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RESUMO

GONGALVES, F. J. Aspectos fenoldgicos, associacdo micorrizica e germinacao in vitro
de Cyrtopodium vernum Rchb.f. & Warm (orchidaceae). 2009.76 f. Dissertacéo
(Mestrado em Agronomia: Genética e Melhoramento de Plantas)-Escola de Agronomia e
Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goiés, Goiénia, 2009.

A espécie Cyrtopodium vernum Rchb. f. Warm (Orchidaceae) € uma espécie de
orquidea cujos relatos de ocorréncia indicam ser uma espécie endémica do Bioma Cerrado
principalmente em fitofisionomias de Cerrado Rupestre. C. vernum € uma espécie terrestre,
crescendo em solos arenosos, ambientes secos e a pleno sol. Devido a beleza de suas flores
e de sua inflorescéncia, C. vernum apresenta elevado potencial ornamental e comercial.
Entretanto, poucas informacfes estdo disponiveis sobre aspectos de desenvolvimento,
floracdo ou germinacdo desta espécie que possam ser utilizadas para a producao de mudas
em maior escala para a utilizacdo em floricultura ou paisagismo. Assim, o presente trabalho
objetivou caracterizar a fenologia, a morfologia e 0s apectos reprodutivos desta espécie de
orquidea e estabelecer protocolos para germinacdo simbiotica e assimbidtica in vitro. O
trabalho foi desenvolvido na Reserva Bioldgica Prof. José Angelo Rizzo, um remanescente
florestal de 500 ha do bioma Cerrado, cuja vegetacdo predominante é do tipo Cerrado
Rupestre, localizada na Serra Dourada, municipio de Mossamedes — GO. No periodo de
setembro de 2007 a agosto de 2008 foram realizadas visitas mensais para acompanhamento
e coleta de dados fenoldgicos e de biologia floral de 63 individuos, distribuidos em quatro
sub-populacbes. Para o estabelecimento dos protocolos de germinacdo in vitro de C.
vernum estabeleceu-se o cultivo simbiotico, pareando o isolado fungico contendo o micélio
micorrizico de Epulorhiza sp., obtido a partir de raizes de C. vernum, com as sementes de
C. vernum em meio FA. Também foram realizados cortes histolégicos destas raizes para
verificacdo do padrdo de colonizacdo dos fungos micorrizicos. Para o cultivo assimbidtico
as sementes foram cultivadas em trés tipos diferentes de meios: meio MS completo, meio
MS com reducdo a metade da concentracdo de macronutrientes (Y2 MS) e o meio Knudson
(KC). A anélise do comportamento de C. vernum permitiu verificar que esta espécie
apresenta o inicio da floracdo com o inicio do peiodo chuvoso e que o florescimento esta
estreitamente relacionado coma agéo do fogo. Logo apos o florescimento, ainda no periodo

chuvoso, plantas de C. vernum passam a investir sua energia na producdo de partes

! Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. EA-UFG.



vegetativas, como novos pseudobulbos e folhas. O estabelecimento da germinacéo
simbidtica in vitro ndo revelou resultados satisfatoérios uma vez que a formacgdo de
protocormos ndo foi obtida. Com relagdo ao cultivo assimbiotico, ocorreu a formacdo de
protocormos nos trés meios testados, sendo o meio %2 MS superior a0 KC e ao MS
completo para o tempo, taxa de germinacdo de sementes e formacdo de protocormos.
Porém, o desenvolvimento de novas plantulas ndo ocorreu em nenhum dos trés meios,

indicando a necesidade de inducéo de organogenese via acdo de fitohormonios.

Palavras-chave: orquideas, Cerrado, propagagéao.



ABSTRACT

GONCALVES, F. J. Phenoligical aspects, mycorrhizal association and in vitro
germination of Cyrtopodium vernum Rchb.f. & Warm (Orchidaceae). 2009. 76 f.
Dissertation (Master in Agronomy: Genetic and Plant Breeding)-Escola de Agronomia e
Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goiés, Goiénia, 2009.

Cyrtopodium vernum Rchb. f. Warm (Orchidaceae) is a species widely
distributed in Brazilian savannah, mainly in Cerrado Rupestre. C. vernum is a terrestrial
plant, growing in sand soil, dry environment and it grows in full sun. Due to beauty of its
flowers and its inflorescence, C. vernum presents high ornamental and commercial
potential. However, few information are available on aspects of development, budding or
germination of this species that can be used for the production of plants in scale for use in
commercial production. Thus, the present study objectified to characterize the fenology, the
morphology and the reproductive aspects of this species and to establish protocols for
symbiotic and asymbiotic germination in vitro. The plants studied grows at the Biological
Reserve Prof. Jose Angelo Rizzo, a forest remainder of 500 ha of Cerrado biome, whose
predominant vegetation is the type Cerrado Rupestre, located in the Serra Dourada, city of
Mossamedes-GO. From the months of July of 2007 through August of 2008 monthly visits
had been carried out for accompaniment and collects data of 63 plants, distributed in four
subpopulations. For the establishment of the germination protocols in vitro of C. vernum
established the symbiotic culture, pairs the isolated fungic contends the mycorrhizae
Epulorhiza sp., obtained from roots of C. vernum, with the seeds of C. vernum in medium
FA, and the asimbyotic culture, where the seeds had been cultivated in culture mediums
that are regularly used for seed orchids germination, being the complete MS medium, the
MS medium with reduction to the half of the concentration of macronutrients (*2 MS) and
the Knudson medium (KC). Also histological slides of these roots were made for
verification the mycorrhizae symbiotic interactions in the roots. The analysis of the
behavior of C. vernum allowed to verify that this species presents the beginning of the
budding with the beginning of rainy season and that the bloom is narrowly related with the
action of the fire. Soon after the bloom, still in the rainy period, plants of C. vernum starts
to invest its energy in the production of vegetative parts, as new pseudobulbs and leves.

The establishment of the symbiotic germination in vitro did not disclose resulted

1 Adviser: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. EA-UFG.



satisfactory because no protocorms formation were obtained. However, satisfactory results
had been founded in the asymbiotic germination in vitro, being the %> MS medium superior
to the KC and the complete MS medium for the time, germination of seeds and
establishment of protocorms. However, the development of new plants did not occur in
none of the three medium, indicating the necessity of the fitohormone use to induce the

differentiation and organogenesis.

Key words: orchids, Cerrado, propagation



1 INTRODUCAO GERAL

A familia Orchidaceae é a que apresenta maior diversidade entre as
angiospermas e perfaz 7% entre todas as plantas com flores, com distribuicdo em quase
todo o planeta, com cerca de 35.000 espécies em 800 géneros e mais de 100.000 hibridos
(Miller & Warrem, 1996). Segundo Dressler (1981), as orquideas originaram-se no periodo
Cretaceo, na regido onde hoje compreende a Malésia. Caracterizam-se por serem
cosmopolitas e apresentam maior diversidade nas regibes tropicais e subtropicais do
planeta. Atualmente, estas estdo distribuidas em 191 géneros e aproximadamente 2.300
espeécies. Para o Bioma Cerrado, a estimativa € de cerca de 600 espécies. Muitas espécies,
raramente observadas na natureza, encontram-se em diversas listas de prioridade méxima
de conservacdo, por apresentarem baixo sucesso reprodutivo ou habitat restrito (Mendonca
& Lins, 2000). Mesmo espécies ainda ndo listadas encontram-se ameacadas, justificando
trabalhos que visem a sua conservacao e reintroducdo em ambiente natural. Entretanto, a
organizacao eficiente de programas de reintroducao, conservagdo e manejo de orquideas na
natureza requer um conhecimento detalhado das estratégias reprodutivas dessas espéecies na
natureza (Pereira et al., 2003).

Com a descoberta do método assimbiotico de propagacao por semente e cultura
meristematica in vitro, tornou-se possivel produzir grande quantidade de inimeras espécies
e hibridos de orquideas (Paula & Silva, 2004). Porém, pouco tem sido feito com aquelas
nativas do Cerrado. Na natureza, as orquideas necessitam se associar, obrigatoriamente, a
fungos micorrizicos para a germinacdo da semente e nutricdo da planta. Estes fungos séo
de fundamental importancia para que a espécie possa completar o seu ciclo de vida, pois
além de serem responsaveis pela germinacdo das sementes, também extraem nutrientes do
solo possibilitando a fixacdo pela planta adulta, 0 mesmo ocorre com as plantas epifitas e
rupiculas (Arditti, 1992; Pereira et al., 2003). Diante do exposto, o conhecimento dos
fungos micorrizicos associados ao sistema radicular, bem como o seu uso em programas de
propagacdo simbiotica de orquideas, € de grande importancia para a reintroducao,

conservacao e manejo dessas espécies vegetais (Pereira et al., 2003).
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As orquideas apresentam uma caracteristica Unica entre as angiospermas: uma
estrutura parengquimatosa, 0 protocormo, que tem origem entre o estddio de semente e
plantula, e que utiliza a digestdo enzimatica de fungos simbiontes como meio alternativo
para a obtencdo de energia, fendmeno denominado micotrofismo. Fungos micorrizicos de
orquideas ja foram isolados de seus hospedeiros naturais, visando a germinacdo de suas
sementes in vitro, para fins de reintroducdo de espécies ameacadas de extingcdo em seu
ambiente natural (Zettler, 1997; Peterson et al., 1998; Pereira et al., 2003). Além do
isolamento do hospedeiro natural, fungos micorrizicos em cultura pura, previamente
isolados de diferentes hospedeiros, sdo usualmente empregados no cultivo simbidtico da
espécie de interesse, visando estudos de especificidade e selecdo de isolados que
promovam o melhor desenvolvimento dos protocormos (Stewart & Zettler, 2002).

A conservacdo de sementes em bancos de germoplasma seria outra alternativa
interessante para algumas espécies de orquideas. A vitalidade dessas sementes pode ser
favorecida com a adequacdo do periodo de coleta dos frutos e com as reducdes do teor de
agua destas estruturas, da temperatura e da pressdo de oxigénio na atmosfera de
armazenamento (Mello, 2000). O uso de bancos de sementes para conservacao ex situ de
germoplasmas de orquideas depende de disponibilidade de conhecimentos, capazes de
permitir a definicdo de temperaturas e graus de umidade ao armazenamento (Koopowitz,
1996).

O melhoramento e o cultivo de espécies de orquideas sdo necessarios por duas
razdes: a primeira delas é que o extrativismo ndo ira suprir a demanda por matéria-prima a
medida que as espécies forem atingindo maior importancia econémica. A segunda razédo é
que produtores de flores, para se planejarem administrativamente, precisardo saber com
que quantidade, regularidade e padrdo de qualidade poderdo contar com a matéria-prima
que irdo processar. Através do extrativismo ou do manejo sustentado, nem sempre se
consegue matéria-prima nas especificacdes que o comprador deseja, pois fatores genéticos,
ontogenéticos (o estadio de desenvolvimento da planta) e ambientais dificultam a obtencéo
de um bom padrdo de qualidade, além de responder aos quesitos quantidade e regularidade
de maneira menos previsivel e eléstica do que sob condigdes de cultivo.

Em funcéo da preocupagdo com a preservacdo de Cyrtopodium vernum Rchb.
f. & Warm, do potencial ornamental e comercial desta espécie e do sucesso da aplicacdo
das técnicas de cultivo in vitro para a producdo de mudas, tanto para 0 melhoramento

genético quanto para programas de reintroducdo da espécie em seu ambiente natural, este
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trabalho teve como objetivos a caracterizacdo fenoldgica, morfoldgica e reprodutiva de C.
vernum, o isolamento e identificacdo de fungos formadores de micorrizas associadas as
suas raizes e o estabelecimento de protocolos para a germinacdo simbiotica e assimbidtica

desta espécie de orquidea in vitro.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - FAMILIA ORCHIDACEAE

A familia Orchidaceae possui cerca de 800 géneros e 35.000 espécies distribuidas
em todo o planeta, sendo encontradas nos mais variados tipos de ambiente, com excecao
das regides polares e desertos secos (Miller & Warrem, 1996). No Brasil, ocorrem em
maior abundéncia na Mata Atlantica, mas sdo observadas também em outros biomas como
matas ciliares de todo o pais, no Cerrado, na Floresta Amazonica e na Caatinga. Até o
momento, das 3.500 espécies de orquideas localizadas no pais, cerca de 500 a 600,

ocorrem no Cerrado (Colombo et al., 2004).
2.2 — CARACTERIZA(}AO MORFOLOGICA DAS ORQUiDEAS

De acordo com seu local de crescimento as orquideas podem ser classificadas
como terrestres: crescem diretamente no solo (Figura 2.1 A); rupicolas: vivem diretamente
sobre as rochas (Figura 2.1 B); saxicolas: vivem nas fendas das pedras, onde ocorre
deposicdo de matéria organica e material oriundo da rocha decomposta (Figura 2.1 C); e
epifitas: vivem em arvores, beneficiando-se da umidade e dos sais minerais disponiveis
sobre a casca (Figura 2.1 D). Apresentam dois tipos de crescimento: simpodial (Figura 2.2
A), com brotacdo lateral, e monopodial (Figura 2.2 B), com crescimento terminal em um
Unico eixo. Em muitas orquideas simpodiais, o caule pode ser constituido por uma por¢éo
rasteira, 0 rizoma, e uma porcao vertical engrossada, o pseudobulbo. Nas monopodiais, 0
caule é alongado, nédo existe rizoma ou pseudobulbos (Bernardo, 2002). Morfologicamente,
as orquideas sdo constituidas de raiz, caule, folha, inflorescéncia, flor, fruto e semente
(Paula & Silva, 2004).
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Figura 2.1. Habito de crescimento de orquideas, os circulos mostram as plantas em seus habitats
naturais. (A) orquidea terreste (Al) detalhe da flor de Epistephium lucidum Cogn.,
(B) orquidea rupicola (Bulbophilum sp)., (C) orquidea saxicola (Cyrtopodium sp.),

(D) orquidea epifita (Cyrtpodium santlegerianum Rchb. f.) (Fotos — Fabio José
Gongalves).

