seu crescimento (Mead & Bulard, 1975). Van Waes & Debergh (1986b) e Rasmussen
et al. (1990a) salientam que pouco se conhece sobre qual etapa do desenvolvimento, os
embrides e as plantulas de orquideas demonstram sensibilidade a luz, ou sobre suas
necessidades quanto a quantidade e a qualidade do espectro luminoso. Mas, de modo geral, os
estudos com orquideas tém demonstrado que a luz torna-se necessiria para a inducdo e
crescimento de gemas e raizes (Homés & Vanséveren-van Espen, 1973: Arditti & Emst,
1984), havendo relagdo direta entre a organogénese das plantulas e a intensidade luminosa
(Ueda & Torikata, 1972; Milaneze, 1992). Também a qualidade do espectro luminoso,
aplicado as culturas, ¢ importante (Ichihashi, 1990). Segundo Lin (1992), a capacidade das
plantulas em captar ions nitrato contidos no meio de cultura encontra-se vinculada ao tipo de
iluminagdo utilizada. Em geral, o fotoperiodo utilizado para a germinacio das sementes e o
desenvolvimento das plantulas nas culturas de orquideas varia de 10 a 18 horas. podendo
também ser utilizada a iluminagdo continua (Alvarez & King, 1969; Yam & Weatherhead,
1988; Ichihashi, 1990; Milaneze, 1992). Adicionalmente ao fotoperiodo. a intensidade da
ilumihaqﬁo sobre as culturas de orquideas pode variar do escuro total (Mead & Bulard, 1975;
Henrich er al., 1981, Zettler & Hofer, 1997) até 7000 a 8000 lux (Ueda & Torikata, 1972;
Phillip & Nainar, 1988). )

Shushan (1974), e Frei & Dodson (1972) observaram grandes variaqﬁef'é no
desenvolvimento inicial das plantulas de uma mesma cultura assimbidtica de orquideas,
como, em geral, ocorre entre os individuos de uma populagdo, fato que, segundo Batchelor
(1982) encontra-se vinculado a complexidade genética da familia Orchidaceae. A ava‘iiagéo
do crescimento das culturas de orquideas pode ter por base o didmetro dos protocormos
(Knudson, l92|2; Vacin & Went, 1949), seu peso fresco (Ernst, 1975) ou a diferenciaéﬁo de
folhas e de raizes (Spoel, 1948; Arditti, 1967; Harrison & Arditti, 1978; Milaneze, 1992).



OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar aspectos morfo-anatdmicos das sementes e das plantulas de trés

espécies de Orchidaceae — Cattleya eldorado Linden. ; Epidendrum schomburgkii Lindl. e

Epidendrum. imatophyllum Lindl. — com germinagdo ¢ desenvolvimento em trés condi¢des de

cultivo, duas assépticas e uma ndo-asséptica.

Objetivos especificos

a)

b)

Determinar as dimensdes (comprimento e didmetro) e caracterizar os aspectos morfo-
anatdmicos das sementes e dos embrides, das trés espécies.

Avaliar a taxa de germinagdo das sementes, das trés espécies, na condi¢do asséptica
(meios de cultura MS % e KC) e na condi¢do ndo-asséptica (substrato constituido por
sementes de agai). I
Avaliar as dimensdes e caracterizar os aspectos morto-anatdmicos das estruturas
(protocormos e plantulas), das trés espécies, nas trés diferentes condigdes de cultivo, nos
primeiros estddios de desenvolvimento, a cada 14 dias ap6s a germinagdo (14 até 70 dias).
Registrar a presenga ou ndo de micorrizas nos protocormos ¢&/ou plantulas, das trés
espécies, nas trés condigdes de cultivo, assépticas e ndo-assépticas.

Comparar os resultados obtidos para as diferentes condigdes de cultivo, para cada uma
das trés espécies, visando definir as vantagens e desvantagens de cada condigdo de

cultivo.



MATERIAL E METODOS

1. Material botanico

Foram utilizadas sementes retiradas de frutos (capsulas) de trés espécies de
Orchidaceae: Cattleya eldorado Lind., cujos frutos foram provenientes do Orquidério da Base
Petrolifera Pedro Moura (PETROBRAS), localizada na Regido de Urucw/Municipio de
Coari/Amazonas, proximo a cidade de Manaus (Fig. 1); Epidendrum schomburgkii Lindl. e
Epidendrum imatophyllum Lindl., com frutos provenientes do Orquidario Torres, localizado

na cidade de Castanhal/Para ,préximo a cidade de Belém (Fig. 2).

2. Caracterizac¢do das espécies

Cattleya eldorado Lind.: Espécie epifita, endémica da regido Amazonica, com
registros em herbarios (INPA-AM), por exemplo, de ampla ocorréncia nessa regido e hoje
restrita 20 médio e baixo Rio Negro/AM. A floragdo ocorre nos meses de dezembro a
fevereiro. Suas flores (Fig. 3) sdo vistosas e de alto valor comercial. Devido a coleta
indiscriminada e a forte pressio antropica, nas areas de sua ocorréncia (Campinas
Amazonicas), a espécie encontra-se enquadrada na categoria de vulnerdveis a extingdo
(Braga, 2002). Os frutos (Fig. 4) foram coletados do tnico exemplar existente no orquidario,
com determinag¢do taxondmica confirmada.

Epidendrum imatophyllum Lindl. : Espécie epifita, de ocorréncia na regido
Amazbdnica, nos Estados do Para e do Amazonas. A floragdo ocorre nos meses de margo, abril
e setembro. A inflorescéncia apresenta flores vistosas (Fig.5). Os frutos (Fig. 6) foram
coletados de duas plantas, as quais originaram-se da germinagdo de sementes de uma Gnica
matriz.

Epidendrum schomburgkii Lindl: Espécie epifita, de ocorréncia na regido
Amazonica. A floragdo ocorre nos meses de junho a dezembro, cujas flores (Fig. 7)
constituem uma inflorescéncia terminal. Os frutos (Fig. 8) foram coletados de duas plantas, as
quais originaram-se da germinagdo de sementes de uma Unica matriz.

Os frutos (capsulas), das trés espécies, foram coletados ainda verdes e
transportados para o Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do

Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC, em Florianépolis (SC).
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A medida que as capsulas foram abrindo-se, suas sementes foram retiradas e colocadas em
envelopes de papel de seda, sendo identificados com o nome da espécie e a data de abertura
da capsula. Os envelopes contendo as sementes foram acondicionados em recipientes, com
silica gel para absor¢do da umidade do ar, permanecendo sob refrigeracio, a 5°C, até serem

utilizadas no experimento.

3. Condig¢des para germinacio e cultivo

As sementes das trés espécies de Orchidaceae (Cattleya eldorado Lind.:
Epidendrum schomburgkii Lindl. e E. imatophyllum Lindl.) foram colocadas para germinar
em condigdo asséptica (Meios de cultura KC e MS') e ndo-asséptica (substrato constituido

por semente de agar).
3.1. Condic¢ao asséptica (cultivo in vitro) — Meio MS ¥ e Meio KC

As sementes foram embebidas durante duas horas em dgua destilada e solugdo
Novapal. Apos, as sementes foram lavadas, por trés vezes, em agua destilada e a seguir
transferidas para pequenos frascos de vidro, com tampa de borracha. Depois de retirado o
excesso de dgua, as sementes foram submetidas a um tratamento de desinfestacdo em solugdo
de hipoclorito de s6dio 2%, por 10 minutos. Com auxilio de agulhas e seringas esterilizadas, a
solu¢do desinfestante foi retirada, perfurando-se a tampa de borracha. O processo de
desinfestagdo das sementes completou-se apos serem lavadas, por trés vezes, em agua
destilada e autoclavada.

Foram utilizados dois meios de cultura: Meio de cultura MSY% (Murashige &
Skoog, 1962) e Meio de cultura KC (Knudson, 1946). Composiqﬁc; dos meios (mais detalhes
no Anexo 1):

Meio de cultura MS": (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com sacarose
(10%), vitamina de Morel (Morel & Wetmore, 1951), 30 g/l de banana madura (como fonte
de nutrientes) e gelificado com agar (0,6%).

Meio de cultura KC (Knudson, 1946) suplementado com sacarose (10%),
vitamina de Morel (Morel & Wetmore, 1951), 30 g/I de banana madura (como fonte de
nutrientes) e gelificado com agar (0,6%).

O pH dos meios foi ajustado com NaOH e HCl para 5,8 e foi adicionado o 4gar.
Apos, os meios de cultura foram autoclavados, sob 1,5 ATM de pressdo, a 121°C, por 15

minutos. A seguir, 30 ml do meio de cultura preparado foi colocado em recipiente de vidro
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(60x60mm). Foi utilizado um ependorfe para medir a quantidade de sementes desinfestadas,
correspondentes ao volume de 1,5ml, sendo estas misturadas com 10 ml de dgua destilada. Da
suspensdo sementes + dgua foi inoculado 1 ml em cada repeti¢do. Para cada espécie foram
preparadas nove repeti¢des para cada um dos tratamentos (Meios KC e MS !2), sendo trés
dessas repeti¢des usadas exclusivamente para determinar a taxa de germinagdo. O processo de
germinacdo das sementes e cultivo de plantulas foi conduzido na sala de crescimento do
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal/CCA/UFSC com
temperatura de 25°C+2, UR de 60%=3, fotoperiodo de 16 horas de luz ¢ intensidade luminosa

de 100 umol. m™.s™, com uso de lampadas fluorescentes de 18W.
3.2. Condic¢io ndo-asséptica (cultivo ex vitro) —Substrato SA

Para obtencdo de germinagdo de sementes e de cultivo de plantulas, em substrato
que possibilitasse a ocorréncia de micorrizas, ou seja, simbiose devido a condi¢do ndo-
asséptica, foi utilizada sementes de agai (Euterpe oleraceae Mart).

As sementes de acai (SA) foram previamente secas ao ar, por 30 dias, para que
perdessem o poder germinativo. Posteriormente, as sementes de acai foram acomodadas em 4
bandejas plasticas, perfuradas, de 25 x 45 x 7 cm, formando uma camada de cerca de 3 cm de
altura. Nas bandejas foram delimitados circulos (repeti¢des), cada um com area de 6 cm de
didmetro. Todas as sementes da bandeja foram umedecidas, diariamente, por mais 30 dias.
Quarenta e oito horas antes da semeadura, as sementes de agai, ndo foram umedecidas
(orientagdo fornecida pelo Sr. Torres, 2001 — Comunicag¢do pessoal). Ap6s esse periodo, foi
usado 1 ml da suspensdo, contendo semente de orquidea + dgua, conforme descrito para a
condi¢do simbidtica, porém sem qualquer tratamento prévio de de:sinfestaqz‘io, para semeadura
de (.:ada area demarcada. Para cada espécie de orquidea foram preparadas nove repetigdes
(circulos delimitados nas bandejas), sendo trés dessas usadas exclusivamente para determinar
a taxa de germinagdo. As bandejas foram mantidas em temperatura média de29°C+2, em Casa

de Vegetacdo/CCA/UFSC.

4. Analise quantitativa

4.1. Dimensdes da semente e do embriio

Para determinar o comprimento e o didmetro da semente ¢ do embrido in

hatura, foram utilizadas 25 sementes de cada uma das trés espécies. As medidas das
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dimensdes foram efetuadas com base em imagens projetadas com cdmara clara, acoplada em
microscopio optico (MO), marca Carl Zeiss-Jena, modelo Loboval 4, no Laboratério de
Anatomia Vegetal/CCB/UFSC. As medidas foram aferidas com escala micrometrada,
igualmente projetada.

O numero minimo amostral foi calculado pela equacdo n=(t*.s%).d™, onde "t" ¢
dado pela tabela de Student (considerando n-1, para significancia de 0,05), "s" € o desvio
padrdo e "s" € igual a E/100. média, onde E=10 para 10% de probabilidade, valor considerado

satistatorio (Sokal & Rohlf, 1969).
4.2. Dimensdes da plantula

No presente estudo. o protocormo, sem emissdo de primordios foliares, foi
considerado como plantula, por ser ja uma estrutura resultante do processo de germinagdo.
Para avaliar as dimensdes da plantula foram considerados dois eixos: um transversal, na
regido média do protocormo, nesse estudo denominado didmetro da base da plantula: € um
longitudinal, estendendo-se da extremidade basal do protocormo até a extremidade apical do
protocormo (em fases iniciais do desenvolvimento), ou até a extremidade apical de folhas
jovens (em fases mais avangadas do desenvolvimento).

