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Resumo

A conservacdo de sementes de orquideas representa um desafio fundamental para a
manutencdo da diversidade genética e ampliar a preservacao ex situ dessas espécies, devido a
sua sensibilidade a umidade, baixa reserva energética e rapida deterioracdo fisioldgica, dada
sua relevancia ecologica e econdmica. Este artigo apresenta revisdo de literatura cientifica
sobre técnicas metodoldgicas de conservacao em longo prazo das sementes de orquideas, com
foco em métodos de secagem controlada, e armazenamento em baixas temperaturas pelo
congelamento e criopreservacao. ldentificou-se variagfes de temperaturas de armazenamento
em refrigerador (5°C), congelamento convencional (-18°C) e criopreservacdo em nitrogénio
liquido (-196°C). Estudos indicaram a criopreservacdo (-196°C) associada a prévia secagem
controlada como técnica eficaz para manter a viabilidade das sementes por periodos
prolongados, enquanto a secagem combinada com armazenamento refrigerado garante boas
taxas de germinacao em curto e médio prazo. A partir da sintese dos conhecimentos existentes
e de experiéncias da literatura, propde-se um protocolo metodolégico para a conservagao das

sementes, aplicavel a varias espécies, que assegura elevada taxa de germinacdo apos
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armazenamento prolongado, buscando seguranca do acervo e duplicata da colecdo. Além
disso, estratégias como duplicacédo de colecGes e seguranca do acervo sdo fundamentais para
a conservacao de espécies ameacadas de extincdo. A revisdo destaca ainda avancos cientificos
e recomendacOes para bancos de germoplasma, contribuindo para a preservacdo da
biodiversidade e a produgdo comercial sustentavel de orquideas.

Palavras-chave: Armazenamento. Criopreservacdo. Germinagdo. Conservacdo Genética.

Abstract

Orchid seed conservation represents a fundamental challenge for maintaining genetic diversity
and expanding the ex situ preservation of these species, due to their sensitivity to moisture,
low energy reserves, and rapid physical deterioration, given their ecological and economic
importance. This article presents a review of the scientific literature on methodological
techniques for the conservation of orchid seeds over a wide range of environments, focusing
on controlled drying and low-temperature storage methods for freezing and cryopreservation.
Variations in storage temperatures are identified in refrigerators (5°C), conventional freezing
(-18°C), and cryopreservation in liquid nitrogen (-196°C). Studies indicate that
cryopreservation (-196°C) combined with controlled pre-drying is an effective technique for
maintaining seed viability for long periods, while drying combined with refrigerated storage
ensures low germination rates in short and medium-term storage. Based on the synthesis of
knowledge and experience existing in the literature, we propose a methodological protocol for
seed conservation, applicable to several species, which guarantees high germination rates after
prolonged storage, seeking the safety of collection and its duplication. Furthermore, collection
duplication and collection security strategies are essential for the conservation of endangered
species. The review also highlights scientific advances and recommendations for germplasm
banks, contributing to biodiversity preservation and sustainable commercial orchid
production.

Keywords: Storage. Cryopreservation. Germination. Genetic Conservation.

Resumen

La conservacion de semillas de orquideas representa un desafio fundamental para mantener la
diversidad genética y expandir la preservacion ex situ de estas especies, debido a su
sensibilidad a la humedad, bajas reservas energéticas y rapido deterioro fisiologico, dada su

importancia ecoldgica y economica. Este articulo presenta una revision de la literatura
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cientifica sobre técnicas metodoldgicas para la preservacion a largo plazo de semillas de
orquideas, con énfasis en metodos de secado controlado y almacenamiento a baja temperatura
mediante congelacion y criopreservacion. Se identificaron variaciones en las temperaturas de
almacenamiento: almacenamiento refrigerado (5°C), congelacion convencional (-18°C) y
criopreservacion en nitrégeno liquido (-196°C). Diversos estudios han indicado que la
criopreservacion (-196°C) combinada con un secado controlado previo es una técnica eficaz
para mantener la viabilidad de las semillas durante periodos prolongados, mientras que el
secado combinado con almacenamiento refrigerado garantiza buenas tasas de germinacion a
corto y mediano plazo. Con base en la sintesis del conocimiento y la experiencia existentes en
la literatura, se propone un protocolo metodoldgico para la conservacion de semillas, aplicable
a diversas especies, que garantiza una alta tasa de germinacion después de un almacenamiento
prolongado, buscando la seguridad de la coleccion y la duplicaciéon de la misma. Ademas,
estrategias como la duplicacion y la seguridad de las colecciones son esenciales para la
conservacion de especies en peligro de extincion. La revision destaca los avances cientificos
y las recomendaciones para los bancos de germoplasma, contribuyendo asi a la preservacion
de la biodiversidad y a la produccion comercial sostenible de orquideas.