A

Figura 2.2. Tipos de crescimento de orquideas. (A) crescimento simpodial (Cattleya

sp.), (B) crescimento monopodial (Wanda sp). (Fotos. Fabio José
Gongalves).
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2.2.1 Raiz

As raizes das orquideas surgem ao longo do caule e, quando aéreas, possuem
as extremidades clorofiladas (Figura 2.3 A), realizando desse modo, a fotossintese.
Portanto, deve-se proporcionar a esse tipo de orquideas, substratos que permitam bom
arejamento. Nas orquideas terrestres, as raizes, em geral, sdo tuberosas, ou seja, acumulam
reservas de nutrientes (Paula & Silva, 2004). A maioria das orquideas, independentemente
do local de crescimento, apresenta um tecido esbranquicado e esponjoso revestindo suas
raizes, denominado velame (Figura 2.3 B). Este tecido €é responsavel pela rapida absorcao
de &gua e nutrientes, permitindo que muitas espécies vivam em locais praticamente

desprovidos de solo como rochas, sobre areia ou galhos (Bernardo, 2002).

Figura 2.3. Raizes de orquidea. As setas indicam (A) ponta clorofilada, (B) velame (Foto
— Fabio José Gongalves).

2.2.2 Caule

O caule é uma estrutura pouco perceptivel, de onde crescem as raizes, folhas e
inflorescéncias, sendo na maioria das espécies do tipo rizoma. Sobre o rizoma, na base das
folhas em algumas espécies forma-se uma estrutura geralmente de conformacéo bulbosa,
chamada de pseudobulbo (Figura 2.4 A), que é o local de armazenamento de agua e
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nutrientes. O pseudobulbo ocorre nas orquideas de crescimento simpodial e ha maioria das
epifitas. Em alguns géneros, como em Cyrtopodium, apresenta varios nos, nos quais apos a
floracdo desenvolvem algumas vezes, novos brotos a partir de gemas axilares (Figura 2.4
B) (Paula & Silva, 2004).

Na maioria das espécies, forma-se um pseudobulbo por ano por frente de
crescimento. As orquideas possuem capacidade de translocar partes de nutrientes
armazenados nos pseudobulbos mais velhos para os que estdo em formacao. Assim, deve-
se manter os pseudobulbos mais velhos nas plantas até um pouco antes deles murcharem
ou apresentarem sinal de apodrecimento (Paula & Silva, 2004).

Algumas espécies ndo apresentam pseudobulbos nem rizoma, mas sim uma
haste, que € um caule do tipo aéreo, ereto, herbaceo, ao longo do qual se inserem as folhas.
Algumas hastes emitem brotacbes aéreas apds a floracdo; esses brotos podem ser

removidos para se obter uma nova planta (Paula & Silva, 2004).

.-"' . ¥ B x£
Flgura 2.4. (A) Pseudobulbos de Cyrtopodium eugenii Rchb. f. & Warm., (B) brotacdo na
regido de n6 de Cyrtopodium santlegerianum Rchb. f. (Foto — Fabio José

Goncalves).

2.2.3 Folha

A folha é geralmente alongada, inserindo-se no &pice ou na base do pseudobulbo,
ou ao longo da haste. E constituida por 1amina ou por lamina e bainha. Pode ter uma por
pseudobulbo ou vérias. Em algumas especies terrestres, as folhas se dispdem em rosetas,

como nas bromélias. Quanto a consisténcia, podem ser herbacea ou coreacea. Na época da
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floracdo forma-se uma bractea na qual emerge uma inflorescéncia. Essa bractea é
normalmente chamada de espata (Paula & Silva, 2004). Segundo Silva et al. (2006)
espécies de orquideas apresentam caracteres xeromorficos: folhas coriaceas ou coriaceas
suculentas, cuticula espessa e estriada, hipoderme, grupos de fibras esparsas no mesofilo
homogéneo, parénquima aquifero com espessamento em barras ou espiralados nas paredes,
idioblastos de réafides e feixes vasculares colaterais circundados e com calotas de fibras.
Nas espécies com reducdo das partes aéreas ocorrem investimentos diferenciados e 0s
caracteres xeromorficos ndo sdo acentuados. As folhas sdo delgadas, com células
epidérmicas adaxiais altas, sendo a cuticula delgada geralmente desprovida de estriamentos
e a presenca de idioblastos de rafides freqlientes no mesofilo. Ndo ocorre hipoderme e 0s

feixes vasculares sdo reduzidos e sem associag¢Oes com fibras.

2.2.4 Inflorescéncia e flores

Quando a flor e o conjunto dos 6rgdos que a sustenta, junto com 0s seus
acessorios (como bracteas etc.) surgem em agrupamentos e ndo de forma isolada, tem-se
uma infloréscéncia. Dependendo do tipo de ramificacdo as inflorescéncias recebem o nome
de racimo, panicula, etc. No caso de Cyrtopodium, por exemplo, a inflorescéncia mais
comum ¢é a do tipo racimo (Rocha, 2008). Esta pode surgir no apice ou na base do
pseudobulbo, ou ainda entre as folhas naquelas que possuem caule do tipo haste. Para as
que possuem folhas do tipo roseta, a inflorescéncia emerge do centro desse agrupamento
de folhas (Paula & Silva, 2004).

A flor das orquideas é constituida de trés sépalas (mais externas) e trés pétalas
(mais internas). Na maioria das espécies, uma das pétalas é distinta das demais e recebe um
nome especial, o labelo, que geralmente apresenta cores vistosas e serve como atrativo e
campo de pouso aos polinizadores. No centro da flor encontra-se um érgéo especializado, a
coluna, resultado da fusdo dos estames (6rgdos de reprodugdo masculinos) com o pistilo
(6rgdo de reproducdo feminino) (Figura 2.5). No apice da coluna, os grdos de pélen
apresentam-se unidos em pequenas massas, ou polinias, protegidas pela antera. Logo
abaixo, uma pequena cavidade representa a porcdo receptiva feminina, o estigma (Paula &
Silva, 2004).

Pela sua estrutura reprodutiva, as orquideas obrigatoriamente necessitam do

auxilio de animais, principalmente insetos, para o transporte do polen ao 6rgdo feminino de
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suas flores, uma vez que a massa polinica é pesada demais para ser levada pelo vento, e a
parte receptiva do 6rgdo feminino ndo é exposta o suficiente para recebé-la naturalmente.
Assim, as orquideas desenvolveram diferentes estratégias para promover a polinizagdo. As
flores podem possuir cores e aromas que atraem a atencao de polinizadores diversos, como
abelhas, borboletas, mariposas diurnas e noturnas, morcegos, besouros e beija-flores. Sua

forma e tamanho também correspondem ao tipo de polinizador (Bernardo, 2002).

sépala

o e «— dorsal

pétala
(o] [V]4F

sépala
lateral sépala

——g «— lateral

labelo

Figura 2.5. Flor de Cyrtopodium gonzalezii L.C. Menezes indicando suas pegas florais
(Foto — Fabio José Gongalves).

O néctar é um recurso floral encontrado em flores de orquideas visitadas por
borboletas, abelhas, beija-flores e também em algumas flores visitadas por moscas, sendo a
concentracdo e o volume variaveis (Baker & Baker 1982; Vogel 1983). Nestas flores, o
néctar geralmente é produzido e armazenado no célcar, uma estrutura que surge como
prolongamento de algum segmento do perianto, podendo ser tubular ou saquiforme
(Dressler, 1981).

2.2.5 Fruto e semente

O fruto das orquideas, denominado cépsula, encerra seu desenvolvimento entre
trés e doze meses, sendo em media nove meses, apds a fecundacdo dos Gvulos no ovério,
quando entdo se rompe em trés fendas longitudinais, liberando as sementes. O fruto pode

conter mais de um milhdo de sementes (Figura 2.6). Contudo, na natureza, somente cerca
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de 1% germinara, e poucos individuos chegardo a fase adulta. As sementes das orquideas
estdo entre as menores do reino vegetal. O tamanho reduzido e a leveza facilitam a

dispersao pelo vento, em muitos casos a grandes distancias (Paula & Silva, 2004).

Figura 2.6. Fruto de Cattleya nobilior Rchb. f. seccionado longitudinalmente mostrando seu
interior com sementes (Foto — Fabio José Gongalves).

2.3 ORQUIDEAS DO CERRADO

Segundo Dias (1992), o Cerrado ocupa aproximadamente 2 milhdes de
quildmetros quadrados do territério brasileiro, o que corresponde a 23% da area total do
pais, e fica localizado entre 3° e 24° de latitude sul e 41° e 63° de longitude oeste. Este
bioma compreende todo o Distrito Federal, os estados de Goias e Tocantins e porcGes de
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Piaui, Maranhdo e Rondénia.
Cabe ainda salientar a ocorréncia de manchas da vegetacdo de Cerrado nos estados do
Pard, Amapd, Roraima, Sdo Paulo e Parana. Além do territorio brasileiro, esta vegetacao
encontra-se em areas da Bolivia. Segundo Mendonca et al. (1998), a flora do Cerrado é
apenas parcialmente conhecida, e as familias mais representadas no bioma sao
Leguminosae, seguida de Compositae, Orchidaceae, Gramineae, Rubiaceae,
Melastomataceae, Myrtaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae e Lythraceae. Essas dez
familias, que retratam menos de 7% do total de familias encontradas, contribuem com mais
de 51% da riqueza floristica do Cerrado. A familia Orchidaceae esta entre as mais ricas do
Cerrado, como também nas Florestas Atlantica e Amazonica. No Cerrado hé o predominio
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de orquideas terrestres, com 51% das espécies, seguidas de espécies epifiticas, com 37%
(Mendonca et al., 1998). Batista et al. (2005) apresentaram uma lista de espécies de
orquideas registradas na Reserva do Guara, no Distrito Federal. Segundo os autores, dos 44
géneros, 100 espécies, quatro variedades e uma forma, totalizando 105 taxons de orquideas
0 género Habenaria destaca-se com 32 taxons (30 espécies). Outros grupos bem
representados na Reserva sdo a subtribo Spiranthinae, com seis géneros e 14 taxons (13
espécies) e Cyrtopodium (7 espécies). Ainda segundo os autores, dos 105 taxons
registrados para a area, 76% sdo terrestres, 21% sdo epifitas; 2%, representados por
Vanilla, sédo escandentes, ou seja, crescem emitindo novos brotos para o alto, de modo a
subir pelas arvores em direcdo a luz e 1%, Epidendrum secundum, cresce tanto como

terrestre como epifitico.

2.3.1 Importéncia do fogo na reproducéo de orquideas do Cerrado

No Cerrado, a ocorréncia de fogo é um fendbmeno antigo, o que é evidenciado
pela existéncia de amostras de carvéo datadas entre 27.100 a 41.700 anos antes do presente
(Vicentini, 1993). Segundo Coutinho (1990), o fogo é um dos determinantes da vegetacao
deste bioma, juntamente com a sazonalidade da chuva e com o solo pobre em nutrientes.
Entre as caracteristicas que reforcam a ideia de estratégias adaptativas dessa vegetacdo ao
fogo, estdo a forte suberizacdo do tronco e dos galhos, o que permite certo grau de
isolamento térmico dos tecidos internos, mesmo em temperaturas elevadas (Coutinho,
1990; Guedes, 1993), e também a capacidade que os frutos tém de proteger as sementes
por apresentarem cascas coredceas ou frutos com polpa densa (Landim & Hay, 1995;
Cirne, 2002).

Ja foram verificados efeitos positivos do fogo sobre a dispersao de sementes de
algumas espécies vegetais por promoverem abertura de frutos indeiscentes ou semi
deiscentes (Coutinho, 1977) e em relacdo a inducdo de floracdo do estrato herbaceo
(Coutinho, 1976; Oliveira et al., 1996). Trabalho realizado por Coutinho (1976) mostrou
que 150 espécies do estrato herbaceo subarbustivo floresceram em até 90 dias apds a
ocorréncia de queimadas em diferentes estados da regido do Cerrado. Apos a queima, este
estrato encontra-se hum crescimento vigoroso, que em poucos dias apresenta seus 0rgaos
subterraneos estimulados a rebrotar (Figura 2.7). A inducdo a floracdo, em resposta ao
fogo, tem importante papel para as populacdes que assim se comportam, pois, ao
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sincronizar a producéo de flores, permitem a polinizagédo cruzada (Coutinho, 1990). Freitas
(1998) apresenta resultados semelhantes em estudo sobre areas recém queimadas de
Campo Sujo, onde 135 espécies floresceram entre 14 e 94 dias apds a passagem do fogo. O
efeito do fogo na floracdo de orquideas também pode ser observado. Schepe (1970), citado
por Menezes (2000), observa que os incéndios naturais ndo causam danos as espécies
terrestres de orquideas da Africa do Sul e que algumas espécies sdo mais floriferas apds a
passagem do fogo. Trabalho realizado por Oliveira et al. (1996), mostrou que 44 espécies
de orquideas terrestres floresceram depois das queimadas em é&reas de Cerrado, com
algumas florescendo até duas semanas apés a passagem do fogo (Figura 8). Segundo os
autores, Habenaria armata floresceu intensamente logo ap6s a passagem do fogo, ndo se
verificando nenhuma floragdo nos quatro anos anteriores, enquanto a area de estudo esteve

protegida da queima.