Para essa analise foram coletadas 25 plantulas, representativas de cada uma das
trés espécies, de cada um dos trés tratamentos, durante 70 dias, em intervalos regulares de 14
dias, totalizando cinco periodos de avaliagdo. O delineamento experimental foi totalmente
casualizado, com seis repeti¢des por tratamento.

Os valores correspondentes ao comprimento ¢ ao diametro da plantula foram
obtidos usando o0 mesmo procedimento descrito para determinagdo das dimensdes da semente
¢ do embrido.

O numero minimo amostral foi determinado conforme descrito no item anterior
(4.1). Os dados médios totais foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), quando
necessario foi feita a transformacdo logaritmica, e teste de separagdo de médias de Tukey (T a
5%). Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do programa

STATIGRAPH-Windows Versdo 7.0.

4.3. Taxa de germinacgio

As sementes foram consideradas germinadas quando os embrides tornaram-se

intumescidos e romperam a testa.
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Dividiu-se cada uma das trés repeti¢des (frascos das culturas assépticas e circulos
da cultura ndo-asséptica) em quadrantes. Para contagem das sementes germinadas, foram
considerados apenas dois quadrantes, sendo os valores somados ‘e depois multiplicados por
dois, de modo a considerar o niimero total de sementes germinadas em uma repeti¢do.

Como para cada repetigdo foi utilizada uma aliquota de 1 ml de solugdo, contendo
égr_:a+semenies, procedeu-se a contagem do nimero de sementes em dez aliquotas, obtendo-
se no final o niimero médio de sementes usadas para semeadura em cada repeti¢do.

A percentagem de germinagdo (%G) foi obtida pela formula
%G = (TSG. 100).TSU™', onde TSG é o nimero total de sementes germinadas em uma

repeticdo € TSU € o nimero médio total de sementes usadas para uma repeti¢do.

5. Analise qualitativa

5.1. Estrutura macro e microscépica das sementes e das plintulas

Para andlise das caracteristicas estruturais das sementes e plantulas foram feitas
cbservacgdes in vivo e em material fixado.

Os registros de imagens das caracteristicas macroscopicas das estruturas, in vivo,
foram feitos utilizando cdmara fotografica digital (CFD), marca Sony 92, modelo Mavica-
MVCFD92 (Depto. Botanica-UFSC). Para algumas imagens in vivo de algumas estruturas,
usou-se microscopio estereoscopico (ME), com equipamento fotografico (LFGV/UFSC).

Para estudos microscopicos o material foi fixado em glutaraldeido 2,5%, em
tampdo fosfato de sodio 0,1M, em pH 7,2, sendo, posteriormente desidratado em série gradual
etilica e infiltrado em hidroxietilmetacrilato (Jung's Historesin). As secgdes, de 8 pum de
espessura, foram feitas em micrétomo de rotagdo, marca E.Zimmermann-Leipizig, para a
confecgdo das laminas permanentes. O material foi corado com azul de toluidina 1% e~
observado em microscépio 6ptico (MO), marca Carl-Zeiss-Jena, modelo Loboval4 (Lab.
Anatomia Vegetal/UFSC) e fotomicrografado em Fotomicréscopio Olympus “B12
(LFGV/UFSC). -

5.2. Ultra-estrutura das sementes e das plintulas

Para anilise ultra-estrutural, as sementes e as plantulas foram fixadas em
glutaraldeido 2,5%, em tampio fosfato de sodio 0,1M, em pH 7,2. Apés desidratagdo em série

gradual etilica, as amostras foram imersas em Hexametildesilazane (HMDS) durante 30
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minutos, em capela com exaustdo. A seguir o HMDS foi pipetado e as amostras mantidas em
capela até a total secagem. Esse procedimento evita o colapso das estruturas, desta forma
substituindo o ponto critico de CO; (Bossola & Russel, 1991). Em'seguida, as amostras foram
montadas em suporte de aluminio, com auxilio de fita de carbono dupla face e cobertas com
20nm de ouro, em metalizador da marca Baltec, modelo SCD005. A andlise e o registro de
imagens foram realizados em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), marca Philips,
modelo XL 30, do Laboratério de Materiais da UFSC.
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Figuras 3-8. Flores e frutos de Orchidaceae. 3-4. Flor e fruto de Cattleya eldorado Lind.
5-6. Flor e fruto de  Epidendrum imatophyllum Lindl. 7-8. Flor e fruto de Epidendrum
schomburgkii Lindl. Fonte da imagem da flor de E. imatophyllum .
www.missouribotanicalgarden.




RESULTADOS

Cattleya eldorado Linden

Semente

Caracteristicas morfo-anatomicas

As sementes de Cattleya eldorado (Fig. 9) apresentam comprimento médio de
509+71 um e didmetro médio de 101+20 um. A forma ¢ alongada (Fig. 10 e 11), sendo
afilada nas extremidades e globosa na por¢do central. As células da testa (Fig. 12) sdo
alongadas, com paredes anticlinais onduladas e paredes periclinais sem ornamentagdes,
embora essas se apresentem aparentemente um pouco colapsadas, o que pode ser resultante do
processo de desidratagdo. O embrido, evidenciado, em microscopia Optica, por transparéncia
da testa, tem forma eliptica e encontra-se em posi¢do centralizada na semente (Fig. 10). Em
média, o embrido apresenta 164+33 um de comprimento ¢ 81+13 pum de diametro. Visto em
secgdo longitudinal, constata-se que é formado por células indiferenciadas, com um estrato de
células menores delimitando a estrutura, correspondendo a protoderme. Em uma das
extremidades do embrido ocorre a presen¢a de um suspensor formado por duas fileiras de

células, na porgdo proximal, e por uma fileira celular, na porcio distal.

Germinacdo

Como referido na metodologia, considerou-se, como parametro de germinagdo da
semente, 0 intumescimento do embrido e o rompimento da testa, formando um corpo globular
esverdeado, indicando a presenga de clorofila. Este processo ocorreu dez dias apos a
semeadura no substrato ndo-asséptico (sementes de agai — SA) e em torno de vinte dias nos
meios de cultura assépticos (meio KC e meio MS '2). No substrato composto por sementes de
agai, a taxa de germinagdo foi de 93,0%, no meio MS ¥ foi de 85,3% e no meio KC foi de

78,2%.
Plintula

As caracteristicas morfo-anatdmicas e as dimensdes das plantulas foram

analisadas a cada 14 dias apds a germinagdo. Ao longo do desenvolvimento, perceberam-se
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variagdes morfo-anatémicas, porém, geralmente de modo similar nas trés condigdes de
cultivo.

Nas figuras 13 e 14, observa-se que nas fases iniciais do crescimento,
principalmente com relagdo ao comprimento, houve pouca variagdo entre os trés tratamentos,
porém 70 dias apo6s a germinacdo ficou evidente o maior desenvolvimento de plantulas
crescendo no substrato ndo-asséptico, o qual possibilitou a ocorréncia de micorrizas.

Com relagdo as dimensdes, no comprimento (Tab. 1), a andlise de varidncia
detectou diferengas significativas (P<0,05), entre as médias obtidas ao longo do
desenvolvimento, nas trés condi¢des de cultivo. As diferencas ocorreram nos primeiros
estadios de desenvolvimento (14, 28 e 42 dias), nos trés tratamentos. O mesmo ocorreu
também nos estadios seguintes (56 e 70 dias), para plantulas desenvolvendo-se no substrato
ndo-asséptico (sementes de agai), porém ndo para as plantulas cujo meio era asséptico (MS Y2
e KC). A compara¢do entre as médias obtidas nos trés tratamentos € tratada nos itens
correspondentes a cada periodo avaliado (14 a 70 dias).

A andlise de varidncia, com relagdo ao didmetro (Tab. 2), também detectou
diferengas significativas (P<0,05). As diferengas entre as médias foram mais acentuadas
somente apos periodos mais longos, por exemplo, no substrato SA ndo houve diferengas entre
14 ¢ 28 dias, bem como entre 42 e 56 dias, mas os dois primeiros diferiram dos dois ultimos,
bem como, esses diferem do tltimo periodo avaliado (70 dias). A comparacdo entre as médias
obtidas nos trés tratamentos € tratada nos itens correspondentes a cada periodo avaliado (14 a

70 dias).

14 dias apds a germinacéo

A plantula, nessa fase, apresenta-se como uma estrutura, de aspecto.esverdeado,
na qual a regido apical, mais afilada, e basal, mais globosa, tuberculiforme, ja podem ser
claramente reconhecidas, caracterizando o protocormo (Fig. 15 e 16). Freqiientemente, restos
da testa ainda mantém-se aderidos a essa estrutura cdnica (Fig. 16). Na regido basal,
geralmente observa-se grande quantidade de rizoéides (Fig. 17), unicelulares e translicidos.
Em plantulas que germinaram no substrato ndo-asséptico (sementes de agai), sobre os
rizéides, evidenciam-se artrosporos (Fig. 18), indicando a possibilidade de simbiose entre
fungos micorrizicos. No apice do protocormo e sobre o primérdio foliar (ou folha
cotiledonar), podem ser vistos os estdmatos (Fig. 19), em fases iniciais de desenvolvimento,

ainda sem abertura do poro estomatico (Fig. 20) e com a cuticula ja rompida para formagdo do
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mesmo (Fig. 21). O protocormo visto em sec¢do longitudinal (Fig. 22), estd constituido na
por¢ao central por células parenquimaticas, com nucleos evidentes, com paredes delgadas e
com lume amplo, esse provavelmente com grandes vacuolos. Freqlientemente observam-se,
no centro da regido apical, algumas células menores com protoplasto mais denso,
correspondendo ao promeristema (Fig. 22). Perifericamente toda estrutura € revestida por uma
protoderme, constituida por pequenas células com protoplasto denso, da qual originam-se os
rizoides por expansdo celular.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condig¢des de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 1
e 2. Foram constatadas dimensdes um pouco maiores nas plantulas crescendo no substrato
ndo-asséptico, em relacdo aquelas dos meios assépticos, porém apenas no caso do
comprimento tais diferengas foram significativas. A analise de varidncia detectou diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos, para o comprimento da plantula, porém para o

didmetro ndo ocorreram diferengas significativas.

28 dias apos a germinacio

Os protocormos (Fig. 23 e 24) apresentam-se mais desenvolvidos, com estrutura
tuberculiforme mais definida, tendo o 4pice mais proeminente, devido ao desenvolvimento
dos primérdios foliares (folha cotiledonar e primeiras folhas), € com densa cobertura basal por
rizoides longos. Nas plantulas desenvolvendo-se no meio MS %2, em relagdo aquelas do meio
KC, constatou-se que o &pice geralmente era menos evidente, havendo assim um maior
retardo no desenvolvimento dos primérdios foliares. Em secg¢do longitudinal do protocormo,
pode ser evidenciada, no dpice, a presen¢a de promeristema (Fig. 25) e por vezes algumas
células meristematicas centrais, provavelmente precursoras do procdmbio (Fig. 26).
Contornando toda a estrutura, encontra-se a protoderme, algumas células desse tecido, na
regido basal, proliferam formando projegdes (Fig. 26), constituidas por células com
caracteristicas meristematicas (pequenas, com nicleos grandes e protoplasto denso), das quais
originam-se tufos de pélos absorventes (rizoides). .

Nas plantulas desenvolvendo-se sobre as sementes de agai (Fig. 27), registrou-se a
presenca de micorrizas, caracterizadas pelas hifas e estruturas de reproducdo dos fungos,
denominadas de corpos esporodoquiais, na regido basal do protocormo (Fig. 28). Nao toi
encontrada nenhuma evidéncia de micorrizas nas plantulas desenvolvendo-se nos meios

assépticos (MS %2 e KC).
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Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condi¢des de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 1
e 2. A andlise de varidncia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da plantula. As plantulas crescendo no
meio KC mostraram-se maiores, sendo as menores aquelas do meio MS 2. Com relagdo ao
diametro, as maiores dimensdes foram observadas também nas plantulas do meio KC, porém
as menores foram as do substrato com sementes de agai. Tanto no comprimento, quanto no

diametro as diferengas entre todos tratamentos sdo estatisticamente significativas.