Palabras clave: Almacenamiento. Criopreservacion. Germinacion. Conservacion Genética.

Introducao

As orquideas representam uma das familias de plantas mais diversas e ecologicamente
especializadas do mundo, com mais de 27.000 espécies descritas (Magrini & Vitis, 2019; The
Plant List, 2020; WFO Plant List, 2024). Pertencente a maior e mais evoluida familia de
angiospermas, chamada Orchidaceae. Estima-se que cerca de 28.000 espécies de orquideas
com 763 géneros da familia Orchidaceae ocorram em todo o mundo (Gupta, 2016;
Christenhusz, 2016).

Sendo uma das maiores familias de plantas com flores, a Orchidaceae é bem conhecida
por sua alta diversidade e ciclos de vida complexos (Pujasatria et al., 2020). Sua ampla
distribuicdo geografica, que abrange desde florestas tropicais até regides temperadas, e sua
dependéncia de interagdes especificas com polinizadores e fungos micorrizicos tornam-nas
particularmente vulnerdveis a ameacas como destruicdo de habitats, coleta ilegal e mudancas

climaticas (Swarts & Dixon, 2017). Estima-se que 1.300 espécies de orquideas estejam na
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Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza, incluindo aquelas classificadas como criticamente em perigo (IUCNN, 2023).

Nesse contexto, a conservagdo ex situ, por meio do armazenamento de sementes,
emerge como uma estratégia crucial para a preservacdo da diversidade genética e ecoldgica
dessa familia. O uso de orquideas como planta economicamente importante reduz sua
populacéo nativa, o que destaca a necessidade de conservacgéo (Pujasatria et al., 2020).

A peculiaridade das sementes de orquideas, caracterizadas por seu tamanho diminuto,
auséncia de endosperma e dependéncia de micorrizas para germinacao natural, imp6e desafios
adicionais a sua conservacao. Apesar dessas dificuldades, estudos tém demonstrado que
muitas espécies apresentam comportamento ortodoxo, permitindo-lhes tolerar secagem e
armazenamento em baixas temperaturas (congelamento) sem perda significativa de
viabilidade (Pritchard & Seaton, 1993).

Entretanto, a variabilidade nas caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas entre as
espécies de orquideas, como teor de lipidios e composicdo da parede celular, influenciam
diretamente a longevidade das sementes no armazenamento. Por exemplo, sementes de
espécies do género Cattleya apresentam elevada concentracéo de lipidios (54-70% do peso
seco) e sdo sensiveis a temperaturas de armazenamento convencionais, como -20°C,
apresentando reducdo na germinagdo apos periodos prolongados.

Além disso, a escolha do meio de germinacdo adequado é fundamental para avaliar
corretamente a viabilidade das sementes apds 0 armazenamento. Estudos indicam que meios
como Knudson C e BM-1 sdo eficazes para germinacdo assimbiética de sementes de
orquideas, enquanto outros, como MS e WPM, podem ser menos eficientes dependendo da
espécie.

Entretanto, as sementes de orquideas apresentam particularidades fisiol6gicas, como a
auséncia de endosperma e alta relagdo superficie-volume, que demandam cuidados
especificos durante a conservacgdo. Diante desse cendrio, torna-se evidente a necessidade de
estabelecer protocolos padronizados para a conservacdo de sementes de orquideas, que
considerem as particularidades de cada espécie e garantam a manutencao da viabilidade das
sementes por periodos prolongados.

A presente revisao, visa descrever metodologias eficazes existentes para a conservagao
de sementes de orquideas, com foco em secagem, temperaturas de armazenamento, avaliacdo

da viabilidade e germinagdo, meios de germinag&o, propondo um protocolo metodologico que
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possa ser aplicado a diversas espécies, assegurando alta taxa de germinacgao e seguranga no

armazenamento.
Referencial Teorico

As orquideas constituem uma das maiores familias de plantas angiospermas, com mais
de 25.000 espécies descritas globalmente para Chase et al. (2015), mas Christenhusz et al.
(2016) indicavam 28.000 espécies, para Magrini & De Vitis (2019) mais de 27.000 em todo
0 mundo conforme a The Plant List (2020) e mais de 31.000 espécies segundo WFO Plant
List (2024). Seu valor ecologico, estético e econémico € significativo, especialmente em
contextos de conservacdo da biodiversidade e na industria floricola. Com o aumento da
demanda por usos medicinais e horticolas, a Orchidaceae precisa de técnicas de reproducdo
inovadoras adequadas ao mercado e a conservacao (Shao et al., 2017). Contudo, diversas
espécies estdo ameacadas devido a perda de habitat, coleta predatéria e mudangas climaticas
(Fay, 2018).