NP e s =y X NS
Figura 2.7. Area queimada pelo fogo (A), Planta em rebrota apds passagem do fogo (B),
Cyrtopodium vernum florescendo apés a passagem do fogo (C e D) em Cerrado
Rupestre da Reserva Bioldgica José Angelo Rizzo, em Mossamedes — GO

(Fotos — A e B, Sergio Tadeu Sibov; C e D, Fabio José Gongalves).
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2.4 O GENERO Cyrtopodium

O género Cyrtopodium foi proposto por Robert Brown, em 1813. O nome do
género vem do grego kyrtos, inclinado, e podium, pe, provavel referéncia a inclinacdo do
pé da coluna de suas flores (Menezes, 2000). Apresenta porte muito variavel,
pseudobulbos agrupados, que em algumas espécies sdo baixos e espessos, em outras altos e
mais delgados, chegando a superar os setenta centimetros de altura, envoltos em bainhas
foliares. Possuem estreitas e finas folhas disticamente organizadas e nervuradas, caducas,
de lamina articulada e apice acuminado. A inflorescéncia brota da base do pseudobulbo,
podendo ser racemosa ou paniculada, ereta, e carrega-se de pequenas flores protegidas por
grandes bracteas vistosas, unduladas e coloridas, que em alguns casos parecem fazer parte
das flores com cerca de trés centimetros de diametro, geralmente amarelas, com ou sem
pintas marrons ou avermelhadas. O labelo de suas flores, mais ou menos trilobado,
apresenta complicado calo verrucoso ou tuberculado. A coluna é levemente arqueada, com
antera terminal e duas polinias (Watson & Dallwitz, 1992). Cyrtopodium é um género
Neotropical, distribuido do sul da Floérida ao norte da Argentina e contém
aproximadamente 45 espécies, principalmente terrestres, mas também epifitas e rupiculas,
das quais 36 ocorrem no Brasil. O centro de diversidade do género é o Cerrado do Brasil
Central, onde ocorrem cerca de 28 espécies (Batista & Bianchetti, 2004).

2.4.1 A espécie Cyrtopodium vernum Rchb. f. & Warm

Segundo Menezes (2000), C. vernum é uma espécie terrestre, apresenta flores
atrativas e vistosas de cor amarela &urea (Figura 2.8 A). Apresenta pseudobulbos
fusiformes, entre 10 cm a 15 cm de altura de onde surgem folhas coreaceas. Inflorescéncia
paniculada que pode atingir até 1 m de altura. Flores perfumadas com pouco mais de 3 cm
de didmetro. Regido apical das sépalas e pétalas salpicadas com tracos e pontos marrom
avermelhados. Floresce durante a primavera, no inicio de outubro, com o inicio das
chuvas, época em que ocorrem os Ultimos incéndios na regido de seu habitat, que sdo 0s
Campos Rupestres (lato sensu), Cerrado (lato sensu) e Campo Sujo Seco (Sano et. al.,

2008), e de suas flores, surgem os frutos (Figura 2.8 B).

Tem potencial ornamental pela beleza de suas fores e nimero destas em suas

inflorescéncias, podendo ser utilizadas em arranjos, como flores de corte ou mesmo para
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vasos. Na sua fase vegetativa podem ser utilizada em jardins, pois seus pseudobulbos,
ainda que sem folhas tem potencial ornamental devido a sua estrutura e coloracdo verde

com estrias marrons (Silva, 1994).

vernum em ambiente natural (B) (Fotos — Fabio José Gongalves).

2.5 - PROPAGACAO DE ORQUIDEAS

2.5.1 Propagacao vegetativa

O método mais simples de reproducdo é, em geral, a divisdo do rizoma. Toma-
se uma planta adulta com pelo menos seis pseudobulbos formados, de preferéncia logo
apos o término da floragcdo ou inicio da brotacdo, e, com uma faca afiada e esterilizada,
corta-se 0 rizoma, de maneira a separar a planta em duas mudas com trés pseudobulbos
cada. Em casos de plantas maiores, deve-se sempre manter cada muda com o minimo de
trés ou quatro pseudobulbos para permitir seu rebrotamento. O plantio deve ser feito em
substrato adequado a espécie. A muda deve ficar fixa no local do plantio, de alguma forma
para que as novas raizes possam brotar e se fixar no substrato. S6 quando as raizes

estiverem restabelecidas, as plantas voltaréo a crescer (Paula & Silva, 2004).

A propagacdo pode ser realizada por estaquia e esse metodo € muito utilizado
para as espécies do género Dendrobium. Nestas, o caule, chamado haste, apresenta varios nos,

e em cada um ha uma gema capaz de formar um novo broto. Assim, pode-se propaga-las
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quando iniciar a brotacdo. Para a realizacdo deste procedimento deve-se selecionar as hastes
de maior desenvolvimento e que ja emitiram a floracdo, retirar suas folhas, cortar a haste com
uma tesoura esterilizada em pedagos com pelo menos dois nos. Deixar as estacas em local
bem iluminado e arejado, sem sol direto, por dois dias, para promover a cicatrizacdo dos
cortes. Encher uma bandeja plastica com areia de rio lavada e colocar as estacas deitadas
sobre o substrato, preferencialmente com uma gema voltada para cima, e colocar bandeja em
local arejado e sombreado (Paula & Silva, 2004). Em poucos dias 0s novos brotos estardo
desenvolvidos e, assim que emitirem raizes, poderdo ser colocados em vasos com

substrato.
2.5.2 Propagacao por sementes

Ao contrério das outras plantas, as sementes das orquideas sdo desprovidas de
tecidos nutritivos, endosperma e cotilédone, responsaveis pelo fornecimento de energia
utilizada na fase inicial da germinagdo. Na falta de tecido nutritivo, essa energia é
fornecida por certos fungos que vivem em simbiose com as orquideas. O fungo invade a
semente e como o desenvolvimento e degeneracdo de suas hifas é rapida, fornece
nutrientes ao embrido, para que esse se desenvolva (Paula & Silva, 2004). As orquideas
utilizam-se da digestdo de massas de hifas formadas intracelularmente e denominadas
pelotons. Tais estruturas estdo presentes principalmente nas células do cértex da raiz, como
fonte de energia, durante o estadio heterotrofico do seu ciclo de vida (Peterson et al.,
1998). Com a formacéo das raizes, esse fungo vive para sempre em simbiose com a planta.
Com a descoberta dos fungos micorrizicos das orquideas, foi possivel compreender esse
processo e desenvolver métodos simbioticos e assimbidticos de propagagdo por sementes
(Paula & Silva, 2004). Esse fendmeno, conhecido por micoheterotrofismo ou simplismente
micotrofismo, ndo é exclusivo das orquideas, sendo também relatado em outras familias de
monocotileddneas, a saber: Burmanniaceae, Corsiaceae, Lacandoniaceae, Petrosaviaceae e
Triuridaceae e, em familias de dicotileddneas, como: Ericaceae (Monotropoideae),

Polygalaceae e Gentianaceae (Taylor et al., 2002).

2.5.3 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos € um meio de cultivar células ou tecidos vegetais sob
condicBes controladas para se regenerar plantas. Nesse ambiente, as células, tecidos e
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6rgdos se multiplicam e continuam a crescer de modo ndo organizado ou se regeneram em
uma planta inteira (Grattapaglia & Machado, 1998). Esta é, sem ddvida, um excelente
instrumento de trabalho, podendo ser utilizada como técnica auxiliar ao melhoramento
genético convencional, capaz de ampliar a variabilidade genética, reduzir o tempo para
lancamento de novas cultivares, introduzir genes de interesse agrondmico, entre outras
vantagens. Atualmente, esta técnica vem sendo amplamente utilizada como uma
ferramenta biotecnoldgica para o estudo do metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e
reproducdo de plantas com propriedades desejaveis, tais como resisténcia a pragas e
acumulo de substéncias ativas de interesse comercial. O grau de sucesso em qualquer
tecnologia que emprega cultura de células, tecidos ou 6rgdos € dependente de varios
fatores. Um fator significante é a escolha dos componentes nutricionais e reguladores de
crescimento que controlam, em grande parte, o padrdo de desenvolvimento na cultura de
tecidos. As mesmas vias bioquimicas e metabolicas basicas que funcionam nas plantas sao
conservadas nas células cultivadas, embora alguns processos, como fotossintese, possam
ser inativados pelas condi¢Ges de cultivo e pelo estado de diferenciacdo das células
(Damiao Filho, 2002).

A cultura de tecidos é freqliientemente utilizada para a propagagdo clonal em
massa de hibridos e espécies de orquideas, possibilitando a obtencdo de plantas de alta
qualidade fitossanitaria, em curto periodo de tempo (Arditti & Ernst, 1993).

A cultura assimbiotica ou semeadura in vitro, de orquideas, constitui técnica
bastante relevante do ponto de vista comercial e também ecoldgico. Essa resulta em
maiores percentuais de germinagdo, em comparacdo com as condi¢des naturais, a qual é
dependente da infeccdo por fungos micorrizicos, simbiontes muitas vezes espécie-
especificos (Martini, 2001). Porém, trabalhos realizados por Pereira et al. (2003),
utilizando-se 0 método simbiotico de germinacdo de sementes, ou seja, com presenca de
fungos micorrizicos, indicam que estas plantas se adaptam melhor as condi¢des naturais do
que plantas produzidas pelo método assimbidtico de cultivo, sendo mais interessantes em
programas de reintroducédo de espécies.

Experimentos vém evidenciando que, dentro da familia Orchidaceae, as
condigdes de cultivo simbidtico in vitro sdo especificas para 0s géneros e algumas vezes
variam para espécies pertencentes ao mesmo género (Arditti & Ernst, 1993). Segundo
Caramaschi & Caldas (1999), citados por Martini (2001), véarios trabalhos foram

desenvolvidos visando otimizar a semeadura in vitro de orquideas; para isso, a adi¢cdo de
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componentes aos meios de cultura é balanceada afim de se obter uma germinacdo mais
eficiente das sementes. Como exemplo, aadicdo do fitohormbnio BAP (6-
benzilaminopurina) no meio de cultura para germinacdo de sementes de orguideas tem
apresentado resultados contrastantes. Martini et al. (2001) avaliaram a germinacéo e a
organogénese in vitro em orquideas Gongora quinquenervis em dois meios nutritivos,
Knudson "C" e Murashige & Skoog, com trés concentracdes de BAP (0,0; 0,5e 1,0mg L
1. Segundo os autores, os protocormos cultivados no meio Knudson “C" necrosaram e
a maioria dos embrides cultivados em meio Murashige & Skoog tendeu a diferenciar-se em
calos. Estes calos apresentaram alto potencial morfogenético, regenerando grande nimero
de plantas via organogénese indireta, sobretudo no material proveniente do tratamento
desprovido de BAP. Efeitos positivos, como a reducdo do tempo de germinacdo de
Encyclia phoenicea, foram observados por Pauw et al. (1995), citados por Martini (2000),
em razédo da adicdo de BAP ao meio de Murashige & Skoog (1962). Por outro lado, a
adicdo de BAP a diversos meios nutritivos, como o meio MS e Knudson C resultou em
efeitos deletérios para a germinacao de sementes imaturas de Cyrtopodium eugenii Rchb. f.
& Warm. e Cyrtopodium cristatum Lindl. (Caramaschi & Caldas, 1999).

A propagacao vegetativa in vitro, também conhecida como micropropagagao por
causa do tamanho dos propéagulos utilizados, é a aplicacdo mais pratica na cultura de tecidos e
aquela de maior impacto (Grattapaglia & Machado, 1998), por ser mais eficiente que a
producdo natural das espécies.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a primeira aplicacdo comercial da
micropropagacdo foi feita por Morel em 1960, ao se multiplicar orquideas mediante cultura
de &pices caulinares e regeneracdo de protocormos. A sucessiva divisdo desses protocormos
acelera a propagacdo dessas plantas. A utilizacdo da micropropagacdo em ambito comercial €
realidade ha mais de 20 anos em diversos paises do mundo, com destaque para 0s paises da
Europa Ocidental, Estados Unidos e Taiwan. Os laboratdrios comerciais surgiram, em grande
maioria, agregados aos viveiros como iniciativa das proprias companhias produtoras de
mudas. O objetivo é satisfazer as necessidades internas de material de propagacéao livre de
doencas, ou acelerar os métodos convencionais de propagacdo vegetativa. A atividade
comercial de micropropagacdo concentra-se principalmente na limpeza clonal e na
multiplicacéo de espécies ornamentais e arbustivas e, em segundo plano, as lenhosas.

No Brasil, apesar dos primeiros trabalhos com cultura de tecidos terem sido

realizados na década de 50 pelo Dr. Agesilau Bitancourt do Instituto Bioldgico de S&o
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Paulo, a aplicacdo comercial da micropropagacao € relativamente recente. Diversos grupos
atuam na area em instituicdes publicas de pesquisa e universidades, entretanto poucas sao
as empresas privadas dedicadas a cultura de tecidos vegetais. Ainda ndo é difundida a
pratica de instalar laboratorios junto a viveiros, excecdo feita para algumas empresas que
produzem orquideas e outras reflorestadoras que, nos ultimos anos, tém iniciado a
propagacdo vegetativa in vitro de &rvores selecionadas (Grattapaglia & Machado, 1998).

A cultura de tecidos proporciona taxa de germinacéo de aproximadamente 100%
das sementes, ao passo que a cultura de meristemas é utilizada para propagar plantas idénticas
a planta-mae e isentas de viroses, especialmente plantas de alto valor econémico (Fraguas et
al., 2004). Portanto, estes métodos sdo eficientes na produgdo em larga escala de plantas de

diversas espécies.
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3 ASPECTOS FENOLOGICOS E MORFOLOGICOS DE Cyrtopodium
vernum Rchb.f. & Warm.