42 dias apos a germinacio

Nessa fase foi ainda mais evidente a forma de tubérculo da base do protocormo
(Fig. 29 e 30), assumindo um aspecto mais discéide, pela mais acentuada amplia¢do do
didmetro, ¢ a forma bem mais definida do dpice, com cor esverdeada mais intensa, pela
presenga de clorofila nos primordios foliares (folha cotiledonar e primeiras folhas). Os
rizéides ou pélos absorventes (Fig. 31) tornam-se mais numerosos € longos, especialmente no
substrato constituido por sementes de agai (comparar, por exemplo, quantidade de rizoides
nas Figs. 30 — SA e 29 — MS '4). No meio KC geralmente a quantidade de rizéides ¢ maior
que no meio MS Y, porém menor que no substrato SA. Em secgdo longitudinal do
protocormo (Fig. 32), ndo se evidenciam muitas alteragdes histolégicas em relagdo ao descrito
para o periodo anterior de desenvolvimento. A protoderme delimita a estrutura, destacando-se
uma proje¢do lateral no dpice do protocormo (Fig. 32), e rizéides originam-se da base de
contorno irregular do protocormo (Fig. 33).

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condi¢des de cultivo, sﬁo.apresentados nas tabelas 1
e 2., As plantulas crescendo no meio KC mostraram-se um pouco maiores, sendo um pouco
menores aquelas do meio MS ', porém a andlise de varidncia ndo detectou diferengas
significativas (P<0,05) entre as médias obtidas para as plantulas dos trés tratamentos. Com
relagdo ao didmetro, a analise de varidncia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre as
médias. Os maiores didmetros foram observados nas plantulas do substrato constituido por
sementes de agai € os menores no meio MS Y4, porém as diferencas sé foram estatisticamente

significativas entre as médias obtidas para os tratamentos SA e KC com relaggo ao tratamento

MS %, mas ndo entre SA e KC.
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56 dias apds a germinacdo

Nesse periodo a plantula, nas trés condi¢des de cultivo, (Fig. 34 a 36), ja
apresenta, na maioria das vezes, a emissdo do segundo primérdio foliar. Na base do
protocormo, os rizéides (Fig. 37) sdo numerosos, caracterizados por estruturas unicelulares,
originadas da protoderme. A base do protocormo apresenta contorno bastante irregular,
devido as projegdes que portam os rizéides (Fig. 38 e 39). Em secgdo longitudinal, na regido
central do protocormo, visualiza-se a formag¢do do procdmbio (Fig. 38, 40 e 41), responsavel
pela origem dos primeiros elementos condutores. As células da folha cotiledonar parecem ter
dimensdes maiores que as células das primeiras folhas (Fig. 42), o que pode estar relacionado
com maior quantidade de vaciolos contendo reservas nutritivas, entretanto € uma evidéncia
que ainda necessitaria ser melhor investigada.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés diferentes condi¢des de cultivo, sdo apresentados nas
tabelas 1 e 2. A andlise de varidncia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os
comprimentos médios obtidos nos trés tratamentos. As pldntulas crescendo no meio KC
mostraram-se maiores, seguidas do substrato SA, sendo que as menores foram as do meio MS
Y., porém as diferengas s6 foram significativas quando comparados os comprimentos de
plantulas dos tratamentos KC e SA com aquelas do tratamento MS ‘2. Com rela¢do ao
didmetro, a analise de varidncia ndo detectou diferengas sigﬁiﬁcativas (P<0,05) entre as

médias obtidas para os trés tratamentos.

70 dias apés a germinacdo

-

Nesse periodo os primordios foliares ja se encontram bastante desenvolvidos, fato
observado nos trés tratamentos (Fig. 43, 44 e 45). No substrato com sementes de acai, a
plantula apresenta-se com aspecto mais vigoroso € com quantidade de rizéides visivelmente
maior (comparar Fig. 45 com as Figs. 43 e 44). Em secgdes longitudinais do protocormo,
pode ser evidenciada a protoderme delimitando toda estrutura (Fig. 46) e rizéides
concentrados na regido central da base (Fig. 46 e 47).

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condi¢des de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 1
e 2. A andlise de variincia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os comprimentos
médios obtidos para as plantulas dos trés tratamentos. As pléntulas crescendo no substrato

com sementes de agai apresentaram comprimentos maiores, seguidas daquelas dos meios
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assépticos, KC e MS 4, sendo as diferengas significativas em todos os casos. Com relagdo ao
didmetro, a andlise de varidncia detectou diferencas significativas (P<0,05) entre as médias,
sendo essas diferengas presentes apenas quando comparados os didmetros de plantulas dos
meios assépticos (KC e MS ') com os de plantulas do substrato ndo-asséptico (SA), portanto

ndo sendo significativas as diferengas entre os didmetros de pldntulas dos dois meios

assépticos.
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Tabela 1. Comprimento (um) dos protocormos de Cattleya eldorado Lind., originados da

germinacao das sementes da espécie, sob diferentes condigdes de cultivo, em meios de cultura

assépticos MS 2 e KC e em substrato ndo-asséptico constituido por sementes de agai (SA).

" Periodo de

Condig¢des de cultivo

desenvolvimento MS % KC SA e
14 dias A577,41°" 2 576,94 * 734,12 3,25 %
28 dias A 741,18° Cor788° B864,94° 1,94 %
42 dias *1429,65°¢ 4147482 143435°¢ 2,40 %
56 dias * 1485,18 B2012,24¢ ®1907,76 ¢ 1,82 %
70 dias A 1651,76 ¢ B2234,35¢ €2856,47°¢ 2,53 %
Y 2,55 % 2,58 % 2,01 %

Nota: Letras que antecedem os valores comparam na horizontal. Letras que seguem os
valores comparam na vertical. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.

Tabela 2. Didmetro (um) dos protocormos de Cattleya eldorado Lind., originados da

germinagdo das sementes da espécie, sob diferentes condi¢des de cultivo, em meios de cultura

assépticos MS Y2 e KC e em substrato ndo-asséptico constituido por sementes de agai (SA).

Periodo de Condigdes de cultivo -
desenvolvimento MS %4 KC . SA
14 dias 2 493,65 " A 458,35 " 1505,88 * 2,75 %
28 dias ® 685,65° 835 12" 4 558,59 * 2,69 %
42 dias A894,12° B 023,06 ¢ B1031,53° 2,60 %
56 dias A 979,76 < ) [ 2 1037,18° 2,75 %
70 dias *1046,59 ¢ A1172.24" B 149553 ¢ 2,64 %
CcV 2,70 % 2,74 % 2,21 %

Nota: Letras que antecedem os valores comparam na horizontal. Letras que seguem os

valores comparam na vertical. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.
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Figuras 9-12. Sementes de Cattleya eldorado Lind. 9. Sementes in natura (CFD). 10.
Detalhe do embrido (e), visto por transparéncia da testa (t), centralizado na semente in
natura (MO). 11. Aspecto geral da semente (MEV). 12. Detalhe das c€lulas da testa

(MEV).




Figura 13. Comprimento (um) dos protocormos de Cattleya eldorado Lind., de 14 a 70 dias
apOs ocorrer a germinagao, em meios de cultura MS 2 e KC ( in vitro) e em substrato

constituido por sementes de agai (SA).
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Figura 14. Diametro (um) dos protocormos de Cattleya eldorado Lind., de 14 a 70 dias apbs
ocorrer a germinagao, em meios de cultura MS %2 e KC ( in vitro) e em substrato constituido

por sementes de agai (SA).
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Figuras 15-18. Plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado Lind., 14 dias apos a
germinac¢do das sementes. 15. Protocormo, in natura, desenvolvido no substrato SA (MO).
16. Protocormo desenvolvido no meio KC (MEV). 17. Detalhe da fig. 16, destacando os
rizoides (r) (MEV). 18. Rizoides (r) de protocormo desenvolvido em substrato SA,

evidenciando a presencga de artrosporos (indicados pelas setas) (MEV).
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Figuras 19-22. Plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado Lind., 14 dias apos a
germinacdo das sementes. 19. Regido apical evidenciando estomatos em formagdo no
primordio foliar (folha cotiledonar) de protocormo desenvolvido em meio KC (MEV). 20
¢ 21. Detalhes dos estomatos da fig. 19, em estadio inicial, sem poro estomatico (20), ¢
estadio mais avangado, ja com poro estomatico (21) (MEV). 22. Sec¢do longitudinal do
protocormo, desenvolvido em meio MS (p- parénquima, pd- protoderme, pm-
promeristema).
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Figuras 23-26. Plantulas (protocormos) de Cartleya eldorado Lind., 28 dias apos a
germina¢do das sementes. 23. Protocormo, desenvolvido em meio KC, com aspecto
tuberculiforme (ME). 24. Protocormo, desenvolvido em substrato SA, destacando o
aspecto discoide da base e o primeiro primérdio foliar (folha cotiledonar) no apice do
protocormo (MEV). 25 e 26. Sec¢des longitudinais de protocormos, desenvolvido em
meio MS (a- apice, b- base, p- parénquima, pd- protoderme, pm- promeristema, r- rizoide,

seta indica células precursoras do procambio).
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Figuras 27-28. Plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado Lind., 28 dias apds germinagao
das sementes. 27. Semente de acai com protocormos (CFD). 28. Protocormo desenvolvido no
substrato SA, evidenciando os artrosporos (as), as hifas (h) e os corpos esporodoquiais (ce) na
regido basal (MEV).
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Figuras 29-31. Plantulas
(protocormos) de Cattleya
eldorado Lind., 42 dias aps a
germinagdo das sementes. 29.
Protocormo desenvolvido em meio
MS, com poucos rizoides (r) na
regido basal (b) (MEV). 30.
Protocormo  desenvolvido  no
substrato  SA, com  grande
quantidade de rizéides na regido
basal (MEV). 31. Detalhe dos
rizoides (r) da fig. 28 (MEV).
Setas indicam o épice do
nrotocormo.




Figuras 32-33. Plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado Lind., 42 dias apés a
germinagdo das sementes. 32. Secc¢do longitudinal de protocormo, desenvolvido em meio
MS, evidenciando, na regido apical (a), os primérdios foliares (setas) e, na regiao basal
(b), os rizéides (r) (MO). 33. Detalhe da regiao basal de protocormo desenvolvido no meio
MS, destacando a irregularidade da regido basal, onde se originam os rizéides (r) (MO).
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Figuras 34-37. Plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado Lind., 56 dias apés a
germinacao das sementes (MEV). 34-36. Protocormos desenvolvidos no meio MS (34),
no meio KC (35) e no substrato SA (36), evidenciando os primérdios foliares (setas), no
apice, e os rizoides (r) na regido basal. 37. Detalhe dos rizoides do protocormo da fig. 34.




Figuras 38-42. Secgdes longitudinais de plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado Lind.,
56 dias ap6s a germinagao das sementes (MO). 38. Protocormo desenvolvido em meio MS,
evidenciando, na regido basal, o inicio da formagado de células procambiais (pc) e os rizoides
(r). 39-42. Protocormos desenvolvidos no meio KC. 39. Detalhe dos rizéides. 40. Aspecto
geral, evidenciando o procambio na regido central. 41. Detalhe da fig. 40. 42. Primdrdios
foliares (pf), destacando células maiores da folha cotiledonar (fc).
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Figuras 43-45. Plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado Lindl., 70 dias apos a
germinacao das sementes, desenvolvidas no meio KC (43), no meio MS (44) e no
substrato SA (45), evidenciando os primérdios foliares (setas), no apice, e os rizoides (r)
na regiao basal (MEV).




Figuras 46-47. Secgdes longitudinais de plantulas (protocormos) de Cattleya eldorado
Lind., desenvolvidas no substrato SA, 70 dias ap6s a germinagdo das sementes (MO). 46.
Evidenciando os tecidos do 4pice até a base. 47. Detalhe dos rizoides (r).




Epidendrum imatophyllum Lindle

Semente

Caracteristicas morfo-anatémicas

As sementes de Epidendrum imatophyllum apresentam comprimento médio de
3369+441um e didmetro médio de 278+41 um. A forma € eliptica, com as extremidades
afiladas (Fig. 48), sendo constituida por testa e embrido. As células da testa (Fig. 49)
apresentam a forma irregular, tendendo a alongada, com paredes anticlinais retas, percebendo-
se com clareza, na zona de adesdo entre células vizinhas, a lamela média (Fig. 50). A parede
periclinal ndo é esculturada (Fig. 49 e 50) e observa-se sempre uma retragdo central,
determinando uma elevagdo das paredes anticlinais, fato este que pode ser resultante de
colapso ocorrido no processo de desidratagdo, refletindo a fragilidade maior desta parede.