RESUMO

Cyrtopodium vernum é uma orquidea terrestre comumente encontrada em
ambientes de Cerrado, principalmente na fitofisionomia de Cerrado Rupestre. Devido a
beleza de suas flores e aspecto rustico, representa importante recurso vegetal a ser utilizado
para fins ornamentais. Entretanto, para que este recurso possa ser devidamente utilizado e
valorizado, informagdes bésicas sobre esta espécie precisam ser obtidas. Com o intuito de
promover estratégias de conservacdo e melhoramento, o presente trabalho teve por objetivo
apresentar os aspectos da fenologia e da morfologia de C. vernum. Entre setembro de 2007
e agosto de 2008, foram realizadas visitas mensais para acompanhamento da fenologia e
biologia floral de 63 plantas, distribuidas em quatro sub-populagdes, localizadas na
Reserva Bioldgica Prof. José Angelo Rizzo, um remanescente florestal de 500 ha do bioma
Cerrado, localizada na Serra Dourada, municipio de Mossamedes, GO. A vegetagdo
predominante na area em estudo é do tipo Cerrado Rupestre, onde C. vernum foi
encontrada crescendo a pleno sol e em solos secos, &cidos e com baixa fertilidade. No més
de setembro de 2007, com o inicio do periodo das chuvas, e logo apds a queimada da area
de estudo, foi verificada uma intensa floracdo o que possibilitou a identificacdo e marcacao
de todas as plantas a serem acompanhadas. Ap6s o término da floracdo e com o aumento
da pluviosidade, a partir de outubro de 2007, observou-se o desenvolvimento de novas
folhas e brotos de pseudobulbos. O desenvolvimento destes novos pseudobulbos, com o
crescimento constante de novas folhas e o acimulo de nutrientes, teve duracdo de
aproximadamente seis meses, até marco de 2008. A partir de abril de 2008, com o inicio do
periodo seco, as folhas comegaram a secar. A expectativa para o reinicio de um novo ciclo
de florescimento com o aumento nos indices pluviométricos no més de setembro de 2008
ndo se confirmou. Ndo houve florescimento em nenhuma das plantas de C. vernum
estudadas, e todas iniciaram um novo ciclo de desenvolvimento de novos psedobulbos,

indicando a importancia do fogo na fenologia desta espécie.

Palavras-chave: orquidea, Cerrado, fogo, floracao.



ABSTRACT

PHENOLOGIC AND MORPHOLOGIC ASPECTS OF Cyrtopodium vernum
Rchb. f. & Warm (ORCHIDACEAE: CYRTOPODIINAE)

Cyrtopodium vernum is a terrestrial orchid found usually in the Cerrado
Rupestre environments. Because of the beauty of its flowers and rustic aspect, it represents
an important vegetal resource to be used for ornamental ends. However, such resource can
duly be used and be valued, basic information on this species need to be gotten. With
intention to promote strategies of conservation and improvement, the present study had for
objective to present aspects of the fenology and the morphology of C. vernum. In the
period of September/2007 and August/2008, monthly visits for accompaniment of the
fenology and floral biology of 63 plants, distributed in four subpopulations, located at the
Biological Reserve Prof. Jose Angelo Rizzo, a forest remainder of 500 ha of bioma
Cerrado, whose predominant vegetation is of the type Cerrado Rupestre, located in the
Serra Dourada, city of Mossamedes-GO. The predominant vegetation in the area in study
is of the Cerrado Rupestre, where C. vernum was found growing in the full sun and in dry
ground, acid and with low fertility. In the month of September/2007, with the beginning of
the rain season, and soon after ticket of the fire for the study area, an intense budding was
verified what it made possible the identification and marking of all the plants to be studied.
After the ending of the budding and with the increase of the rainfall, mainly from the
month of October/2007, observed the development of new leves and sprouts of
pseudobulbs. The development of these new pseudobulbs, with the constant new leaf
growth, C. vernum accumulate nutrients in next the six months: from October/2007
through March/2008. From the month of April/2008, with the beginning of the dry season,
the leves had started to dry. The expectation for the restart of a new cycle of bloom with
the increase in the rain indices in the month of September/2008 was not confirmed. C.
vernum did not have bloom in none of the plants marked, and all had initiated a new cycle
of development of new psedobulbs, having indicated the complexity of the fenology of this

species are the preponderant paper of the fire in the induction of the budding.

Key words: orchid, Cerrado, fire, flowering.



3.1 INTRODUCAO

Segundo Menezes (2000), o género Cyrtopodium foi descrito primeiramente
por Robert Brown em novembro de 1813. O género se distribui desde a Florida até a
Argentina, com maior concentracdo na regido Centro-Oeste do Brasil, ocorrendo em éreas
campestres secas e imidas. E uma espécie terrestre, apresenta flores atrativas e vistosas de
cor amarela aurea (Figura 2.8 A). Apresenta pseudobulbos fusiformes, entre 10 cm a 15 cm
de altura de onde surgem folhas coreaceas. Inflorescéncia paniculada que pode atingir até 1
m de altura. Flores perfumadas com pouco mais de 3 cm de didmetro. Regido apical das
sépalas e pétalas salpicadas com tragos e pontos marrom avermelhados. Floresce durante a
primavera, no inicio de outubro, com o inicio das chuvas, época em que ocorrem 0S
Gltimos incéndios na regido de seu habitat, que sdo os Campos Rupestres (lato sensu),
Cerrado (lato sensu) e Campo Sujo Seco (Sano, et. al. 2008), e de suas flores, surgem os
frutos (Figura 2.8 B). Apresentam duas polineas globosas e cerdides. Tem potencial
ornamental pela beleza de suas fores e nimero destas em suas inflorescéncias, podendo ser
utilizadas em arranjos, como flores de corte ou mesmo para vasos. Na sua fase vegetativa
podem ser utilizada em jardins, pois seus pseudobulbos, ainda que sem folhas tem
potencial ornamental devido a sua estrutura e coloracdo verde com estrias marrons (Silva,
1994).

Segundo Carvalho (1997), os desmatamentos para expansdo da fronteira
agricola, os incéndios naturais ou provocados, ocorrentes principalmente no periodo seco
do ano, além dos extrativismo ilegal realizado para comercializacdo ou para colecfes de
amadores e profissionais sdo alguns dos principais motivos que levam muitas orquideas
nativas a desaparecerem. Neste contexto, o fogo tem papel importante no ciclo vital das
orquideas, podendo alterar a época ou mesmo a intensidade da floracdo (Menezes, 2000).
Segundo Huggins (1991), citado por Menezes (2000), plantas do género Cyrtopodium
foram encontradas floridas somente em areas queimadas. Entretanto, sob certas condicdes,
espécies de Cyrtopodium tiveram seus brotos e suas floracdes completamente destruidas
devido a queima das suas hastes florais, sendo a espécie Cyrtopodium eugenii a mais
afetada, por ter sua floragédo coincidindo com as primeiras queimadas no Cerrado.

C. vernum Rchb. f. & Warm é uma espécie terrestre, cuja floracdo ocorre no
inicio do periodo chuvoso, época subsequente as queimadas no Cerrado (Menezes, 2000).

A intensificacdo deste fendmeno tem feito com que diversas espécies tenham suas
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reproducBes naturais por sementes e seus processos fenoldgicos completamente
ameacados, dado que os incéndios tém ocorrido com fregiiéncia superior a capacidade dos
vegetais de se adaptarem a estas condi¢des (Shimizu, 2007). E necessario ainda considerar
que a intensa degradacdo e substituicdo das areas nativas do Cerrado pelas atividades
agropastoris dificultam, ou em alguns casos impossibilitam, os estudos sobre diversas
espécies ocorrentes nesta regido, sobretudo em relagdo as orquideas. Desta forma, o
presente trabalho objetivou apresentar aspectos da fenologia e da morfologia floral de
plantas de C. vernum. Este trabalho é necessario para descricdo do comportamento desta
espécie em seu habitat natural possibilitando estudos futuros com mais detalhes sobre sua
distribuicéo, conservagdo, determinagéo do sistema reprodutivo, melhoramento para uso

comercial e em programas de reintroducdo da espécie em seu ambiente natural.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados na Reserva Bioldgica Prof. José Angelo Rizzo, um
remanescente florestal de 500 ha do bioma Cerrado, cuja vegetacdo predominante é do tipo
Cerrado Rupestre e que esta localizada na Serra Dourada, municipio de Mossamedes — GO
(S16 04 36.4, W 50 11 16.9, 1006 m de altitude) (Figura 3.1). O clima é caracterizado por
duas estagdes bem definidas, sendo a estacdo de chuvas ocorrente entre 0os meses de
setembro e margo, e a estagdo seca entre abril e agosto.

Os dados referentes as médias de temperaturas do ar e pluviosidade, entre 0s
meses de setembro de 2007 e agosto de 2008, época em que se desenvolveu o estudo,
foram obtidos da Estacdo Meteoroldgica de Itaberai, localizada a 52,4 km de Mossamedes.
Esses dados foram gentilmente disponibilizados pelo Sistema de Meteorologia e Recursos
Hidricos do Estado de Goias (SIMEGO), vinculado a Secretaria Estadual de Ciéncia e
Tecnologia (SECTEC) do Governo de Goiaés.

Foi realizada visita prévia para reconhecimento do local e plantas de C. vernum
foram encontradas floridas. As sub-populagbes foram delimitadas e todas as plantas
presentes nestas, foram marcadas com hastes de metal de um metro de altura e etiquetas
plasticas foram afixadas nas suas extremidades e numeradas, resultando num total de 63
plantas, distribuidas nas quatro sub-populagdes, distantes cerca de 400 metros uma da

outra. Cada sub-populacéo possuia aproximadamente 100 m? com a seguinte distribuicao:
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16 plantas na sub-populagéo 1, 12 plantas na sub-populacdo 2, 20 plantas na sub-populagdo

3 e 15 plantas na sub-populagéo 4.

't - R

Figura 3.1. Vista de parte da Serra Dourada indicando no detalhe o caminho até a Reserva
Biologioca (A). Area da Reserva Bioldgica, com plantas de C. vernum floridas
(B) (Foto — Fabio José Gongalves).

No Herbario da Universidade Federal de Goias (HERBUFG), em Goiania,
estdo depositadas exsicatas constituidas de plantas inteiras, sob nimero 40464, com as
seguintes especificacdes: Orchidaceae, Cyrtopodium vernum (Rchb. f. & Warm), Goias,
municipio de Mossamedes, Reserva Bioldgica Prof. José Angelo Rizzo, Serra Dourada.

3.2.1 Fenologia

Para acompanhamento da fenologia foram realizadas avaliagcbes mensais entre
setembro de 2007 e agosto de 2008, com observagdes geralmente das 9:00h até as 17:00h,
totalizando, ao final do estudo, 160 horas. Foram coletados dados referentes ao nimero e
altura dos pseudobulbos, existéncia de brotos nos pseudobulbos e nimero de folhas por
pseudobulbo. As caracteristicas fenoldgicas foram comparadas aos dados de pluviosidade e
temperatura.

De forma complementar, analisou-se as caracteristicas fisicas e quimicas do
solo, a analise do solo foi realizada pelo Laboratorio de Analise de Solo e Foliar da Escola
de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goids. Em cada
unidade amostral, obteve-se uma amostra composta, proveniente da mistura de 10 sub-
amostras, tendo cada sub-amostra sido retirada entre 5-20 cm de profundidade no solo

onde ocorriam a presenca das orquideas.
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3.2.2 Morfologia floral

As observacdes sobre a biologia floral foram realizadas no periodo de
Setembro e Outubro de 2007, periodo em que as plantas foram encontradas floridas, logo
apos a ocorréncia de queimada na Reserva Biologica. Para medidas, descricdo e ilustracdo
da morfologia floral, 20 flores frescas foram coletadas durante setembro de 2007,
armazenadas em sacos plasticos e lacrados para o transporte. Duas plantas de C. vernum
coletadas na Reserva Biologica Dr. José Angelo Rizzo e mantidas na Colecdo de
Orquideas do Cerrado na Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Goias, também foram utilizadas para a verificacdo de detalhes

morfoldgicos.

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 — Aspectos morfologicos

C. vernum é uma orquidea de habito terrestre que apresenta pseudobulbos
completamente expostos, pequenos, podendo chegar a 18 cm de altura, oblongos e
encurvados, desprovidos de folhas a partir do primeiro ano do seu surgimento (Figura 3.2).
Apresenta raizes numerosas, esbranquigadas e com velame espesso (Figura 3.2). As folhas
possuem bainhas partindo ao longo do pseudobulbo, bem desenvolvidas, com
aproximadamente 75 cm de comprimento quando bem desenvolvidas, coriaceas,
lanceoladas e paralelinérveas. A inflorescéncia € lateral, partindo da base do pseudobulbo,
ereta, racemosa, podendo alcangar 45 cm de comprimento, marrom-claro a marrom-escuro;
ovario e pedicelo com 2,5 cm - 4 cm de comprimento, verdes, uma bractea oblongo-
lanceolada, amarela com pintas marrons. Apresenta flores pequenas. Sépalas oblongo-
lanceoladas a ligeiramente lanceolado-ovadas, com apice apiculado, amarelas
freqlentemente com pintas marrom escuro; sépala dorsal de 1,2 cm x 2,0 cm; sépalas
laterais ligeiramente obliquas, de 1,2 cm x 2,0 cm. Peétalas largo-elipticas a largo-
lanceoladas, apice mucronado, discretamente apiculado, de 1,3 cm x 2,1 cm, amarelas com
pequenas pintas marrons. Labelo lobulado, de 1,5 cm x 1,5 cm comprimento, amarelado

com laterais amarronzadas; lobos laterais eretos, paralelos, oblongo-falcados, apice obtuso,
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vermelho-amarronzado; calo verrucoso, ligeiramente sulcado, disposto da base do lobo
central ao pé da coluna, branco, ocasionalmente branco-amarelado; coluna ereta,
discretamente arqueada, com 1,0 cm de comprimento, verde. Antera com 2 mm de
comprimento, 1,5 mm largura, amarelada; duas polineas, cerosas, sulcadas, 1 mm
comprimento, 0,5 mm largura, amarelas. Fruto verde, oblongo a elongado, sulcado, 4 x 6

cm, incluindo o pedicelo (Figura 3.2).