O comprimento e didmetro médios do embrido sdo de 291=38um e 182+39um,
respectivamente. O embrido apresenta a forma eliptica (Fig. 51) e encontra-se posicionado em
uma das extremidades da semente, estando ligado a testa pelo suspensor. A delimita¢do das
células que revestem o embrido é claramente observada devido a convexidade central dessas
células, as quais mostram superficie rugosa (Fig. 32). Porém ndo se pode descartar a
possibilidade de alteragdes provocadas pela prepara¢do do material para a andlise. Em sec¢do
transversal do embrido (Fig. 53), observa-se a forma crenada da superficie externa das c€lulas
da protoderme, correspondendo a aparéncia da superficie descrita acima, para as observagdes
em microscopia eletronica de varredura. Nessa mesma sec¢do ainda“constata-se que as células
sdo meristematicas, com paredes delgadas, nicleos grandes e protoplasto denso, constituindo
um macico celular indiferenciado, com protoderme delimitando a estrutura. Entre o embrido
e a testa, ndo se obsérva, na semente madura, a presenca de outros tecidbs, tais como
tegumentos internos ou endosperma, assim o embrido encontra-se livre, mantendo-se ligado a
testa, a qual € constituida por um unico estrato celular (Fig. 53), apenas pelo suspensor, como

ja referido.
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O intumescimento do embrido ¢ o rompimento da testa foram critérios para que se
considerasse a semente como germinada. A germinagiio ocorreu em eerca de dez dias apos a
semeadura no substrato nio-asséptico (sementes de agai — SA) ¢ em torno de vinte dias nos
meios de cultura assépticos (meio KC ¢ meio MS %). No substrato constituido por sementes
de agai, a taxa de germinagdo foi de 60%, no meio MS % [oi de 65% ¢ no meio KC (oi de
70%. Os resultados obtidos revelam que, nos meios assépticos (KC ¢ MS L3, as taxas de

germinagdo foram mais clevadas do que no substrato ndo-asséptico (SA). cmbora nesse

altimo tenha sido constatado menor periodo de tempo entre a sem sadura ¢ a germinagdo.

Plintula

As caracteristicas morfo-anatdmicas, bem como as dimensdes, das plintulas
foram analisadas a cada 14 dias apos a germinagiio. Ao longo do desenvolvimento, ocorreram
alteragdes morfo-anatdmicas, porém muito semelhantes nas wés condigdes de cultivo. sendo
mais cvidentes as diferengas relativas as dimensdcs.

Nas Figuras 54 ¢ 55, obscrva-s¢ que, com relagdio ao comprimento. houve um
desenvolvimento similar entre plantulas do meio KC ¢ do substrato SA. havendo grande
diferencial no periodo entre 56 ¢ 70 dias. Ja o didmetro das plintulas crescendo no substrato
nio-asséplico (SA) destaca-se daqueles obscervados em plintulas dos meios assépticos (meios
KC ¢ MS %). De modo geral, constata-se uma maior regularidade no desenvolvimento das
plantulas crescendo em substrato SA, comparadas com aquelas crescendo nos mewos KC ¢
MS Y.

A andlise de variancia detectou dilerengas signilicativas (P<0.03). entre as
diferentes lases, com relaglio ao comprimcnh; ¢ a0 didmetro, quando considerado o mesmo
lratamento. Analisando as diferengas entre as médias, ao longo do desenvolvimento. em cada
um dos (rés tratamentos, tanto para o t:umprimcnln, quanto para a largura, constatou-se que
olas sfio quase sempre signilicativas, no caso de plintulas crescendo no substrato constituido
por sementes de agai, [ato nem sempre constatado para os oulros dois tratamentos. A
somparagiio entre as médias obtidas nos trés tralamentos ¢ tratada nos itens correspondentes a

cada periodo avaliado (14 a 70 dias).
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4 dias apds a germinacdo

—

Nessa fase, nas trés condi¢des de cultivo, observa-se que a plantula (protocormo)
aumenta seu volume, porém permanece com a forma globular, mantendo-se ligada a testa da
semente (Fig. 56). Sua coloragdo ¢ esverdeada, denotando a presenca de clorofila. Os rizéides
(Fig. 57) ja estdo presentes, fato este que permite reconhecer a regido basal da estrutura.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nos trés tratamentos, sdo apresentados nas tabelas 3 e 4. A
analise de variancia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos, para o
comprimento e para o didmetro das plantulas. Foram constatadas difcrengas significativas
entre os comprimentos médios das plantulas crescendo no substrato ndo-usséptico e nos meios
assépticos, porém ndo foram significativas as diferencas entre os comprimentos médios de
plantulas crescendo em meios assépticos. No substrato SA ocorreram as menores médias. No
caso do didmetro as diferencas foram significativas considerando as médias para os dois
meios assépticos, porém ndo no caso comparativo entre €sses meios (KC e MS %) e o

substrato ndo-asséptico (SA).

28 dias apds a germinacao

Nesse periodo, morfologicamente sao poucas as distingdes no protocormo. Ha
um aumento no volume e no numero de rizéides na regido basal, primeira regido a ficar
desligada da testa (Fig. 38). Em alguns exemplares ocorreu inico de diferenciacdo
morfolégica externa de regido apical, podendo, assim, ser rec.nhecida uma base
tuberculiforme e um d4pice protuberante. Em sec¢do transversal, ra regido média do
protocormo, constata-se que, nesse estadio de desenvolvimento,'jé p.dem ser observadas
grandes alteragdes histologicas, tais como presenca de células precurs.ras procambiais, no
centro da estruturas, células parenquimaticas € protoderme (Fig. 59). -

Nas pléntulas crescendo no substrato SA foi detectada a preienga de artrosporos,
entre e sobre os rizéides (Fig. 60), fato esse ndo evidenciado nas amosas provenientes dos
outros tratamentos.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés diferentes condi¢des de cultivo. s3o apresentados nas
tabelas 3 e 4. A analise de varidncia detectou diferengas significativzs (P<0,05) entre os
tratamentos, tanto para o comprimento, quanto para O didmetr. da plantula. Para

comprimento, as menores médias foram obtidas para os tratamentos KC e SA, distintas
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significativamente das obtidas para o tratamento MS '2. onde se observaram plantulas com
maior comprimento médio. Com rela¢do ao didmetro, as maiores médias foram obtidas em
plantulas dos meios KC e MS ', distintas significativamente das médias obtidas para

plantulas do substrato SA.

42 dias apds a germinacgdo

A plantula (protocormo), nesse estddio de desenvolvimento, ja apresentava a
regido apical distinta (Fig. 61 e 62), embora ainda pouco proeminente. Foi observado que a
tonalidade verde dos tecidos tornou-se mais intensa, denotando aumento na quantidade de
cloroplastos, que poderia determinar processos mais efetivos de assimilagdo. Em secgdo
longitudinal do protocormo, pode ser evidenciado o procdmbio, no centro da por¢do média da
estrutura (Fig. 62). Cabe ressaltar que, tanto nessa fase, quando o protocormo foi seccionado
longitudinalmente (Fig. 62), quanto na fase anterior, onde foi seccionado transversalmente
(Fig. 59), o procambio apresenta-se similar, fato que parece indicar que a estrutura inicia por
um macigo central, sem orienta¢do definida.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condigdes de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 3
e 4. A analise de variancia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da plantula. Para comprimento, as maiores
médias foram obtidas para os tratamentos KC e SA, distintas significativamente das obtidas
para o tratamento MS Y%, onde se observaram plantulas com menor comprimento médio.
Ressalte-se que a partir desse periodo, plantulas do substrato SA continuaram um gradual
desenvolvimento, ao passo que plantulas do meio MS 'z praticamente ndo se desenvolveram
(Figs. 54 e 55). Com relagdo ao didmetro, as maiores médias foram obtidas em plantulas do
substrato SA, distintas significativamente das médias obtidas para plantulas dos meios KC e

MS .

56 dias apds a germinacio

Nesse periodo, foi observada a emissdo de primérdio foliar (folha cotiledonar) nas
plantulas (protocormos) desenvolvendo-se no meio KC e no substrato SA, porém ndo no meio
MS . No substrato com sementes de agai, as plantulas apresentam aspecto mais vigoroso,
por vezes ja com o segundo primoérdio foliar. Em sec¢do longitudinal do protocormo (Fig. 63),

percebe-se o aumento do nimero de células parenquimadticas preenchendo a estrutura. sem
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clara distin¢do de promeristema no apice, mas na base evidencia-se_aumento na quantidade de
rizoides.

Os resultados referentes ao comprimento meédio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condigdes de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 3
e 4. A analise de variancia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da plantula. Para comprimento, as maiores
médias foram obtidas para os tratamentos KC e SA, distintas significativamente das obtidas
para o tratamento MS !4, onde se observou plintulas com menor comprimento médio. Com
relacdo ao didmetro, as maiores médias foram obtidas em plantulas do substrato SA, distintas

significativamente das médias obtidas para plantulas dos meios KC e MS V%.

70 dias apos a germinacdo

Nessa fase do desenvolvimento, as plantulas (protocormos) apresentam, nos trés
tratamentos, estrutura mais definida, onde se observa uma regido basal discoide, com rizoides,
e uma regido apical proeminente (Fig. 64), com primoérdios foliares (Fig. 65). Nos primérdios
foliares foi observada a ocorréncia de estomatos (Fiz. 64). Em sec¢do longitudinal do
protocormo (Fig. 66), ja é evidenciada a presenga de promeristema na regido apical.

Na base do protocormo ocorre grande quantidade de hifas e artrosporos (Fig. 67),
evidenciando a possibilidade de simbiose entre micorrizas ¢ a plantula de orquidea.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condigdes de cuitivo, sdo apresentados nas tabelas 3
e 4. A andlise de varidncia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da pléntula. Para comprimento, as maiores
médias foram obtidas para as plantulas do substrato SA. seguidas daquelas do meio KC e do
meio MS Y%, sendo distintas significativamente em todos os casos. Com relagdo ao didmetro,
as maiores médias foram obtidas em plantulas do substrato SA, distintas significativamente
das médias obtidas para plantulas dos meios KC e MS ', essas ndo distintas

significativamente entre si.
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Tabela 3. Comprimento (um) dos protocormos de Epidendrum imatophyllum Lindl.

originados da germinagdo das sementes da espécie, sob diferentes condigdes de cultivo, em

meios de cultura assépticos MS % e KC e em substrato ndo-asséptico constituido por

sementes de agai (SA).

Periodo de Condig¢oes de cultivo -
desenvolvimento MS %2 KC SA
14 dias $963,76 * B 895,06 * A 766,12 * 1,80 %
28 dias B1331,76° *1135,06° 21109,65° 2,49 %
42 dias *an® 146729 ¢ B 1443,76 1,74 %
56 dias A 1365,65" B2041,41° % 2099,76 ¢ 2,10 %
70 dias A 1795,76 ¢ $2062,12 ¢ €247341° 1,97 %
CcV 2,20 % 1,81 % 2,10 %

Nota: Letras que antecedem os valores comparam na horizontal. Letras que seguem os
valores comparam na vertical. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.

Tabela 4. Diametro (um) dos protocormos de Epidendrum imatophyllum Lindl. originados da

germinacdo das sementes da espécie, sob diferentes condigdes de cultivo, em meios de cultura

assépticos MS % e KC e em substrato ndo-asséptico constituido por sementes de agai (SA).