So
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A\ \

2cm
Figura 3.2. Cyrtopodium vernum: Habito. Haste floral aumentada mostrando detalhes da
inflorescéncia (A); Flor, vista frontal (B); Labelo (C); Detalhe do calo
aumentado (D); Flor, vista lateral (E); Antera, vista dorsal (F); Antera, vista
ventral (G); Polinias (H); Coluna, vista ventral (1); Coluna, vista lateral (J);
Andlise floral (K).
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3.3.2 Aspectos ambientais

De acordo com as analises fisicas e quimicas (Anexo A), os solos das quatro
areas é acido, com pH variando entre 4,0 e 4,2, texturalmente arenoso, com teores de argila
e silte abaixo de 23% e 19% respectivamente, indicando que C. vernum cresce em solos
altamente lixiviaveis, ou seja, com baixa retencdo de &gua e nutrientes, caracteristicos de
Campos Rupestres do Cerrado. De acordo com o Sistema de Classificacdo de Solos da
Embrapa (Embrapa, 1999), este solo € do tipo Neossolo Litolitico, o qual representa 0,15
% dos tipos de solos encontrados em Goias e 7,49 % dos tipos de solos do Cerrado,
estando associados aos Cambissolos rasos plinticos ou concrecionarios. Sdo solos sem
aptiddo agricola, devendo ser mantidos com vegetacdo natural (Carvalho & Amabile,
2006). Néo se tem conhecimento de estudos que relacionam espécies de Cyrtopodium aos
solos do Cerrado.

Os contetdos de ferro, aluminio e a saturacdo por aluminio apresentaram-se,
nas quatro sub-populagées, acima dos niveis criticos para a maioria das culturas cultivadas,
de acordo com a Comissdo de Fertilidade de Solos de Goias (1988). Para Sano et al.
(2008), a fertilidade do solo é inferida pela saturacdo por bases, capacidade de troca
catibnica, saturacdo por aluminio e pH. De acordo com essas caracteriticas, o solo das
areas em estudo pode ser considerado &lico, como caracteristico da maioria das
fitofisionomias do Cerrado, uma vez que a saturacdo por aluminio foi superior a 50 %,
indicando assim baixa fertilidade e alto teor de aluminio.

Os dados meteoroldgicos da regido em estudo indicam pouca variacdo na
amplitude térmica média anual. A temperatura media anual variou entre 21,1°C + 27,4 °C
e as temperaturas maximas e minimas apresentaram maiores variagcdes entre 0s meses de
abril e julho (Figura 3.3 A), coincidindo com a época de menores precipitacbes. A
precipitacdo pluvial anual mostrou similaridade com a estacdo chuvosa na regido em
estudo, concentra-se entre setembro e margo, época em que as temperaturas sdo mais

elevadas (Figura 3.3 B).
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Figura 3.3. Aspectos climéaticos e comportamento de C. vernum em quatro populagdes

naturais ao

longo de um ano de avaliagdo. a) médias térmicas mensais; b)

estimativas de precipitacfes pluviais; ¢) média de nimero de pseudobulbos; d)
médias de namero de folhas; e) média de altura de pseudobulbos, f) média de
namero de brotos, g) média de altura de brotos.

3.3.3 Aspectos Fenoldgicos
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Em setembro as plantas comegaram a emitir novas brotagdes que deram origem a
novos pseudobulbos (Figura 3.3 f). Foram considerados brotos, os pseudobulbos jovens, do
momento da sua emissdo até a abscisdo da Gltima folha. As plantas emitiram folhas até o
final do més de novembro e permaneceram com elas até o0 més de abril. Em maio, perderam
suas folhas quando seus pseudobulbos ja estavam bem desenvolvidos (Figura 3.3 E). Em
relacdo ao nimero de pseudobulbos, esse numero foi reduzido no periodo chuvoso, que
coincidiu com o surgimento de novos brotos, devido a translocacdo de nutrientes dos
pseudobulbos mais velhos para os mais jovens. Entre janeiro e abril o ndmero de
pseudobulbos foi diminuido em trés das populac¢des estudadas (Figura 3.3 C) comparando-
se com a figura 3.3 D, onde observou-se um aumento no numero de brotagcGes. No mesmo
periodo, observou-se que a altura dos brotos aumentou até abril (Figura 3.3 G), momento
em que as folhas cairam (Figura 3.3 D) e a planta apresentou apenas pseudobulbos sem
folhas.

Plantas floridas foram encontradas em setembro e outubro de 2007, logo apés a
ocorréncia de queimada acidental na Reserva Bioldgica (Figura 3.4). No mesmo periodo em

2008 as plantas ndo emitiram flores e também ndo houve queimada na area, 0 que sugere

que o fogo é um fator importante para a floracdo desta espécie.

Figura 3.4. Vista da reserva ecoldgica apds a passagem do fogo (A). C. vernum em habitat
natural com flores apds a passagem do fogo (B) (Foto — Fabio José
Gongalves).

Entre os efeitos adversos de queimadas no Cerrado para a flora lenhosa, ja foram
constatados a diminuicdo da densidade arbérea, além da diminuicdo da diversidade de

espécies (Sambuichi, 1991). Medeiros (2002) verificou elevadas taxas de mortalidade em
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Campo Sujo e Cerrado sensu stricto ap6s as queimadas. Em Cerraddo, o fogo pode
eliminar muitos individuos, tornando este tipo de formacdo mais rala em termos de
elementos lenhosos (Souza & Soares, 1983). Também ja foram verificados impactos
negativos sobre a reproducdo sexual de plantas nativas através da destruicdo de estruturas
reprodutivas (Hoffmann, 1998). Porém, segundo Coutinho (1990), a maioria das espécies
lenhosas do Cerrado apresenta rebrotagdes nos caules depois da ocorréncia das queimadas

e muitas rebrotam a partir das raizes ou da parte basal de seus troncos.

A importancia do fogo no desenvolvimento de orquideas terrestres tem sido
objeto de estudo de muitos pesquisadores no mundo. De acordo com Schelpe (1970) em
trabalho realizado na Africa do Sul, orquideas permaneceram ilesas ap6s incéndios
naturais, e, algumas espécies floresceram com mais intensidade apds a passagem do fogo,
enquanto outras apenas floresceram se previamente queimadas. Segundo Stoutamire
(1974), o fogo também induz a floracdo de algumas espécies de orquideas na Australia. O
fendmeno é conhecido ndo apenas em relacdo as orquideas, mas também em um grande
nimero de espécies de plantas carnivoras, como Darlingtonia, Dionaea, Drosera e
Sarracenia, bem como para espécies de outras familias. Segundo Kricher (1989), o fogo €
essencial, porque fertiliza o solo pobre de regides como o Cerrado, liberando os nutrientes
da cobertura vegetal que as plantas necessitam para florescer. Trabalho realizado por
Huggins (1991) indicou que espécies de Cyrtopodium sdo encontradas apenas em areas que
sofrem incéndios espontaneos e explica essa situacdo com o fato do fogo queimar a
vegetacdo dominante formada por gramineas que cresce ao redor dessas espécies,
sufocando-as e impedindo que floresgcam. Oliveira et al. (1996) observaram 44 espécies de
orquideas terrestres florescendo depois de queimadas em éareas de Cerrado no Distrito
Federal, com algumas florescendo em até duas semanas ap6s a passagem do fogo.

Outra espécie de orquidea foi encontrada florida na Reserva Bioldgica apos a
passagem do fogo. Trata-se de um Cyrtopodium gonzalezii (Figura 3.5), orquidea de
pseudobulbos subterraneos que dificilmente seria encontrada no local onde vegetam, uma
vez que o estrato herbaceo é composto principalmente por gramineas. Outras espécies de
plantas foram encontradas com flor na regido logo apdés a queimada, Calea microphylla,
Camarea ericoides, Trimezia juncifolia, Mandevilla ullustris, Ipomoea procumbens,
Anemopaegma arvense (Vell.) Stellf. ex de Souza. Este fato pode ser um indicativo de que
a presenca do fogo no Cerrado seja um fator importante para o florescimento de algumas

espécies e, consequientemente, na sua reproducdo. Contudo, sdo necessarios estudos mais
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aprofundados no que diz respeito a acdo do fogo para estas plantas. Com relacédo a floracado
de C. vernum, o trabalho de observagdo de suas fases fenoldgicas continua. Apenas o
acumulo de dados a longo prazo podera revelar a real importancia do fogo para a inducao

do seu florescimento.

Figura 3.5. Cyrtopodium gonzalezii em habitat natural (A), detalhe da flor (B) (Foto —
Fabio José Goncalves).

3.4 CONCLUSOES

e Cyrtopodium vernum possui hébito terrestre e vegeta a pleno sol em solos arenosos,
acidos, com altas concentracdes de aluminio e baixa retencdo de dgua e nutrientes.

e Os pseudobulbos se desenvolvem durante a época chuvosa, entre 0s meses de
novembro e abril, quando também ha a formacéo de folhas.

e C. vernum floresce no inicio do periodo chuvoso, a partir do més de setembro e
pode ter a ocorréncia do fogo como importante fator para inducdo de seu

florescimento.
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4 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE FUNGOS MICORRIZICOS
EM Cyrtopodium vernum Rchb. f. & Warm e Cyrtopodium eugenii Rchb. f.

RESUMO

Pelo menos 80% das plantas vasculares formam associa¢fes mutualisticas
entre a parte radicular e determinados tipos de fungos, denominadas micorrizas. A
presenca de micorrizas aumenta a absor¢do de &gua e nutrientes do solo pela planta. Na
natureza, as orquideas também apresentam associacdo simbidtica com fungos micorrizicos.
Além de proporcionarem melhor desenvolvimento das plantas, os fungos micorrizicos séo
essenciais para 0 processo de germinacdo em orquideas. Por apresentarem sementes muito
pequenas, com pouca reserva nutricional, essas devem ser colonizadas pelo fungo
simbionte, para que ocorra a germinacdo. Além disso, orquideas cultivadas por meio do
cultivo assimbidtico, apresentam uma taxa de sobrevivéncia relativamente baixa, quando
transferidas para seu habitat natural, justificando estudos sobre a germina¢do simbiética de
sementes. Em agosto de 2008 foram coletadas raizes de duas espécies de orquideas,
Cyrtopodium vernum e Cyrtopodium eugenii localizadas na Reserva Bioldgica Prof. José
Angelo Rizzo, um remanescente florestal de 500 ha do bioma Cerrado na Serra Dourada,
municipio de Mossamedes, GO. A vegetacdo predominante na area em estudo € do tipo
Campo Rupestre, onde estas espécies foram encontradas crescendo em solos secos, acidos
e com baixa fertilidade. A partir destas raizes, foram isoladas 18 coldnias de fungos sendo
que apenas uma coldnia apresentava as caracteristicas determinantes para um fungo
micorrizico. Esta col6nia foi identificada como pertencente ao género Epulorhiza, um
basidiomiceto encontrado com freqiiéncia em associacdo com orquideas terrestres e
rupicolas. Também foram feitos cortes histologicos das raizes que permitiram verificar a
presenca de massas de hifas do fungo, denominadas pelotons, dentro das células do cortex

das raizes e o padrao de colonizacdo do fungo nos tecidos radiculares.

Palavras-chave: micorriza, Cerrado, orquidea, Epulorhiza



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MYCORRHIZAE FUNGI
OF TWO SPECIES OF TERRESTRIAL ORCHIDS Cyrtopodium vernum
Rchb. f. & Warm and Cyrtopodium eugenii Rchb. f.

At least 80% of the vascular plants form mutualistic associations between the
roots and definitive fungi species. Such associations are called mycorrhiza. The presence
of mycorrhizas increases the nutrients and water absorption of the ground for the plant. In
the nature, the orchids also present simbiotic association with mycorrhizae fungi. Beyond
providing better development, mycorrhizae fungi are essential for the orchids germination
process. By presenting very small seeds, without reserve of nutrients, orchids seeds must
be colonized by simbiotic fungi, so that the germination occurs. Moreover, orchids
cultivated by means of the assymbiotic culture, without the mycorrhizae fungi, present a
survival plant tax relatively low, when transferred to its natural habitat, justifying studies
on the symbiotic germination of seeds. In August of 2008, during the dry season, roots of
two species of orchids of the Cyrtopodium genera had been collected at the Biological
Reserve Prof. Jose Angelo Rizzo, a forest remainder of 500 ha of bioma Cerrado, located
in the Serra Dourada, city of Mossamedes-GO. The predominant vegetation in the area in
study is of is of the type Cerrado Rupestre, where species C. eugenii and C. vernum had
been found growing in dry ground, acid and with low fertility. From these roots, 18
colonies of fungi had been isolated being that only one colony presented the determinative
characteristics for one mycorrhizae fungi. This colony was identified as pertaining to the
Epulorhiza genera, one basidiomycete frequently found in association with terrestrial and
lithophyte orchids. Histologic cuts of the roots had been made that had allowed to verify
the presence of masses of hyphae, called pelotons, inside of the cells of the root cortex and

the colonization process of mycorrhizae fungi in root tissues.

Key words: mycorrhiza, Cerrado, orchids, Epulorhiza



4.1 INTRODUCAO

As tentativas de multiplicacdo de mudas de orquideas em larga escala através
da cultura de tecidos tiveram inicio no comeco do século XX; todavia, a maioria dos
métodos e meios de cultura relatados estabelece o cultivo assimbidtico das sementes in
vitro. Segundo Arditti et al. (1990), a germinacdo de sementes de orquideas em um meio
de cultura asséptico, ja vem sendo realizada por floricultores, seguindo procedimentos
inicialmente desenvolvidos por Lewis Knudson na década de 1920. Porém, plantulas
cultivadas por estes métodos apresentam uma taxa de sobrevivéncia relativamente baixa,
quando transferidas para seu habitat natural, em programas de reintroducdo de espécies no
campo (Clements et al., 1986), justificando trabalhos com germinacdo simbidtica de
sementes.

Segundo Raven (2001), pelo menos 80% das plantas vasculares formam
associagcdes mutualisticas de suas raizes com fungos, denominadas micorrizas. Os
principais grupos de micorrizas sdo as ectomicorrizas, as quais circulam as células da raiz
e, as endomicorrizas, que penetram as células da raiz. Nas orquideas, esses fungos
fornecem ao hospedeiro o carbono, advindo do consumo de glicose pelos fungos, como
suprimento.

Segundo Clements (1998) desde 1889 ha registros na natureza de associagdo
simbiodtica de orquideas com fungos micorrizicos, 0s quais sdo principalmente
Basidiomycetes, com mais de 100 espécies envolvidas.. Por apresentarem sementes muito
pequenas, com pouca reserva nutricional, estas devem ser colonizadas pelo fungo
simbionte, para que ocorra a germinacdo na natureza (Rasmussen, 1995; Peterson et al.,
1998; Pereira et al., 2003).

Apo6s a colonizacdo, ocorre a formacdo de uma estrutura intracelular
denominada peloton, que é uma massa de hifas do fungo dentro das células da semente. Os
produtos advindos da digestdo enzimatica desta estrutura sao utilizados pelo embrido para
0 rompimento do tegumento da semente e, a partir dai, para o surgimento de uma estrutura
tuberiforme, geralmente clorofilada, denominada protocormo (Kraus et al., 2006). O
protocormo € totalmente dependente de um fungo simbionte para se desenvolver até
tornar-se plantula autotrofica, sendo esta atividade denominada micotrofismo (Pereira et
al., 2003). O micotrofismo, ndo é exclusivo da familia Orchidaceae, sendo também

relatado em outras familias de Magnoliopsidas e Liliopsidas (Taylor et al., 2002).
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A simbiose micorrizica em Orchidaceae tem muito a revelar para a ciéncia,
quando comparada a outros aspectos fundamentais da biologia dessas plantas, a exemplo
da sua taxonomia (Rasmunssen, 1995). Registros que descrevem os fungos endofiticos de
orquideas do Novo Mundo sdo raros, particularmente para tdxons epifitos ou rupicolas
(Richardson et al., 1993; Richardson & Currah, 1995; Pereira et al., 2003).

Segundo Otero et al. (2004), citados por Linhares (2006), a taxonomia de
fungos micorrizicos de orquideas € dificultada ndo sé pela caracteristica de ndo produzir
conidios na fase assexuada, mas também pela rara observacdo da fase sexuada em campo.
Sendo assim, torna-se importante o conhecimento desses fungos associados ao sistema
radicular de espécies terrestres, como é o caso de Cyrtopodium eugenii e Cyrtopodium
vernum, tanto para seu uso em programas de propagacdo simbiodtica, como para a
conservacao, manejo e reintroducdo de orquideas ou outras espécies que se desenvolvem
associadas a fungos. Uma das alternativas para propagacdo de orquideas é por meio da
multiplicag&o in vitro, utilizando germinacéo simbiotica com fungos micorrizicos isolados
das raizes de plantas adultas (Warcup, 1981).

Estudar e explorar o processo de simbiose entre fungos micorrizicos e as
espécies de orquideas possibilita o inicio do esclarecimento das etapas que envolvem esta
relacdo, além da utilizacdo deste processo no cultivo comercial de orquideas. O objetivo
deste trabalho foi isolar e identificar fungos micorrizicos associados a raizes de duas
espécies de orquideas terrestres, C. vernum e C. eugenii, visando o melhor

desenvolvimento de protocormos na propagacao in vitro destas espécies.

4.2 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, no Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Goiés, em
Goiania, GO e no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijdo localizada em
Santo Antbnio de Goias, GO. O material vegetal utilizado foi coletado na Reserva
Biolégica Prof. José Angelo Rizzo, localizada na Serra Dourada, municipio de
Mossamedes, GO (S 16 04 36.4, W 50 11 16.9, 1006 m de altitude).

4.2.1 - Isolamento de fungos
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Foi utilizado o protocolo descrito por Pereira et al. (2003) para o isolamento
dos fungos. Cinco raizes de C. eugenii e outras cinco raizes de C. vernum foram lavadas
em agua corrente por 10 min, cortadas em fragmentos de 2cm a 3 cm de comprimento e
desinfestadas superficialmente, por imersdo em etanol 70% (70 mL etanol + 30 mL de
agua destilada) durante 1 min., e 5 min. em solucdo de hipoclorito de sédio comercial 2%
diluido numa proporcdo de 1:10, seguindo-se de cinco lavagens sucessivas em agua
destilada esterilizada. O velame foi retirado com bisturi estéril e as raizes foram maceradas
em almofariz de porcelana, previamente autoclavado. O macerado foi espalhado
superficialmente em placa de Petri contendo 10 mL de meio batata-dextrose-agar (BDA)
para promover o crescimento de micélios fungicos (Nogueira et al. 2005). As placas foram
incubadas por 3 dias a 28° C e observadas diariamente sob microscopio Optico para o
isolamento do micélio crescido a partir do peloton. Espécies fungicas que cresceram no
meio de cultura BDA foram isoladas e transferidas para meio de cultura Melin-Norkran's
modificado (MNM - Marx, 1969).

4.2.2 Caracterizacdo morfologica do isolado micorrizico

Para a cacterizagdo das col6nias micorrizicas, observou-se o crescimento de
cada isolamento em meio BDA, a 25°C, descrevendo-se a coloracdo, o aspecto micelial da
colonia, a presenga do micélio aéreo e presenca de borda. Também mediu-se o didmetro
das hifas vegetativas.

Para estimar a taxa diéria de crescimento das col6nias em meio FA (Fuba-agar)
e BDA, discos de micélio de 9 mm de didametro foram retirados das bordas das coldnias
dos isolados, previamente mantidos em meio BDA, e transferidos para o centro de placas
contendo 20 mL dos respectivos meios. As placas foram mantidas incubadas a 25°C + 2°C,
por sete dias. O didmetro da col6nia nos dois meios foi medido diariamente, durante oito

dias, sendo que para cada meio foram feitas cinco repeticoes.

4.2.3 Cortes histologicos

Os pelotons foram identificados no tecido vegetal através de cortes histoldgicos
transversais e longitudinais das raizes de C. eugenii e C. vernum. Inicialmente, as raizes

foram fixadas em FAAs, (formaldeido, acido acético glacial e etanol 50 % 5:5:90 v/v), por
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dois dias e, em seguida, transferidas para alcool 70%. Os cortes foram feitos a mao livre e
colocados em solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCI) 2% por, aproximadamente, 5 min.,
para clarear. Posteriormente, os cortes foram lavados por oito vezes consecutivas em agua
destilada, corados com safranina 1% por dois minutos, azul de Astra 0,3% por trinta
segundos, e enxaguados uma vez em agua destilada. A seguir, o material foi desidratado
em série alcodlica, que continha concentragfes de 30%, 70%, 90%, 95% e 100% de alcool,
3:1, 1:1, 1:3 de alcool-xilol e xilol puro, pela imersdo, durante 10 min., em cada uma das
solucbes. O material foi montado entre lamina e laminula com uma a duas gotas de verniz

e observado em microscopio otico.

4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 18 coldnias de fungos obtidas do macerado das raizes de C. eugenii e
C. vernum e crescidos em meio BDA, oito foram isoladas de C. eugenii e dez foram
isoladas de C. vernum. Como o0 objetivo era a procura por fungos micorrizicos, a selecdo
destas col6nias ocorreu baseando-se nas caracteristicas morfologicas para este tipo de
fungo descritas por Currah (1986), Moore (1987), Currah et al. (1987; 1989; 1997), Zelmer
& Currah (1995) e Linhares (2006). Apenas um unico isolado destacou-se como a espécie
fangica que mais se aproximou destas descri¢cdes. Assim, esta coldnia foi selecionada e
mantida em placas de Petri contendo 10 mL de meio BDA para, posteriormente, ser
utilizada nos testes de germinacao simbiética. As demais coldnias foram armazenadas em
meio BDA a 4° C, para futuros trabalhos de identificacao.

As colbnias das micorrizas associadas as raizes de C. eugenii e C. vernum
apresentaram hifas sem constricdo no ponto de ramificacdo, micélio vegetativo consistido
de hifas septadas, com algumas ramificacées em angulo reto, auséncia de grampo de
conexdo e presenca de formacdo de células monilidides (Figura 4.1). Todos os micélios
analisados apresentaram coloracdo castanha, tornando-se acinzentada em poucos dias,
colbnia grumosa e escassa (Figura 4.2).

A taxa média de crescimento diario das col6nias foi mais lenta em meio FA, de
1,3 cm/ dia, comparando com o crescimento no meio BDA, onde a taxa foi de 1,8 cm/ dia.

Tais caracteristicas demonstram que a micorriza associada as raizes de C.
eugenii e C. vernum pertencem ao género Epulorhiza, confirmando as observac6es de que

uma maior freqiiéncia deste género € constatada em espécies terrestres e rupicolas (Currah
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& Zelmer, 1992) e, juntamente com o género Ceratorhiza, sdo 0s mais comumente

associados a orquideas nativas dos tropicos (Richardson, 1993; Pereira et al., 2005).

Figura 4.1. Col6nia da micorrizica (400x) isolada da raiz de C. vernum; as setas indicam
células monilidides no micélio (Foto — Fabio Jose Gongalves).

Figura 4.2. Micélio de micorriza isolado de raiz de Cyrtopodium vernum (A), e isolado da
raiz de C. eugenii (B) cultivadas em meio de cultura BDA (Foto — Fabio José
Goncalves).

Observou-se a presenca de pelotons tanto nos cortes transversais (Figura 4.3
A), como nos longitudinais (Figura 4.3 B), no interior das células do cortex, tanto nas
raizes de C. eugenii, quanto nas de C. vernum, revelando que a micorriza associada a estas
espécies constituem uma endomicorriza. Também puderam ser observados cristais de
oxalato de calcio do tipo rafides (Figura 4.4 A) e células lignificadas no paréngquima
cortical, nos cortes histolégicos (Figura 4.4 B). A presenca de rafides nas células do
parénquima cortical da raiz € um fato curioso verificado nestas plantas, uma vez que essas

estruturas s&o comuns em células de folhas, pois tém como fungéo evitar o herbivorismo.
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Estas estruturas podem ser confundidas com fungos micorrizicos, se a observacdo
microscopica ndo for atenciosa e detalhista. Quanto a presenga de células lignificadas no
parénquima, esta caracteristica pode ser considerada para a descricdo anatbmica das

espécies, evitando possiveis divergéncias taxondmicas.

Figura 4.3. (A) Pelotons (setas) no interior das células corticais de raiz de C. vernum em corte
transversal e (B) e C. eugenii em corte longitudinal (400x) (Foto — Fabio José
Gongalves).

s B ? A
- a5 -
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Figura 4.4. (A) Corte longitudinal de raiz de C. vernum (400x), (B) corte transversal de raiz
de C. vernum (100x), as setas indicam, respectivamente, a presenca de rafides e

ceélulas lignificadas no parénquima cortical das raizes (Foto — Fabio José
Gongalves).

O cértex da raiz mostrou-se colonizado, embora na maior parte dos cortes
analisados, os pelotons ndo se apresentaram bem distribuidos, sendo observados pontos de
colonizagdo em um mesmo fragmento radicular (Figura 4.5). O estadio de degradacgdo dos

pelotons tem inicio com a sua deformac&o, seguida de uma reducdo do seu volume e com a



58

consequente formacdo de uma massa, na qual ndo é mais possivel distinguir as hifas, mas
que permanece no interior das células (Figura 4.6). No entanto, de acordo com Uetake
(1997) e Rasmussen & Whigam (2002), essa massa de hifas remanescentes pode servir
como ino6culo para futuras reinfeccbes, pois os pelotons, mesmo depois da degradacédo e
reducdo do tamanho, permanecem conectados (Figura 4.7).

Figura 4.5. Corte radicular transversal, o circulo indica ponto de colonizagdo de
pelotons, do lado esquerdo superior (50x) (Foto — Fabio José
Gongalves).

Figura 4.6. Corte longitudinal de raiz de C. vernum. As setas indicam pelotons degradados no
interior das células corticais de raizes (Foto — Fabio José Goncalves).
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Figura 4.7. Pelotons, em degradacdo conectados entre si. As setas indicam as hifas
conectivas entre um peloton e outro (Foto — Fabio José Gongalves).