Periodo de

Condigdes de cultivo

desenvolvimento MS Y KC SA L
14 dias 750,12 ° 2 661,65 * A 667,29° 8,71 %
28 dias £967,53"° 934,59 " AnN92.47" 8,20 %
42 dias A 989,18 ™ 2 991,06 " $1169,88 10,37 %
56 dias 2106541 € A 998,59 " £1280,00  8,10%
70 dias A1116,24 ¢ 21197,18 ¢ B 1368,47 ¢ 6,05 %
CcV 16,32 % 18,34 % 14,79 %

Nota: Letras que antecedem os valores comparam na horizontal. Letras que seguem os
valores comparam na vertical. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.
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Figuras 48-50. Semente de Epidendrum imatophyllum Lindl. (MEV). 48. Aspecto geral,
note por¢ao central mais ampla e extremidades afiladas. 49. Células da testa. 50. Detalhe
das paredes anticlinais (pa) das c¢lulas da testa, onde se observa a lamela média (Im) e a
retragao da parede periclinas (pp).
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Figuras 51-53. Epidendrum imatophyllum Lindl. 51. Embrido ligado a testa pelo suspensor
(seta) (MEV). 52. Detalhe das células do embrido (MEV). 53. Sec¢do transversal da
semente destacando o embrido (¢) e a testa (t), note a superficie crenada das células da

protoderme (pd) (MO).
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Figura 54 . Comprimento (um) dos protocormos de Epidendrum imatophyllum Lindl., de 14
a 70 dias apds ocorrer a germinagdo, em meios de cultura MS 2 e KC ( in vitro) ¢ em

substrato constituido por sementes de agai (SA).
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Figura 55. Diametro (um) dos protocormos de Epidendrum imatophyllum Lindl., de 14 a 70
dias ap6s ocorrer a germinagdo, em meios de cultura MS %2 e KC ( in vitro) e em substrato

constituido por sementes de agai (SA).

Epidendrum imatophyllum Lindl.

_ 1600 -
, E 1400 -
S 3 1200
o 6 1000 =S A
= g 800 - —=—KC
QE 8 600 - ——MS
S % 400 -

£ 200 -

0 T

14 28 42 56 70
periodo de crescimento (dias)

53



Figuras 56-57. Plantulas (protocormos) de Epidendrum imatophyllum Lindl., 14 dias apos
a germinagao das sementes. 56. Protocormo desenvolvido no substrato SA, note a testa
ainda ligada a estrutura (ME). 57. Detalhe dos rizéides em protocormo desenvolvido no
meio MS (MEV).
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Figuras 58-60. Plantulas (protocormos)
de Epidendrum imatophyllum Lindl., 28
dias ap6s a germinacido das sementes.
58. Protocormo desenvolvido no meio
KC, note a testa ainda ligada a estrutura,
com regido basal (b) apresentando
rizéides (r) (ME). 59. Sec¢do transversal
da regido média de protocormo
desenvolvido em  substrato  SA,
destacando a  protoderme  (pd)
delimitando toda estrutura, as células
procambiais (pc) no centro e as células
parenquimaticas (p) (MO). 60. Detalhe
dos rizoides em protocormo
desenvolvido no substrato SA, note
presenga de artrosporos (seta) (MEV).
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Figuras 61-62. Plantulas (protocormos) de Epidendrum imatophyllum Lindl., 42 dias ap0s
a germinagdo das sementes, no meio MS. 61. Vista geral, mostrando apice (a) pouco
proeminente e alguns rizéides (r) (MEV). 62. Sec¢do longitudinal do protocormo
evidenciando o procambio (pc) na porgao central (MO).

apice

100pm base

63

Figuras 63. Secgdo longitudinal de plantula (protocormo) de Epidendrum imatophyllum
Lindl., 56 dias apés a germinagao das sementes, no meio MS, evidenciando o procambio
(seta) na porgao central (MO).
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Figuras 64-67. Plantulas (protocormos) de Epidendrum imatophyllum Lindl., 70 dias
apos a germinagdo das sementes. 64. Vista geral de protocormo desenvolvido no
substrato SA, apresentando base discéide (b), com rizéides (r), e apice (a) bastante
proeminente, onde estdmatos (e), sdo observados (MEV). 65. Secgdo longitudinal de
primérdios foliares de protocormo desenvolvido em meio KC (MO). 66. Seccdo
longitudinal do protocormo evidenciando promeristema (pm) na regido apical, células
parenquimaticas (p) e delimitagdo externa por protoderme (pd) (MO). 67. Detalhe de
células quase totalmente encobertas por artrosporos (as) e hifas (h), na base de
protocormo desenvolvido no substrato SA (MEV).




Epidendrum schomburgkii Lindle

Semente

Caracteristicas morfo-anatomicas

As sementes de Epidendrum schomburgkii (Fig. 68) apresentam comprimento
médio de 6281+802 um e didmetro médio de 305+50 um. A forma ¢ alongada, com as
extremidades afiladas (Fig. 69), sendo constituida por testa e embrido. As células da testa
(Fig. 70) apresentam forma retangular, com paredes anticlinais retas, percebendo-se com
clareza, na zona de adesdo entre células vizinhas, a lamela média (Fig. 71). A parede
periclinal ndo ¢ ornamentada (Fig. 71).

O comprimento e didmetro médio do embrido ¢ de 305=30um e 257+=46um,
respectivamente. O embrido apresenta forma eliptica (Fig. 72), localizado ora no centro da
semente e ora proximo a uma das extremidades da semente, dependendo do alongamento do
suspensor. A delimitagdo das células que revestem o embrido é claramente observada, devido
3 convexidade central dessas células, as quais mostram a superficie rugosa (Fig. 73). O
embrido esta constituido por uma massa de células indiferenciadas, distinguindo-se apenas a
protoderme que delimita toda estrutura. Entre o embrido e a testa, ndo se observa, na semente
madura, a presenca de outros tecidos, tais como tegumentos internos ou endosperma, assim o
embrido encontra-se livre, mantendo-se ligado a testa apenas pelo suspensor, como ja

referido.

Germinacdo .

Este processo ocorreu dez dias apds a semeadura no substrato ndo-asséptico
(sementes de acai — SA) e em torno de vinte dias nos meios de cultura assépticos (meio KC e
meio MS%). No meio composto por sementes de agai, a taxa de germinagdo foi de 92%, no
meio KC foi de 79% e no meio MS ¥ foi de 71%. Os resultados obtidos revelam, assim, que
as maiores porcentagens, bem como a maior rapidez, de germinagdo foram obtidas no

substrato composto por sementes de acai (SA).

Plantula

As caracteristicas morfo-anatomicas, bem como as dimensdes, das plantulas

foram analisadas a cada 14 dias apds a germinagdo. Ao longo do desenvolvimento, ocorreram
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altera¢des morfo-anatdmicas, bastante semelhantes nos trés tratamentos, sendo mais evidentes
as diferencas relativas as dimensdes.

A andlise de varidncia também detectou diferengas significativas (P<0,05), entre
as diferentes fases, com relagdo ao comprimento e ao didmetro, quando considerado o mesmo
tratamento. Analisando as diferengas entre as médias, ao longo do desenvolvimento, em cada
um dos trés tratamentos, para 0 comprimento, constata-se que elas sdo quase sempre
significativas, exceto nos dois primeiros periodos (14 e 28 dias) no caso de plantulas
crescendo no substrato constituido sementes de agai. Com relagdo ao didmetro, as diferengas
entre as médias concentram-se mais considerando as fases iniciais (14, 28 e 42 dias)
comparadas com as finais (56 e 70 dias) de analise. Nas Figuras 74 e 75, observa-se que. com
relacdo ao comprimento, ha um desenvolvimento similar entre plantulas do meio MS 'z e do
substrato SA, havendo um diferencial apos 28 dias, mas o maior desenvolvimento foi
observado em plantulas crescendo no meio KC. Ja com relagdo ao diametro, o das plantulas
crescendo no substrato ndo-asséptico (SA) destaca-se daquele observado em plantulas dos
meios assépticos (meios KC e MS '), especialmente no ultimo periodo analisado (70 dias),
havendo certa constincia de didmetro nas plantulas desenvolvendo-se nos meios assépticos,

com alguma vantagem naquelas do meio KC.

14 dias apds a germinacao

Nessa etapa do desenvolvimento, observa-se o protocormo com dpice alongado e
base globular (Fig. 76). Alguns exemplares permanecem no estdadio globular. sem
diferencia¢des entre as regides da base e do apice, fato que se constata principalmente com
plantulas desenvolvendo-se no meio MS ‘2. Em muitos casos a testa permanece parcialmente
ligada ao protocormo. Na base ha a presenga de poucos rizdides.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condi¢des de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 5
e 6. A analise de varidncia detectou difergn¢as significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da plantula. Para comprimento, as maiores
médias foram obtidas para as plantulas do meio KC, seguidas daquelas do substrato SA e do
meio MS Y, sendo distintas significativamente em todos os casos. Com relagdo ao didmetro,
as maiores médias foram obtidas em plantulas do meio KC, distintas significativamente das
médias obtidas para plantulas do substrato SA e do meio MS '3, essas ndo distintas

significativamente entre si.



28 dias apos a germinacio

Nesse periodo, os protocormos (Fig. 77) alongam-se com o desenvolvimento do
primordio foliar. As plantulas do meio KC aumentaram muito o comprimento (Tab. 3), em
ralagdo aos eventos ocorridos nos outros tratamentos, sugerindo um possivel processo de
estiolamento. A base dos protocormos (Fig. 78) ainda permanece com o formato globular,
tuberculiforme, e aumenta a presenga de rizéides. No qual nota-se, principalmente quando o
desenvolvimento ¢ no meio KC, a presenga de tricomas, ao longo de toda a estrutura.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condigdes de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 5
e 6. A analise de varidncia detectou diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da plantula. Para comprimento, as maiores
médias foram obtidas para as plantulas do meio KC, seguidas daquelas do substrato SA e do
meio MS ‘%, sendo distintas significativamente em todos os casos. Com relag¢do ao didmetro,
as maiores médias foram obtidas em plantulas do meio KC, distintas significativamente das
médias obtidas para plantulas do substrato SA e meio MS ', essas ndo distintas

significativamente entre si.

42 dias apds a germinacio

As plantulas, nesse estadio, ja apresentam primordios foliares bastante
desenvolvidos (Fig. 79 e 80). No meio KC, o processo de possivel estiolamento continua. A
presenga de rizoides (Fig. 81 e 82), na base dos protocormos, € ainda mais acentuada, pois
além de aumentar em quantidade, tornam-se mais alongados. Tricomas (Fig. 83) ocorrem em
grande quantidade nos primoérdios foliares. Nas plantulas desenvolvendo-se nas sementes de
agai, notou-se um aspecto mais vigoroso, ou seja, com primordios foliares mais desenvolvidos
que nas plantulas do meio MS Y2 e ndo excepcionalmente alongadas como no meio KC, além
de ja apresentarem raizes adventicias, originadas no primeiro n6 caulinar (Fig. 81).

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condi¢des de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 5
e 6. A analise de varidncia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da plantula. Para comprimento, as maiores
médias foram obtidas para as plantulas do meio KC, seguidas daquelas do substrato SA e do
meio MS ', sendo distintas significativamente em todos os casos. Com relagdo ao diametro,

as maiores médias foram obtidas em pldntulas do tratamento KC, distintas significativamente
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das médias obtidas para plantulas dos tratamentos SA e MS 'z, essas ndo distintas

significativamente entre si.

56 dias apos a germinacdo

As plantulas cultivadas no substrato SA (Fig. 84) ja apresentam varios primoérdios
foliares, dois e, por vezes, trés, e o nimero de raizes adventicias aumenta, bem como o
comprimento das mesmas. No meio KC, a plantula continua o processo de possivel
estiolamento, como nos periodos anteriores, e ocorre a formacdo de raizes adventicias (Fig.
85), nas quais percebe-se grande quantidade de pélos absorventes. Na base dos protocormos
ocorrem rizoides (Fig. 86), especialmente naqueles que se desenvolveram nos tratamentos MS
1 ¢ SA. Em secgdes transversais, da base dos protocormos, ¢ possivel visualizar a presenca
do procambio (Fig. 87) e rizoides (Fig. 88), esses tltimos originados a partir da protoderme.
Nas analises feitas em microscopia eletrdnica de varredura, em plantulas que se
desenvolveram no substrato SA, constatou-se a presenca de grande quantidade de hifas e
artrosporos (estruturas de reprodugdo de fungos), tanto na regido superior do tubérculo, na
area estomatica (Fig. 89 e 90), quanto, de modo mais denso, na regido basal (Fig. 91 e 92).
Tais estruturas nio foram encontradas em plantulas desenvolvendo-se nos meios assépticos
(KC e MS 4).

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nas trés condi¢des de cultivo, sdo apresentados nas tabelas 5
e 6. A analise de varidncia detectou diferencgas significativas (P<0,05) entre os tratamentos,
tanto para o comprimento, quanto para o didmetro da plantula. Para o comprimento, as
maiores médias foram obtidas para as plantulas do meio KC, seguidas daquelas do substrato
SA e do meio MS %, sendo distintas significativamente em todos os casos. Com relagao ao
diametro, as maiores médias foram obtidas em plantulas do substrato SA e meio KC, distintas

significativamente das médias obtidas para plantulas do meio MS 7.

70 dias apos a germinacdo

A plantula (Fig. 93), nesse estadio de desenvolvimento, apresenta maior nimero
de primérdios foliares, geralmente com presenca de raizes adventicias, ocorrendo isso nos trés
tratamentos. Em sec¢des longitudinais no protocormo, evidencia-se a presenca de procambio,
caracterizado por células alongadas no centro da estrutura (Fig. 94). Como constatado na fase
de desenvolvimento anterior, grande quantidade de hifas (Fig. 95), bem como artrosporos. sao

observados na regido basal dos protocormos desenvolvidos no substrato SA. Nos protocormos
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crescendo nos outros dois meios, assépticos (KC ¢ MS '4), ndo foram vistas tais estruturas,
como pode ser evidenciado, por exemplo, na Figura 96, que apresenta detalhe dos rizoides da
base de protocormo desenvolvido no meio KC.

Os resultados referentes ao comprimento médio e didmetro médio das plantulas
nesta etapa do desenvolvimento, nos trés meios de cultura, sdo apresentados nas tabelas 5 e 6.
A anilise de variancia detectou diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos, tanto
para 0 comprimento, quanto para O diametro da plantula. Para comprimento, as maiores
médias foram obtidas para as plantulas do meio KC, seguidas daquelas do substrato SA e do
meio MS '%. sendo distintas significativamente em todos os casos. Com relacdo ao didmetro,
as maiores médias foram obtidas em pléntulas do meio KC, seguidas daquelas do substrato

SA e do meio MS Y4, sendo todas distintas significativamente entre si.
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Tabela 5. Comprimento (um) dos protocormos de Epidendrum schomburgkii Lindl.

originados da germinagdo das sementes da espécie, sob diferentes condigdes de cultivo, em

meios de cultura assépticos MS %2 e KC e em substrato ndo-asséptico constituido por

sementes de acai (SA).

Periodo de Condigdes de cultivo -
desenvolvimento MS Y4 KC SA
14 dias 21024,00° €7520,00 * B 1308,24 3,81 %
28 dias *1216,94" ©15040,00 " ®1451,29* 2,97 %
42 dias A 4280,00 © €31280,00 ®9360,00 " 2,18 %
56 dias A 7740,00 ¢ € 41840,00 ¢ $16400,00¢ 1,89 %
70 dias A 14240,00 € 54920,00 ¢ $25640,00¢ 1,59 %
CcV 2,57 % 1,62 % 2,21 %

Nota: Letras que antecedem os valores comparam na horizontal. Letras que seguem os
valores comparam na vertical. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.

Tabela 6. Diametro (um) dos protocormos de Epidendrum schomburgkii Lindl. originados da

germinag¢do das sementes da espécie, sob diferentes condi¢des de cultivo, em meios de cultura

assépticos MS %2 e KC e em substrato ndao-asséptico constituido por sementes de agai (SA).

Periodo de Condigdes de cultivo -
desenvolvimento MS KC SA
14 dias A 838,59 * $995,76 A 762,35 * 3,53 %
28 dias A 872,47 ° ®1169,88 * A 825,88 * 2,90 %
42 dias 2 904,47 * $1170,82° A 832,00° 3,00 %
56 dias A 1061,18"° % 1206,12 " ®1261,18° 2,22 %
70 dias A1072,00° ® 122824 " ©2039,53 ¢ 1,83 %
cv 2,72 % 3,11% 2,28 %

Nota: Letras que antecedem os valores comparam na horizontal. Letras que seguem os
valores comparam na vertical. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.
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Figuras 68-71. Sementes de Epidendrum schomburgkii Lindl. 68. Sementes in natura
(CFD). 69. Aspecto geral da semente (MEV). 70. Detalhe das células da testa (MEV). 71.
Detalhe das paredes anticlinais das células da testa, com a lamela média (Im) proeminente.
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Figuras 72-73. Epidendrum schomburgkii Lindl. 72. Embrido ligado a testa pelo
suspensor (seta) (MEV). 73. Detalhe das células do embrido (MEV).

64



Figura 74 . Comprimento (um) dos protocormos de Epidendrum schomburgkii LindL.., de 14

a 70 dias apds ocorrer a germinagdo, em meios de cultura MS % e KC ( in vitro) e em

substrato constituido por sementes de acai (SA).
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Figura 75 . Didmetro (um) dos protocormos de Epidendrum schomburgkii Lindl., de 14 a 70

dias ap6s ocorrer a germinag@o, em meios de cultura MS % e KC ( in vitro) e em substrato
P g

constituido por sementes de agai (SA).
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Figura 76. Plantula (protocormo) de Epidendrum schomburgkii Lindl., 14 dias apos a
germinagdo da semente, desenvolvido no meio SA. Note o apice (a) proeminente € a base
(b) com rizéides (r) (MEV).

Figuras 77-78. Plantulas (protocormos) de Epidendrum schomburgkii Lindl., 28 dias apos
a germinagdo das sementes. 77. Semente de agai com varios protocormos (ME). Seta indica
um protocormo com 28 dias, outros germinaram posteriormente. 78. Protocormo
desenvolvido no substrato SA, com muitos rizéides (r) na base (b) e primordio foliar no
apice (a) (MEV).
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Figuras 79-83. Plantulas (protocormos) de Epidendrum schomburgkii Lindl., 42 dias apos
a germinagdo das sementes. 79. Semente de agai com protocormos (CFD). 80. Plantula
cultivada em substrato com sementes de agai, note primérdios foliares (pf), regido basal
(b) e raiz adventicia (ra) (CFD). 81-82. Rizoides da base de protocormos desenvolvidos no
meio MS (81. MO ¢ 82. MEV). 83. Tricoma (seta) préximo a regido apical de protocormo
desenvolvido em meio MS (MEV).
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Figuras 84-88. Plantulas
(protocormos) de Epidendrum
schomburgkii Lindl.,, 56 dias apos a
germinacao das sementes. 84. Plantulas
desenvolvendo-se no substrato SA
(CFD). 85. Plantula cultivada no meio
KC, note regido basal (b), primordios
foliares (pf) e raiz adventicia (ra)
(CFD). 86. Rizdides (r) da base de
protocormo desenvovido em meio MS
(MEV). 87-88. Sec¢oes transversais da
base de protocormo desenvolvido no
meio KC (MO). 87. Note o procdmbio
(pc), o parénquima (p) e a protoderme
(pd). 88. Detalhe de rizéide (r)
originado da protoderme.
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Figuras 89-92. Detalhes de plantulas (protocormos) de Epidendrum schomburgkii Lindl., 56
dias ap6s a germinagdo das sementes, cultivadas no substrato SA (MEV). 89-90. Regido
apical do protocormo, contendo hifas (h) e artrosporos (as), estruturas reprodutivas de fungos,
junto a drea estomdtica. Seta indica hifa (h) germinando. 91-92. Hifas (setas) na regido basal
do protocormo.
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Figuras 93-96. Plantulas de Epidendrum schomburgkii Lindl., 70 dias apos a germinag¢ao das
sementes. 93. Plantula desenvolvida no substrato SA (pf — primérdios foliares, ra — raiz
adventicia e b — base) (CFD). 94. Seccao longitudinal do protocormo desenvolvido no
substrato SA (MO). Note o procambio (pc), com células alongadas, o parénquima (p) e a
protoderme (pd). 95. Detalhe de hifas (setas) presentes em grande quantidade na base de
protocormo desenvolvido em meio SA (MEV). 96. Detalhe de rizéides (r) na base de
protocormo desenvolvido em meio KC (MEV).
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DISCUSSAO

Sementes

Estudos sobre a estrutura de sementes, assim como de frutos, da familia
Orchidaceae tém sido bastante negligenciados, conforme ressaltam Chase & Pippen (1990) e
Dressler (1993). Os primeiros trabalhos, referentes a estrutura de sementes de representantes
dessa familia, realizados por Beer (1863, apud Dressler, 1993) e Arditti (1967), se
propuseram a compreender um pouco da diversidade dessas sementes.

As sementes de orquideas, como observado em Cattleya eldorado, Epidendrum
imatophyllum e E. schomburgkii, vistas em microscopia Optica, apresentam testa transparente,
e percebe-se claramente a delimitagdo das células, mostrando aspecto, como referido por
Lerox et al. (1997), reticulado. Conforme esses autores, as células da testa, quando a semente
esta madura, sdo destituidas de protoplasto.

Com o advento da microscopia eletrdnica de varredura, a partir de investigagdes
de Barthlott, em 1976, cogitou-se que as caracteristicas ultra-estruturais das sementes
poderiam ser usadas na taxonomia (Dressler 1993). Esse recurso, como enfatizam Cameron &
Chase (1998), resultou num maior nimero de publicagdes acerca do assunto (Arditti et al.,
1980; Tohda, 1983, 1985 e 1986). Cameron & Chase (1998) utilizaram a MEV para descrever
a morfologia externa das sementes. No Brasil, Milaneze (1997) analisou, através desse
recurso, a morfologia das sementes de espécies que ocorrem nos Estados do Espirito Santo,
Sio Paulo e Tocantins. Para espécies ocorrentes na Regido Amazdnica nenhum registro foi
encontrado. Milaneze (1997) registra presenga de ornamentagdes, na forma de escamas, nas
paredes periclinais da testa das sementes de Cattleya schiilleriana e de C. intermédia,
espécies epifitas. Ainda, segundo esse autor, a auséncia de ornamentagdes nas células da testa
das sementes de Epidendrum patens ¢ E. fulgens poderia estar relacionada ao habito terricola
de ambas espécies, uma vez que nas de habito epifitico foram encontradas ornamentagdes.
Nas espécies estudadas, Cattleya eldorado, Epidendrum imatophyllum e E. schomburgkii, ndo
foram constatadas ornamentagdes nas paredes periclinais, nem nas paredes anticlinais, apesar
do hébito epifitico, portanto a ornamentagdo parece ser caracteristica especifica e
independente do modo de vida.

Nas sementes das espécies aqui estudadas constatou-se que as paredes anticlinais

das células da testa sdo altamente justapostas, assim como referido por Chase & Pippen
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(1990), para o género Cymbidium. Nas duas espécies do género Epidendrum, observa-se a
presenca da lamela média distinta entre as células vizinhas, com aspecto diferente entre as
duas espécies, porém indiferenciada em Cattleya eldorado. Molvray & Kores (1995)
observaram, em exemplares das subfamilias Spiranthoideae e Orchidoideae, variagdes nas
caracteristicas das paredes anticlinais, com lamela média mais ou menos saliente, ou mesmo
indistinta, sugerindo que tais caracteristicas poderiam ter valor taxondmico. Outro aspecto
evidenciado por esses autores, para Spiranthes vernalis, refere-se ao aprofundamento das
paredes periclinais, fato constatado nas duas espécies do género Epidendrum aqui analisadzis.
Entretanto, questiona-se esse aspecto como uma real caracteristica, pois pode tratar-se de
artefato resultante do processo de preparagdo das amostras para microscopia eletrénica de
varredura. Mesmo assim, os dados obtidos sobre o padrdo ultra-estrutural da testa das
sementes verificado nas espécies C. eldorado, E. imatophyllum e E. schomburgkii podera
contribuir para um melhor conhecimento das sementes das espécies amazodnicas.

As sementes de Epidendrum schomburgkii foram as que apresentaram os
maiores valores, quanto ao comprimento e ao didmetro médio, seguido por E. imatophyllum ¢
Cattleya eldorado. Arditti ef al. (1980) aos analisar os pardmetros de comprimento e largura
de sementes de mesmo género, provenientes da Tchecoslovaquia, sugeriram que a
morfometria de sementes ndo € indicativo de origens geograficas, podendo ser usada como
uma ferramenta taxondmica, mas os resultados devem ser avaliados uma vez que podem estar
sendo afetados pela idade ou pelas condigdes de desenvolvimento do embrido. As
extremidades afiladas, conferindo o aspecto alado as sementes, e tendo em vista 0 espago
vazio entre a testa € a semente, provavelmente sdo caracteristicas que estdo relacionadas a
dispersdo pelo vento.