Um maior nimero de pelotons degradados foi observado quando comparado
com o nimero de pelotons intactos. De acordo com Linhares (2006), raizes mais velhas
podem apresentar maior quantidade de pelotons degradados, intensidade micotrofica mais
intensa no periodo da seca e maior frequéncia de colonizacdo e atividade micotrofica em
espécies crescidas diretamente sobre rochas. Estas afirmacdes condizem com o fato de ter
sido encontrada grande quantidade de pelotons degradados nas células corticais das raizes
de C. eugenii e C. vernum. Isto porque o material utilizado para a montagem das laminas
foi coletado no més de agosto, periodo de seca no Cerrado, a partir de plantas adultas
crescidas diretamente sobre neosolos litoliticos, caracteristicos da Reserva Biologica da
Serra Dourada. Dessa forma, o padrdo de colonizacéo verificado nas raizes de C. eugenii e

C. vernum difere do mais comumente observado nos cortes de raizes de orquideas
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terrestres de clima temperado a quais, normalmente, revelam sincronismo de pelotons
degradados e intactos no interior das células corticais (Zelmer et al., 1996).

A confirmacéo da presenca de micorrizas em orquideas terrestres encontradas
em Cerrado Rupestre é uma informacdo importante para o melhor entendimento tanto deste
tipo de associacdo simbiotica, quanto para o desenvolvimento de estratégias de propagagéo
e conservacdo destas espécies. Outro campo que se abre para novos estudos é a
especificidade desta relacdo fungo-planta. E dificil avaliar quantas espécies de fungos e
novos padrfes de associacdo podem surgir a partir de analises de raizes de outras espécies
de orquideas, ndo so terrestres, mas também rupicolas, saxicolas e epifitas, que crescem em

um ambiente tdo diverso e pouco pesquisado como o Cerrado.

4.4 — CONCLUSOES

e Raizes das espécies Cyrtopodium eugenii e Cyrtopodium vernum apresentam
associacfes com fungos micorrizicos.
e O fungo micorrizico identificado em ambas as espécies pertence ao género

Epulorhiza.
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5 GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE Cyrtopodium vernum
Rchb.f. & Warm (ORCHIDACEAE)

RESUMO

Embora cada céapsula (o fruto da orquidea) possa conter milhares de sementes,
apenas pequena parte germina na natureza. Como as sementes ndo possuem nenhum tipo
de tecido de reserva, dependem da associacdo simbio6tica com fungos micorrizicos que
normalmente vivem associados as plantas adultas. Técnicas de cultura de tecidos in vitro
tém auxiliado nas tentativas de propagacdo e preservacdo de inUmeras espécies de
orquideas. Nestas técnicas sdo fornecidos os nutrientes e as condi¢des de pH, luminosidade
e temperatura adequados para que as sementes germinem sem necessidade da associagao
micorrizica. Porém, plantas originadas a partir deste cultivo assimbiotico in vitro tem
apresentado baixa sobrevivéncia quando o objetivo é a reintroducdo da espécie em seu
habitat natural. Assim, também se faz necessaria a pesquisa com o cultivo simbidtico in
vitro. O presente trabalho teve como objetivos obter protocolos para a germinacgéo in vitro
de Cyrtopodium vernum de forma simbiética e de forma assimbidtica. O material vegetal
obtido foi proveniente da Reserva Bioldgica Prof. José Angelo Rizzo, localizada na Serra
Dourada, municipio de Mossamedes — GO. Capsulas em fase de maturacdo e sem sinais de
contaminantes foram previamente desinfestadas antes de se iniciar a semadura. Para o
cultivo simbiotico, os resultados obtidos 120 dias apdés a inoculagdo ndo foram
satisfatérios, uma vez que ndo foi verificada presenca de protocormos. No cultivo
assimbiotico observou-se o surgimento de protocormos no meio %2 MS 35 dias ap6s a
inoculacdo. Apds 60 dias, todos os tratamentos j& apresentavam a formacdo de
protocormos. O meio %2 MS revelou-se superior aos demais no tempo e taxa de germinacgao
e no desenvolvimento de protocormos. Porém, em nenhum dos trés meios testados ocorreu
a formacdo de novas plantulas indicando a necessidade de aperfeicoar a inducdo da

organogeénese de protocormos de C. vernum.

Palavras-chave: cultura de tecidos, germinacao, orquidea.



ABSTRACT

IN VITRO SEED GERMINATION OF Cyrtopodium vernum Rchb. f. &
Warm (ORCHIDACEAE: CYRTOPODIINAE).

Although each capsule (as the orchid fruit is called) can contain thousands of seeds, only
small part germinates in the nature. As the seeds do not possess nutrient reserve, they
depend on the simbiotic association with mycorrhizae fungi that normally associates to the
adult plants live. Tissue culture techniques have assisted in the attempts of propagation and
preservation of innumerable orchids species. In these techniques nutrients are supplied and
the adequate conditions of pH, luminosity and temperature so that the seeds germinate
without necessity of the mycorrhizae association. However, plants originated from this
assymbiotic in vitro culture has low survival when the objective is the species
reintroduction in its natural habitat. Thus, it makes necessary the research with the
symbiotic in vitro culture. The present study had, therefore as objective to get protocols for
the in vitro germination of C. vernum of symbiotic form and assymbiotic in vitro culture.
Capsules of C. vernum had been collected at the Biological Reserve Prof. Jose Angelo
Rizzo, a forest remainder of 500 ha of bioma Cerrado, located in the Serra Dourada, city of
Mossamedes-GO. Capsules in phase of maturation and without signals of contaminantes,
previously had been disinfested before if initiating the sow of seeds. For the symbiotic
culture, the gotten results after 120 days the inoculation had not been satisfactory, because
was not verified the presence of protocorms. New tests with different methodologies and
other fungi isolated will have to be carried through. In the assymbiotic culture the
sprouting of protocorms in the %2 MS media was observed 35 days after the inoculation.
After 60 days, all the treatments already presented the formation of protocorms. The Y2 MS
media showed superior in the time and the tax of germination and in the development of
protocorms. However, in none of the three treatments the formation of seedlings occurred

indicating the necessity to test the induction of organogenesis of these protocorms.

Keywords: tissue culture, germination, orchid.



5.1 INTRODUCAO

A propagagdo in vitro tem sido utilizada como um meio rdpido de propagacéo
vegetativa de plantas ornamentais, permitindo a obtengdo de um grande nimero de clones em
qualquer época do ano. O sucesso desta técnica ndo s6 depende dos fatores inerentes ao tecido
vegetal (genéticos e fisioldgicos), mas também das condicGes térmicas e luminosas em que a
cultura é mantida, e do meio de cultura apropriado, que permite a inducdo, a multiplicacdo e o
crescimento de novas plantas (Nagao et al., 1994). A técnica consiste na separacdo de algumas
células de tecido vegetal, fazendo com que elas se reproduzam, formando uma nova planta.
Baseia-se no principio da chamada totipoténcia celular, que é a capacidade de uma Unica
célula vegetal se multiplicar e gerar uma nova planta (Damido Filho, 2006). Segundo
Milaneze (1997), com os trabalhos de Lewis Knudson nas décadas de vinte a quarenta do
século XX, tornou-se possivel a germinacdo das sementes e o desenvolvimento de
plantulas de orquideas in vitro assimbioticamente, na presenca de sais minerais e
carboidratos soliveis em meio de cultura solidificado com &gar. A partir de entdo, o
comércio de plantulas de orquideas produzidas em laboratério aumentou
significativamente.. A micropropagacao ou propagacao in vitro tem sido utilizada no Brasil
ha& pouco mais de 25 anos, para aumentar principalmente a producado de mudas, reduzindo
seu custo e contribuindo para aliviar as pressdes sobre as espécies nativas salvando muitas
orquideas da extingdo (Stancato et al., 2001).

A propagacdo de orquideas pode ser tanto vegetativa, quanto por meio de
sementes (Paula & Silva, 2004); estas, embora produzidas em grande quantidade, apenas
germinam na natureza se houver associacdo simbidtica com fungos micorrizicos, pois nao
possuem endosperma funcional (Pereira et al.,, 2003). Para que haja germinacdo, €
necessario que as sementes entrem em contato com fungos micorrizicos, que normalmente
vivem associados as plantas adultas (Paula & Silva, 2004), ou que estejam em meio de
cultura adequado, em laboratorio. Na germinacdo simbidtica, inicialmente, as hifas
penetram por poros localizados nas extremidades das sementes, infectando as células
suspensoras. Posteriormente, penetram pela parede celular das células do cortex,
adjacentes as células suspensoras, ramificando-se entre a parede celular e a membrana
citoplasmatica. Apos a ramificacdo, as hifas enovelam-se, dando origem aos pelotons,
estruturas que caracterizam a associacdo micorrizica orquidoide. Formados os pelotons, o

embrido desenvolve-se por meio dos produtos advindos da digestdo enzimatica do fungo,
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dando origem aos protocormos (Pereira et al., 2004). Segundo Zetller (1997), citado por
Pereira et al. (2004), poucos trabalhos sobre germinacdo de orquideas com fungos
micorrizicos sdo realizados em espécies terrestres. Além do isolamento do hospedeiro
natural, estes fungos micorrizicos em cultura pura sdao empregados no cultivo simbidtico da
espécie de interesse, visando estudos de especificidade e selecdo de isolados que
promovam melhor desenvolvimento dos protocormos (Stweart & Zetller, 2002).

O objetivo deste trabalho foi selecionar meios de cultura adequados para a
germinacdo e o desenvolvimento de plantulas de Cyrtopodium vernum in vitro, durante a
fase de micropropagacdo em cultivo assimbiotico, e testar a especificidade micorriza-

planta em cultivo simbidtico.

5.2 MATERIAL E METODOS

Cépsulas de C. vernum em fase de pré-maturagdo, sem rachaduras e sintomas
da presenca de contaminantes, foram coletadas em areas de Cerrado Rupestre da Reserva
Biolégica Prof. José Angelo Rizzo, localizada na Serra Dourada, municipio de
Mossamedes, GO (S 16 04 36.4, W 50 11 16.9, 1006 m de altitude). As capsulas foram
levadas para o Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Goids para a semeadura in vitro. Para a
desinfestacéo, as capsulas foram lavadas em agua corrente e imersas em solucdo de alcool
70% durante 1 minuto; posteriormente transferidas para solucdo de hipoclorito de sodio
comercial a 10% durante 15 minutos. Em seguida, as capsulas passaram por um enxague

em agua destilada autoclavada.
5.2.1 Cultivo assimbidtico

Os meios de cultura utilizados foram MS (Murashige & Skoog, 1962); %> MS
(com metade da concentragdo de macronutrientes) e KC (Knudson, 1922). O pH dos meios
foram ajustados para 5,8 e distribuidos 30 mL do meio em cada frasco com capacidade de
120 mL, em seguida, foram autoclavados a temperatura de 120°C por 20 minutos. Com um
bisturi estéril, as capsulas de foram abertas e as sementes semeadas uniformemente nos
meios de cultura. Apé6s a semeadura, os frascos foram mantidos em sala de crescimento
sob condicdes de 16 horas de luz diaria, intensidade luminosa de 35 pEinstein m2 st e

temperatura de 25°C = 2°C. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
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com trés tratamentos e 12 repeti¢cdes. Foram realizadas avaliacGes a cada 30 dias para a
germinacdo e desenvolvimento dos protocormos. Aos diferentes estagios de
desenvolvimento dos protocormos, foram atribuidas notas de 0 a 6, observando-se as
seguintes caracteristicas: 0 = ndo ocorreu germinacdo; 1 = embrido bem desenvolvido
dentro do envoltério; 2 = aparecimento dos protocormos; 3 = protocormos bem
desenvolvidos; 4 = inicio da formacdo da primeira folha; 5 = primeira folha bem
desenvolvida e; 6 = inicio da formacdo da segunda folha. Os dados referentes ao nimero
de protocormos obtidos por frasco e por meio foram transformados em raiz quadrada de
(x+0,5), submetidos & andlise de varidncia e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5 % de significancia.

5.2.2 Cultivo simbidtico

Com o auxilio de um bisturi estéril, as capsulas de C. vernum, previamente
desinfestadas, foram seccionadas longitudinalmente e, cerca de cem sementes foram
distribuidas em papel filtro de 2,3 cm de didmetro, previamente autoclavado, dentro de
uma placa de Petri contendo 20 mL de meio agar-aveia (AA) modificado (Dixon, 1987).

Em uma das extremidades da placa de Petri foi colocado o papel filtro e sobre
esse foram distribuidas as sementes; na outra extremidade foi inoculado um disco de 9 mm
de meio BDA contendo o micélio fangico do isolado micorrizico pertencente ao género
Epulorhiza, previamente isolado de raizes de C. vernum, retirado das bordas das colonias
resultantes do crescimento dos isolados (Figura 5.1).

As placas, 12 no total, foram seladas com filme PVC e incubadas a 25°C +
2°C, no escuro, por duas semanas e, em seguida a 16 horas de luz, intensidade luminosa de

35 pEinstein m? s*

e mantidas sob a mesma temperatura média. A cada 30 dias, as
sementes induzidas & germinacdo simbidtica sobre os discos de papel foram transferidas
para lamina de vidro, encobertas com laminula e observadas ao microscopio 6Otico para
classificacdo do estddio de desenvolvimento e para determinacdo da porcentagem de
sementes germinadas. Aos diferentes estddios de desenvolvimento das sementes foram

atribuidas notas de 0 a 5, como mostra a Tabela 5.1.
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Figura 5.1. Cultivo simbidtico in vitro de sementes de C. vernum. As setas indicam, (A)
disco com isolado fangico, (B) Meio de cultura em placa de Petri, (C) papel
Watman n° 3, (D) sementes de Cyrtopodium (Foto — Fabio José Gongalves).