Cameron & Chase (1998) referem que o embrido em Orchidaceae € tipicamente
pequeno, indiferenciado e raramente envolvido por endosperma. Nas trés espécies estudadas
constataram-se embrides pequenos, constituidos por um conjunto de células indiferenciadas,
delimitadas por protoderme, ndo sendo evidenciado nenhum tecido endospermatico. Veyret
(1974), verificando embrides de alguns géneros constata que Epidendrum ciliare e E,
radicans foram os mais diferenciados histologicamente. Entre as espécies examinadas no
presente estudo, ndo foram observadas evidéncias que pudessem distinguir as mesmas quanto
a diferenciagdo histoldgica do embrido. Pela indiferenciagdo dos tecidos do embrido das
espécies estudadas, talvez fosse mais adequado usar o termo proembrido, como usado por
Leroux et al. (1997). Chase et al. (1995), apud Cameron & Chase (1998), citam que algumas

familias de monocotiledoneas associam-se com Orchidaceae devido a estrutura morfolégica
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das sementes, consideradas microspermas. Para Cameron & Chase (1998), a semente formada
¢ indubitavelmente correlacionada com o estilo de vida micotréfico das orquideas, que
estariam aparentemente sob pressdo seletiva, para garantir ap6s a germinagdo, a infecgdo pelo
fungo.

Os embrides de Epidendrum imatophyllum e de E. schomburgkii, vistos ao MEV,
mostram células com convexidade central, tal com observado por Leroux ef al. (op cit.), para

Cypripedium acaule (Orchidaceae).

Germinacio e desenvolvimento nas diferentes condi¢oes de cultivo

As sementes de orquideas, ao contrario de todas as demais sementes, ndo possuem
reservas nutritivas e, por isso, necessitam da a¢do de um fungo micorrizico (Arditti, 1967).
Rasmussen & Rasmussen (1991) ressaltam que estudos referentes a germinagdo de sementes
de orquideas e desenvolvimento de plantulas, sob condi¢des naturais, s3o dificultados, devido
ao reduzido tamanho das sementes. Stasinopoulos & Hangarter (1990) salientam que, nos
procedimentos in vitro, as células e os tecidos vegetais sdo normalmente cultivados sobre
meio nutritivo definido, no qual as concentragdes de todos componentes 3o previamente
conhecidas. Arditti (1967), Harrison & Arditti (1978), Arditti ef al. (1982) ¢ Oliva & Arditti
(1984) salientam que os requisitos, para que a germinagdo assimbidtica das sementes de
orquideas ocorra, variam quanto a utilizagdo dos componentes nutritivos disponiveis e quanto
ao aproveitamento das condi¢des de iluminagdo e de temperatura aplicados. Os métodos in
vitro, utilizados nesse experimento, meios KC e MS ‘2, embora de custs mais elevado,
proporcionam resultados seguros, tendo assim a preferéncia por parte dos produtores. O
método simbidtico € o processo natural de reprodugdo das orquideés na natureza. A semente
de acai usada, no Estado do Pard, como substrato para plantio de orquideas adultas (Campos,
2000), mostrou, no presente estudo, ser eficiente como meio alternativo pzra o cultivo das
espécies em estudo, possibilitando a presenga de micorrizas, e resultando em plantulas répida
e convenientemente desenvolvidas.

As condigdes mais adequadas para a germinagdo das sementes ¢ o crescimento
das plantulas de orquideas podem variar com o género e, algumas vezes, com a espécie
(Henrich et al., 1981; Arditti & Ernst, 1984). Shushan (1974) e Frei & Dodson (1972)
observaram grandes variagdes no desenvolvimento inicial das plantulas de uma mesma
cultura assimbidtica de orquideas, como, em geral, ocorre entre os individuos de uma
populagdo, fato que, segundo Batchelor (1982), encontra-se vinculado z complexidade

genética da familia Orchidaceae.
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Na tltima década, os estudos relativos a composi¢do dos meios nutritivos e as
possiveis modificagdes que podem ocorrer em sua composi¢do durante a fase de preparo e
cultivo de células ou tecidos vegetais, tornaram-se mais amplos e variados, revelando a
instabilidade das formulagdes nutritivas usadas e dos sistemas in vifro como um todo
(Milaneze, 1997). Para que um meio de cultura possa ser considerado adequado ao
desenvolvimento dos tecidos vegetais in vitro, deve ser capaz de oferecer-lhes as condi¢des
fisicas e nutricionais apropriadas. Os requerimentos nutricionais para o desenvolvimento das
orquideas tém sido extensivamente estudados, uma vez que a familia apresenta representantes
de interesse comercial (Knudson, 1951, apud Stancato & Faria, 1996). Apesar disso, Stancato
& Faria salientam que em muitos grupos de orquideas, ainda sdo desconhecidas as demandas
nutricionais tanto no habitat natural, quanto nas condigdes in vitro. O mesmo autor cita ainda
que meio “C” de Knudson tem tido ampla aceitagdo no cultivo de muitas espécies de
orquideas, verificada nos laboratérios produtores de plantulas de varias regides do Brasil.

Estudos sobre os eventos ocorridos durante o desenvolvimento, a partir da
germinagdo de espécies de Orchidaceae tém raramente sido acompanhadas sob condigdes
naturais.

Para as trés espécies constatou-se que a germinagdo foi mais rdpida no meio SA
do que nos meios KC e MS ', ou seja, levou cerca de 10 dias no primeiro caso e em torno de
20 dias para o segundo caso, provavelmente devido a presenga de micorrizas nesse substrato
(aspecto discutido no proximo item — Presenga de micorrizas). O desenvolvimento foi
progressivo nos trés tratamentos, para todas espécies investigadas, havendo, entretanto,
diferencas quanto as dimensdes atingidas em cada etapa, para cada tipo de tratamento e ainda
dependendo da espécie. De acordo com Knudson (1922), Frei & Dodson (1972) e Milaneze
(1992), a heterogeneidade presente no desenvolvimento dos protocormos e pléantulas,
inclusive suas dimensdes e o nimero de orgdos formados, pode ocorrer em muitas espécies de
orquideas. Batchelor (1982) atribuiu esta caracteristica & complexidade genética da familia
Orchidaceae. Rasmussen et al. (1990a) considera que os individuos menores, em cultura,
correspondem a gendtipos menos competitivos.

Para Catlleya eldorado e para Epidendrum imatophyllum, o desenvolvimento nas
fases iniciais ndo se distinguiu muito entre os tratamentos, mas nas fases finais foi mais
evidente a vantagem do substrato SA, seguido pelo meio KC, sendo menos eficiente o meio
MS Y. Acrescente-se que na maioria dos casos o desenvolvimento dimensional foi
acompanhado por modificagdes estruturais. Para Epidendrum schomburgkii, com relagéo ao

comprimento, ocorreu vantagem do meio KC, em relagdo aos outros dois, entretanto, nesse
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caso ndo se verificou 0 mesmo desenvolvimento estrutural interno, de modo proporcional.
Ressalte-se, porém que o didmetro, nas fases finais do desenvolvimento, foi major em
plantulas desenvolvendo-se no substrato SA. Para essa espécie, o desenvolvimento nos
tratamentos, SA e MS 2, deu-se de modo similar ao ocorrido com as outras duas espécies,
vantagem do substrato SA sobre o meio MS 2. Assim, embora havendo diferencas entre as
espécies e entre as condigdes de cultivo onde germinaram e desenvolveram-se, pode ser
considerado que os trés tratamentos sdo adequados, porém entre os meios assépticos, o0 meio
KC mostrou maior eficiéncia. Entretanto, o substrato SA, pelo baixo custo operacional e pelos
resultados apresentados parece ser tdo adequado, quanto o meio KC, ou mesmo mais eficiente

que esse.

Presen¢a de micorrizas

A simbiose entre os membros da familia Orchidaceae e as micorrizas é conhecido
ha aproximadamente 100 anos. Bernard, em 1909, foi quem desenvolveu o primeiro grande
trabalho experimental com raizes micéticas das orquideas, o qual incluiu o isolamento e a
identificagdo dos fungos envolvidos, estudos sobre germinag¢do simbidtica e assimbidtica,
estudo sobre a natureza variavel das simbioses e as respostas de defesa da planta, bem como a
significdncia de tais estudos para a produgdo horticultural (Hadley & Pegg, 1989). Blowers &
Arditti (1970) referem que o fungo contribui com enzimas e certas vitaminas. Peterson et al.
(1997) salientam que a germinagdo de sementes de orquideas depende do estabelecimento de
uma associagdo com o fungo especifico, pois esse abastece o protocormo com os nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento. Smith & Read (1997) considera que as interagdes
fisiolégicas entre fungos e espécies de Orchidaceae ainda ndo sdo bem conhecidas. De acordo
com Peterson er al. (1997), as espécies de fungos envolvidas em germinagio de sementes e
desenvolvimento do protocormo na natureza também ndo sdo bem conhecidas.

No inicio do século XX houve uma controvérsia sobre se a simbiose seria, ou n3o,
um pré-requisito para a germinagdo e o completo desenvolvimento das plantas (Knudson,
1922, 1930; Withner, 1974; Arditti, 1982). Smith & Read (1997) ndo questiona a
possibilidade de algumas espécies de orquideas e de hibridos chegarem a maturidade e
florescerem em condi¢des ndo micorrizais, mas, in natura, afirma que isto nfo ocorre.

A presenga de estruturas micorrizais (artrosporos, corpos esporodoquiais e hifas)
sobre as células dos protocormos foi detectada através da andlise em MEV, nas trés espécies,
mas apenas em plantulas desenvolvendo-se no meio SA. Tais estruturas foram mais

freqiientes na regido basal, junto aos rizéides, mas também foram observadas na regido apical,
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na 4rea estomatica. Entretanto, dependendo da espécie, foram constatados em periodos
diferentes de desenvolvimento. Em Cattleya eldorado a presenga dessa estruturas foi
constatada em amostra a partir de 14 dias de desenvolvimento, em E. imatophyllum, a partir
de 28 dias e em E. schomburgkii somente a partir de 56 dias.

De acordo com Smith & Read (1997), estabilizada a colonizagdo em padrdo
micorrizal, o crescimento dos protocormos procede rapidamente, com diferentes fases de
colonizagdo restritas as regides bem definidas, tal como observado nas espécies em estudo. De
acordo com Smith & Read (op cit.), o crescimento dos protocormos micorrizais € geralmente
muito mais rapido do que os protocormos assimbidticos originados sob as mesmas condigdes.
Por exemplo, plantas de Goodyra repens colonizadas por Ceratobasidium cornigerum,
chegaram a altura de 5-10 cm em apenas doze meses, em agar de celulose, enquanto que
protocormos assimbidticos tiveram de 2-3 cm de altura. No presente experimento as
observagdes foram interrompidas aos 70 dias, porém, considerando os dados apresentados, €
possivel extrapolar para a possibilidade de que em fases posteriores o desenvolvimento das
plantulas no substrato SA poderia mostrar-se ainda mais eficiente.

A maioria dos trabalhos experimentais com colonizagdo fungal de tecido de
orquidea tem sido desenvolvida usando protocormos em cultura asséptica. De acordo com
Peterson & Currah (1990), a entrada do fungo parece ocorrer via suspensor, sendo que, em
algumas espécies o fungo penetra via pélos absorventes. Em nossas observagdes ndo foi
possivel detectar a regido de entrada do fungo, uma 'vez que foram pela primeira vez
observados em estdgio avangado de desenvolvimento dos protocormos, entretanto as
estruturas micorrizais estavam concentradas na regido basal, sobre os rizéides, e na regido
apical, na irea estomitica. Estas observagdes encontram-se de acordo com Smith & Read
(1997) que cita que o fungo espalha-se de uma célula a outra, de forma que a regido basal
torna-se extensivamente colonizada. O desenvolvimento dos protocormos de Gastrodia elata
foi avaliado por Xu & Um (1988), verificando que a espécie requer fungos do tipo
Rhizoctonia, nos estadios iniciais, porém o completo desenvolvimento da plantula necessita
de uma colonizagdo secundéria por Armillaria. Como ndo sio conhecidas outras espécies com
essa sucessdo fungal, Smith & Read (1997) ressaltam que isso pode acrescentar outro nivel de

complexidade para a determinagdo das especificidades das interagdes orquidea-fungo.
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Histogénese e Organogénese das espécies a partir da germinacéo

Nas espécies em estudo os eventos relacionados & histogénese e a organogénese
ocorreram de forma semelhante, porém em periodos diferenciados, dependendo do meio de
cultivo e da espécie considerada.

Em Orchidaceae, ¢ discutivel o momento a ser considerado que a semente
germinou. Alguns consideram que a semente germinou quando o embrido demonstra qualquer
indicio de atividade (Harvais. 1973), outros entendem que isso ocorre quando o embrido
mostra-se intumescido e capaz de romper o tegumento da semente (Henrich ef al., 1981,
Rasmussen et al., 1990a e 1990b; Szendra & Read, 2000), ou quando os rizéides tornam;se
visiveis no protocormo (Takahashi er al., 2000), mas outros consideram-na germinada
somente apés gema caulinar estar diferenciada (Curtis & Nichol, 1948, Ichihashi, 1990). No
presente estudo, optou-se por considerar que a semente germinou quando o embrido
apresentava-se intumescido e rompia a testa. Tais variagdes na conceituagdo de germinagdo
para essa familia certamente decorrem das caracteristicas apresentadas pelos embrides, pois,
como esclarecem Alvarez & King (1969), a plantula emerge da semente em condi¢bes de
relativa indilferenciaqﬁo e seu desenvolvimento subseqiiente é muito lento. Nas sementes de
Orchidaceae, ndo existe endosperma e nem cotilédones (Harrison & Axditti, 1978), fatores
que provavelmente sdo determinantes do pouco desenvolvimento do embrido. Assim, o
embrido presente na semente madura, pode mais adequadamente ser considerado como um
proembrido, o qual ao germinar complementa a estrutura embriondria, passando a ser
realmente um embrido, razdo que leva ao uso do termo protocormo, para a estrutura recém
germinada, ao invés de denomini-la de plantula. O termo protocormo foi adotado pelo
botinico francés Bernard, no inicio do século XX, para designar, em Orchidaceae, os
embrides intumescidos e em fase inicial de germinagdo e desenvolvimento, sendo,
posteriormente, bem aceito e adotado por pesquisadores dessa familia (Morel, 1974). Barabé
et al. (1993) salienta que o protocormo pode ser considerado como uma extensdo do estadio
embrionario que, ao contrario das demais espécies fanerégamas, ocorre fora das sementes.
Leroux et al. (1995), por exemplo, estudando morfogénese de Cypripedium acaule
(Orchidaceaé), fazem uso dos termos proembrido, estrutura anterior a germinagdo, €
protocormo, estrutura nas fases iniciais de desenvolvimento pOs-germinativo.

No inicio da germinag¢do das sementes de orquideas, os embriGes expandem-se
tanto no nimero, quanto no tamanho de suas células (Rao, 1964; Mitra, 1971; Shushan, 1974)

originando uma estrutura conica (Arditti, 1967; Rasmussen et al., 1990a).
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Em Cattleya eldorado, aos 14 dias apds a germinagdo, ja mostra distintas as
regides apical e basal, com primoérdios foliares no apice, os primérdios foliares e rizoides na
base. Esse protocormo, ou plantula, ainda encontra-se ligado parcialmente a testa. Nas tases
posteriores morfologicamente as modificagdes consistem em crescimento do protocormo,
com aumento do didmetro da base, bem como do nimero e comprimento dos rizoides, e
alongamento do dpice, surgindo novos primoérdios foliares. O aparecimento do segundo
primoérdio foliar foi observado com 56 dias. Nas plantulas do meio MS ', constatou-se que
geralmente atingiam caracteristicas similares aquelas presentes em plantulas dos outros meios
de cultura, em periodos posteriores, ou seja, mostravam retardo no desenvolvimento. Aos 70
dias as plﬁntulas crescendo no substrato SA apresentaram aspecto mais Vigoroso,
caracterizado por uma regido basal mais globosa, com grande numero de rizoides e
primérdios foliares mais numerosos, ja bastante expandidos. Isso pode ser conseqiiéncia de
melhor condicdo nutricional relacionada a presenga de micorrizas.

O crescimento de C. eldorado, resultante de intensas mitoses, parece anterior a
histogénese. Exceto das células que constituem a protoderme, ja diferenciada antes mesmo da
germinagdo, todo restante da estrutura, por longo tempo permanece constituida por células
similares, geralmente caracterizadas como parenquimaticas. Essa denominagdo deve-se a
presenca de vactiolos com grande acimulo de substdncias de reserva. Em fases mais
avancadas, 56 dias apés a germinagdo, ¢ que se observa que algumas células passam a
diferenciar-se em procambio. Até os 70 dias, periodo analisado, ndo foi possivel evidenciar
claramente uma regiio com promeristema, embora se apresenta a regido apical bastante
desenvolvida.

Epidendrum imatophyllum, entre as espécies analisadas, foi a que mostrou um
desenvolvimento mais lento, tanto com relagio a organogénese. Aos 14 dias s6 foi observado
o maior intumescimento do protocormo e a presenga de alguns rizéides, naqueles que se
desenvolviam nos tratamentos KC e SA. Em algumas plantulas, aos 28 dias, podia ser visto
um apice proeminente, mas somente aos 56 dias € que se tornaram evidentes os primordios
foliares, porém apenas quando do meio KC ou do substrato SA. Mas, ¢ importante ressaltar,
que na morfologia externa as alteragdes processavam-se lentamente, internamente a
histogénese mostrava mais evidéncias de desenvolvimento. Aos 28 dias ja se notava a
presenca do procambio, mas esse pouco se diferenciou nas fases subseqiientes, e aos 70 dias
era distinta a regido do promeristema apical.

Em Epidendrum schomburgkii, aos 14 dias apés a germinagdo ja eram distintos o

apice ¢ a base do protocormo. Aos 42 dias, 0s primérdios foliares jd estavam bastante
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desenvolvidos e foi constatada a presenga de raizes adventicias. Nos primoérdios foliares, a
presenca de tricomas pode ser compreendida como evidéncia de que o tecido de revestimento
jé deva ser caracterizado como epiderme. Assim como ocorreu também com as estruturas de
absor¢do das raizes adventicias, referidas como pélos absorventes ¢ ndo como rizdides,
observados nas plantulas, aos 56 dias, em todos os tratamentos. Rizoide, embora estrutural e
funcionalmente possa ser igualado a pélo absorvente, tem sido o termo mais usual para as
estruturas de absorgdo presentes nos protocormos de Orchidaceae.

Embora Epidendrum schomburgkii tenha apresentado um desenvolvimento
externo mais evidente desde as primeiras fases analisadas, internamente alguns tecidos
meristematicos s6 foram reconhecidos em fases do desenvolvimento bastante avangado.
Assim, o procambio foi observado somente em pléantulas com 56 dias, porém aos 70 dias
mostrava-se em fases adiantadas de diferenciagdo, contrariamente ao que ocorrem E.
imatophyllum, que ja apresentava procdmbio aos 28 dias, porém sem mostrar diferenciagdo
em fases posteriores.

De acordo com Barabé et al. (1993), a organogénese comeg¢a com O
desenvolvimento do primérdio foliar, citando ainda que, o tamanho, a forma ¢ o nimero de
folhas sobre o protocormo, podem variar de acordo com a espécie e as condigles de
crescimento. O aparecimento do primérdio foliar foi observado por Stenberg & Kane (1998)
somente proximo 4 12° semana apds a germinagdo das sementes de Encyclia boothiana,
enquanto que Harrisson (1977) cita que o aparecimento do primoérdio foliar se deu apds a
infeccdo pelo fungo. Nas espécies estudadas, constatou-se que 0 aparecimento dos primdrdios
foliares ndo est4 necessariamente relacionado com a infecgdo por fungo, pois surgiram em
plantulas dos meios KC e MS 2, embora algumas vezes com certo retardo. Lerox ef al.
(1997) referem que o primeiro primérdio foliar aparece lateralmente ao apice e desenvolve-se
rapidamente em Cypripedium acaule. Ainda segundo Stenberg & Kane (op cit.) a presenga do

primérdio foliar caracteriza o terceiro estagio de desenvolvimento.

79



CONCLUSOES

A estrutura embrionaria, contida no interior das sementes de Catlleya eldorado,
Epidendrum schomburgkii e E. imatophyllum, corresponde ao que pode ser chamado de
proembrido, uma vez que esta € formada por células indiferenciadas. O embrido corresponde a
estrutura pés-germinada, tratada no presente estudo como protocormo ou plantula em fase
inicial de desenvolvimento.

Nas plantulas das trés espécies, nos distintos tratamentos, o desenvolvimento
estrutural (morfo-anatdmico) foi semelhante, ocorrendo variagdo do grau de diferenciagio
alcangado, ao longo do tempo pés-germinagdo, conforme a espécie considerada.

O substrato ndo-asséptico, constituido por sementes de agai, proporcionou
melhores resultados em relagdo aos pardmetros comprimento e didmetro, considerados para
avaliar o desenvolvimento das espécies, fato que pode estar relacionado a presenca de
micorrizas. Mesmo considerando o maior alongamento de Epidendrum schomburgkii, no
meio KC, as plantulas mostraram aspecto mais vigoroso das estruturas no substrato SA. A
condi¢do ndo-asséptica provavelmente proporcionou um bom desenvolvimento, por
aproxima-se das condi¢des de germinagdo das sementes de Orchidaceae na natureza.

A menor eficiéncia, para promover o desenvolvimento das plantulas, dos meios
assépticos (MSY e KC), pode estar relacionada a constitui¢do nutricional, o que aponta para
necessidade de investigagdes referentes as concentragdes de macro e micronutrientes do meio.

Os resultados revelaram que as sementes de agai podem ser utilizadas como
eficiente substrato alternativo. Por se tratar de um substrato que ha pouco tempo vem se
utilizando para germinar sementes de orquideas, e, portanto, sem nenhum estudo prévio da
sua composi¢do, enquanto semente, os dados alcangados nesse estudo poderdo ser utilizados
em pesquisas de propagacdo de orquideas. Isso se torna fundamental para ampliar os estudos
sobre importantes espécies, tanto as endémicas, quanto as que ocorrem na Regido Amazdnica,
para programas de conservagdo dessas espécies, que constituem importantes Recursos

Genéticos Vegetais no Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Desde o século XIX diversos estudos vém sendo realizados sobre a germinagio e
o estabelecimento de plantulas da familia Orchidaceae. Entretanto, apesar dos avangos no
sentido de se conhecer as necessidades nutricionais para efetivar tais processos, poucas
pesquisas tém sido realizadas com espécies nacionais, em especial aquelas da Regido
Amazonica. Dados sobre os aspectos morfo-anatomicos das sementes e das fases iniciais do
desenvolvimento dessas espécies, também sdo bastante restritos.

Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitardo elucidar algumas
caracteristicas morfo-anatdmicas de espécies de ocorréncia na Amazonia, visto que, até o
momento, trabalhos similares ndo foram realizados, podendo ser de grande utilidade em
outras areas de estudo com as mesmas espécies.

Em condi¢des naturais, devido ao tamanho reduzido das sementes de
Orchidaceae, alguns estudos tornam-se dificultados. A utilizag@o de sementes de uma espécie
de palmeira amazoénica (semente de agai), como substrato alternativo, com base nos resultados
obtidos a partir do presente estudo, abre perspectivas para novas investigagdes, quer quanto ao
uso com outras espécies, quer quanto a ocorréncia de micorrizas. Com relagdo as micorrizas,
muitos outros aspectos ainda necessitam esclarecimento, tais como: qual a forma de
colonizagdo dos fungos micorrizicos; se ocorre, ou ndo, associagdo simbidtica; qual a
identificagdo taxondmica e quais as condigdes ambientais para que se manifestem.

Além disso, torna-se importante conhecer as condigdes ambientais e os
componentes nutricionais que atuam no processo de germinagdo e de desenvolvimento da
espécie de Orchidaceae investigada, pois as necessidades provavelmente sdo especificas.
Deste modo, seria possivel melhorar a composi¢do dos meios de cultura utilizados e buscar

essas condi¢Ges em substratos alternativos.
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