Tabela 5.1. Notas atribuidas aos estadios de desenvolvimento de sementes de C. vernum
cultivadas simbioticamente in vitro.
Estagio Descricao
N&o ocorreu germinagéo
Embrido intumescido dentro da semente
Inicio do rompimento do tegumento
Estabelecimento dos protocormos
Formacéo dos primérdios foliares
Protocomos com 0,5 cm de diametro

O, wWNPEFEO

Fonte: Zettler & Hofer (1998), adaptada.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Cultivo assimbiético

Dos frascos semeados com as sementes de C. vernum, seis apresentaram
oxidacdo deixando o meio de cultura escurecido. A germinacdo ocorreu 35 dias apds a
semeadura e, mesmo nos frascos onde as sementes oxidaram houve germinagéo (Figura

5.2). Os resultados de percentual de germinagéo estdo apresentados na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2. Porcentagem de germinacdo em diferentes estadios de desenvolvimento dos
protocormos de Cyrtopodium vernum, 60 dias apés inoculagdo das sementes
em trés meios de cultura diferentes.

Meio de cultura Estadio de desenvolvimento
0 1 2 3 4 5 6
Porcentagem de sementes nestes estadios
MS 90 15 5 0 0 0 0
Y2 MS 10 10 60 20 0 0 0
KC 40 40 20 0 0 0 0
0 = ndo ocorreu germinacdo; 1 = embrido bem desenvolvido dentro do envoltério; 2 =
aparecimento dos protocormos; 3 = protocormos bem desenvolvidos; 4 = inicio da

formacéo da primeira folha; 5 = primeira folha bem desenvolvida e 6 = inicio da formacao
da segunda folha.

Figura 5.2. Protocormos de C. vernum desenvolvidos em meio de cultura 1-2 MS (com
metade da concentracdo de macronutrientes) asséptico, apoés 35 dias de
cultivo (Foto — Fabio José Gongalves).

Houve diferengas significativas entre os tratamentos. Aos 60 dias apos a
inoculacdo das sementes, 0 meio %2 MS foi mais eficiente na germinagdo das sementes de
C. vernum, seguido do meio KC. Em meio MS, a taxa de germinacdo foi baixa (Figura
5.3).

As sementes de C. vernum cultivadas em meio MS com metade da
concentracdo de macronutrientes, apresentaram percentual de germinagdo maior, quando
comparadas aos outros meio de cultura, ap6s 120 dias de cultivo. Apesar de haver
germinacao e de ocorrer um bom estabelecimento dos protocormos aos 120 dias de cultivo,
as plantulas nao se desenvolveram em nenhum dos meios testados, mesmo apds 60 dias da
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Gltima andlise estatistica realizada, indicando que outros meios de cultura ou meios de
cultura acrescidos de nutrientes ou fitorreguladores deverdo ser utilizados para o

enraizamento e desenvolvimento da parte aérea.

250,00

200,00

150,00

100,00 C

50,00

Meédia de germinagao

0,00

CV (%) 33F42,17 ™ 72 MS KC

Tratamentos

Figura 5.3. Médias de germinacdo de sementes de C. vernum em diferentes meios de
cultura, 60 dias ap6s semeadura. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
entre si de acordo com o teste de Tukey (5%).

Santos (2007) realizou trabalhos de germinacdo com sementes de Cattleya
bicolor. O meio de cultura utilizado foi o0 KC e as sementes foram tratadas em solugdes
com diferentes concentragdes de acido naftaleno acético (ANA) e acido giberelico (GA3).
As avaliagbes foram feitas sobre os percentuais de germinacdo de sementes, de
protocormos mortos e de protocormos com gemas. Segundo o autor, 0s tratamentos com
maior concentracdo de GA; (2 mg/L™* e 5 mg/L™) proporcionaram maior formacio de
gemas em comparagdo com o controle e tratamento com ANA. As sementes tratadas com
4cido giberélico na concentracdo de 1 mg/L™ apresentaram um desenvolvimento mais
acelerado do que as sementes do grupo controle, ao final de quatro meses de avaliacao.

Segundo Miyoshi & Mii (1995), o uso de reguladores quimicos como
tratamento pré-germinativo pode auxiliar no processo de germinacgéo e desenvolvimento de
protocormos. O acido naftaleno acético (ANA), Ethephon e 6-benzilaminopurina (BAP)
promovem aumento na pré-germinacgdo e formagdo de protocormos de Calanthe discolor.
Porém a adicdo de BAP no meio de cultura para germinacdo de sementes de orquideas tem
apresentado resultados contrastantes. Efeitos positivos, como a reducdo do tempo de

germinacdo de Encyclia phoenicea, foram observados por Pauw et al. (1995), em razéo da
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adicdo de BAP ao meio de Murashige & Skoog (1962). Entretanto, a adicdo de BAP a
diversos meios nutritivos resultou em efeitos deletérios para a germinacdo de sementes
imaturas de Cyrtopodium eugenii e Cyrtopodium cristatum (Caramaschi & Caldas, 1999).

Em geral, nas culturas in vitro, utilizam-se reguladores de crescimento vegetal
com funcgd@es auxinicas, como verificado por Barroso et al. (1990) e Miyoshi & Mii (1995).
Combinacdes de cinetina (KIN) e acido indolacético (AlA), descritas por Hadley e Harvais
(1968), permitem um bom desenvolvimento de orquideas; e além disso, que fatores
externos, como luz e temperatura, podem antecipar o estadio de desenvolvimento dessas
plantas.

Trabalho realizado por Aradjo (1999), com Cyrtopodium palmifrons e Cattleya
walkeriana, indica que os meios de cultura sem a adicdo de fitorreguladores podem ser
recomendados para as fases iniciais de desenvolvimento das duas espécies. Porém a
espécie C. walkeriana apresenta melhores percentuais de germinacdo em meio MS
acrescido de 5 mg L™ de cinetina e 30 mg L™ de AIA (4cido indolacético). Pasqual (2006)
apresenta resultados de germinacéo de sementes de C. walkeriana em meio de cultura KC
acrescido de polpa de banana nanica e carvao ativado. Segundo o autor, o acréscimo de 20
mL por frasco de meio de cultura liquido obtido com a mesma formulacdo de KC, porém
sem 4gar, polpa de banana nanica e carvao ativado, ao cultivo das sementes, 15 dias apds a
semeadura, promovem maior proliferacdo de brotos e massa seca total das plantulas.
Oliveira & Faria (2005), realizou estudos comparativos entre os meios MS, Knudson C,
Vacin & Went e meios a base de adubo NPK (10-5-5) na concentragdo de 3,0 g L e NPK
(10-30-20) na concentracdo de 3,0 g L™ Segundo os autores, as melhores médias de
comprimento da maior raiz foram obtidas em meio com NPK (10-5-5), para Catasetum
fimbriatum e Cyrtopodium paranaensis.

Sorace et al. (2008), estudando a germinacdo de sementes de Oncidium baueri
em meio de cultura MS e %2 MS, com diferentes concentragdes de sacarose, mostraram que
0 meio % MS acrescido de 40 gL™ de sacarose foi mais eficiente no desenvolvimento
vegetativo in vitro da espécie.

Embora o objetivo inicial tenha sido a obtencdo de protocolos de germinacéo
assimbiotica in vitro de baixo custo, os resultados demonstram que, para C. vernum, 0 uso
de fitorreguladores adicionados a0 meio seja passo necessario para que ocorra a
diferenciacdo e organogénese da parte aérea e de raizes a partir dos protocormos. Meios de
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cultura com pHs mais baixos também podem ser testados, uma vez que o pH dos solos

onde C. vernum ocorre apresentam valores entre 4,0 e 4,2,

5.3.2 Cultivo simbidtico

Em relagdo ao cultivo simbidtico, ndo houve contaminacao das sementes com o
fungo micorrizico. A porcentagem de germinacdo nos diferentes estaddios de
desenvolvimento, 120 dias ap6s a inoculagdo, assim como a porcentagem total de
germinacdo, podem ser observadas na Tabela 5.3, adaptada de Pereira et al. (2005).
Considerando que a germinacdo € iniciada a partir do 3° estadio de desenvolvimento das
sementes, quando ha o rompimento do tegumento, a germinacdo simbiotica ndo obteve
resultados satisfatérios pelo método utilizado. Esses resultados sugerem a falta de algum
estimulo nessa combinacdo fungo-planta, conforme foi evidenciado também em outros

trabalhos de germinacdo simbidtica (Zettler & Hofer, 1998; Pereira et al., 2005).

Tabela 5.3. Porcentagem de sementes nos seus diferentes estadios de desenvolvimento e
porcentagem total de germinacdo de sementes de C. vernum cultivadas
simbioticamente in vitro.

Estadio de desenvolvimento % de germinagdo
0 6
1 94
2 0
3 0
4 0
5 0
Total de germinacao 0

Pereira (2004), buscando estabelecer cultivo simbiotico entre Epulorhiza
epiphytica e Cyrtopodium cardiochillum, também obteve baixo desenvolvimento de
protocormos, com porcentagem de apenas 11 % de plantulas, 63 dias apos a semeadura.

A especificidade da associacdo micorrizica em orquideas ainda é fonte de
controvérsia na literatura, visto que enquanto alguns trabalhos demonstram a existéncia de
especificidade entre fungo e planta (Warcup, 1973; 1981), outros demonstram a baixa
especificidade (Stewart & Zettler, 2002). Para Currah & Zelmer (1992), a especificidade
entre uma determinada espécie de orquidea e fungos micorrizicos €é fregliente e pode ser

um indicio da coevolucgédo da espécie da orquidea com o seu simbionte, podendo assim ser
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estabelecida uma relagdo com o hébito da planta, uma vez que Epulorhiza sp. é observado
com maior frequéncia em associacdo com as orquideas terrestres e rupicolas. Todavia,
Epulorhiza sp. ja foi constatado em plantas do género Epidendrum por Zettler et al. (1998),
Pereira et al. (2003) e Nogueira et al. (2005), demonstrando que a especificidade fungo-
planta pode ser maior que a especificidade fungo-habitat.

A germinacdo de sementes e o desenvolvimento de protocormos de Oncidium
flexuosum (Orchidaceae) induzidos simbioticamente foram descritos pela primeira vez por
Pereira et al (2005). Segundo os autores, sementes de O. flexuosum foram inoculadas com
dez fungos micorrizicos rizoctonidides, previamente isolados de micorrizas de dez espécies
de orquideas neotropicais do Brasil, incluindo O. flexuosum. Foram utilizados um isolado
pertencente a espécie Epulorhiza repens, dois pertencentes a Epulorhiza epiphytica, seis de
Ceratorhiza spp. e um de Rhizoctonia sp. Sementes inoculadas com o isolado de
Ceratorhiza sp., originalmente isolado do sistema radicular de O. flexuosum em habitat
natural, promoveu a germinagdo das sementes em sete dias e em, aproximadamente, 30 %
das plantulas, houve formacao de folhas apds 50 dias de incubacéo, apresentando pelotons
em algumas células do protocormos e das radicelas. Os demais isolados promoveram a
germinacdo das sementes; entretanto, ndo promoveram um desenvolvimento otimo dos
protocormos. Seus estudos mostraram que sementes incubadas na auséncia de fungos
micorrizicos ndo germinaram. Neste estudo, a especificidade fungo-planta fica claramente
observada, uma vez que, apenas o fungo micorrizico isolado da propria espécie foi capaz
de promover o desenvolvimento 6timo dos protocormos de O. flexuosum. Porém, em
determinadas situacbes, os fungos micorrizicos podem, estabelecer associagdes
patogénicas com as sementes das orquideas, fato verificado por Wang et al. (2000), citados
por Pereira (2005), o que pode explicar a auséncia de germinacdo das sementes de C.
vernum no presente estudo.

Das dez coldnias isoladas do macerado de raizes de C. vernum, apenas uma foi
utilizada em testes de germinacdo. O fungo foi selecionado segundo suas caracteristicas
morfoldgicas por se mostrar o mais similar aos fungos micorrizicos ja citados em outras
literaturas. Testes de geminacdo utilizando as demais col6nias isoladas poderdo ser
realizados no intuito de se verificar a especificidade destes isolados com as sementes de
orquidea. Nao ha registro de isolamento de fungos micorrizicos de Cyrtopodium sendo este
trabalho o primeiro relato de isolamento para orquideas deste género, podendo servir de

referéncia para futuros trabalhos com outras espécies. Assim, novos estudos deverao ser
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realizados para a identificacdo destes isolados, além de novos experimentos de germinagao
envolvendo outras espécies de orquideas para testes de especificidade orquidea-micorriza.
Poderdo ser realizados ainda, a colonizacdo, a partir do substrato de crescimento, fato
observado em trabalho realizado por Pereira (2005), que observou que o fungo micorrizico
alcanca o interior das radicelas e atua na estabilidade do protocormo em condigfes
naturais, e pode possibilitar a micorrizacdo de protocormos cultivados assimbioticamente
in vitro, em condicdes de laboratorio. Estas plantas poderdo ser utilizadas em possiveis
programas de reintroducdo das espécies em seu habitat natural, uma vez que estudos
demonstram que sem a presenca de micorrizas, 0 sucesso de adaptacdo destas plantas na

natureza é muito baixo.
5.4 CONCLUSOES

e Para o cultivo assimbidtico, o meio MS com metade da concentracdo de
macronutrientes mostrou-se superior ao meio Knudson C e ao meio MS completo

para o tempo e taxa de germinacao in vitro de sementes de C. vernum.

e O método de pareamento entre as sementes de C. vernum e o isolado micorrizico de

Epulorhiza ndo induziu & germinacéo in vitro de sementes de C. vernum.
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