Orchidaceae € a segunda maior familia entre as plantas com flores e uma de suas
caracteristicas mais fascinantes é a morfologia da semente (Zoubi, 2024). A conservagdo ex
situ, por meio de bancos de sementes, € uma estratégia eficaz para preservar a diversidade
genética de orquideas. Entretanto, as caracteristicas bioldgicas das sementes, como pequeno
tamanho e alta sensibilidade a condi¢cdes ambientais, impdem desafios para a conservagdo a
longo prazo (Seaton & Pritchard, 2013). Métodos padronizados de secagem e armazenamento,
gue garantam a viabilidade das sementes ap6s prolongados periodos, sdo essenciais para o
sucesso dos bancos genéticos. Com o intuito de conserva-las em bancos de sementes, varias
instituicGes vém empregando técnicas para analise da qualidade fisioldgica destas sementes,
com a finalidade de armazené-las e garantir a sobrevivéncia das espécies mais ameacadas.

Essa diversidade estd associada a grande variagdo morfoldgica, adaptacdes
reprodutivas especificas e interacdes ecoldgicas complexas, como a dependéncia de
polinizadores especializados e de fungos micorrizicos para a germinagéo natural.

No entanto, a propagacdo das orquideas enfrenta barreiras significativas,
especialmente quanto a conservacao das sementes, que Sao caracterizadas por baixa reserva
energeética, alta sensibilidade & umidade e rapida deterioracdo fisioldgica (Pritchard &
Nadarajan, 2008). Essas caracteristicas tornam essencial o desenvolvimento de técnicas de

armazenamento que prolonguem a viabilidade das sementes, permitindo a seguranca do
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acervo e a duplicata de colegdes em bancos de germoplasma (Soares et al., 2014; Franceschi
etal., 2019).

A conservacdo ex situ, particularmente via armazenamento de sementes, € uma
estratégia essencial para manter o patrimonio genético dessas plantas e possibilitar programas
de reintroducdo e cultivo.

Diferentes métodos tém sido propostos para a conservacao de sementes de orquideas,
incluindo refrigeracéo, congelamento convencional e criopreservacdo (Scielo Brasil, 2006).
A criopreservacdo em nitrogénio liquido (-196°C) tem mostrado grande eficiéncia na
conservacdo a longo prazo, reduzindo os danos oxidativos e preservando a viabilidade das
sementes (Hengling, 2015). No entanto, alternativas como secagem controlada associada ao
armazenamento a 5°C também apresentam bons resultados para periodos intermediarios
(Pritchard, 2014).

2.1 Estrutura e Biologia das Sementes de Orquideas

As sementes de orquideas apresentam arquitetura celular simples e sdo aneladas por
uma fina camada celular sem reservas endospérmicas e bem como compostas por uma massa
indiferenciada de células embrionarias cobertas por um tegumento transparente ou visivel
(Verma et al., 2014). A orquidea produz grande nimero de sementes, e também apresentam
variacdes no seu formato tais como, fusiforme, espatulado, ovoide e filiforme; a cor das
sementes também varia, incluindo amarelo alaranjado, amarelo acastanhado, amarelo, branco,
amarelo claro, amarelo dourado e amarelo claro (Utami & Hariyanto, 2020).

E sabido que, as orquideas sdo conhecidas por produzirem as menores sementes sendo
o formato da semente "semelhante a pé" com tamanhos que variam de 0,05 a 6 milimetros
e/ou pesos que variam de 0,31 a 24 microgramas (Roberts & Dixon, 2008) por sua vez as
taxas de germinacdo dessas sementes sdo baixas, normalmente inferiores a 1% (Verma et al.,
2014).

Essa morfologia as torna altamente suscetiveis a desidratacéo, devido a que a auséncia
de endosperma obriga a dependéncia simbiotica com fungos micorrizicos para germinagédo
em habitat natural e influenciam sua classificacdo quanto ao comportamento no
armazenamento (Lee & Yeung, 2023). No entanto, técnicas de germinacgdo assimbidtica in
vitro permitem a superacdo dessa limitacdo, sendo amplamente utilizadas em bancos de

germoplasma e laboratérios (Seaton & Pritchard, 2011). O conhecimento dessas
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caracteristicas permite definir estratégias eficientes de conservacdo e evitar perdas
significativas de viabilidade ao longo do tempo (Pritchard & Nadaraja, 2008).

Um dos fatores de complicacdes importantes é que as sementes sdo minudsculas e ndo
possuem endosperma, tecido nutritivo responsavel pelo desenvolvimento do embrido e pela
germinacdo das sementes (Ray & Vendrame 2015) o que significa que dependem quase
inteiramente de fontes externas de nutrientes durante a germinacdo ou desenvolvimento
(Zoubi, 2024). Além disso, outros parametros que impactam a germinacdo de sementes de
orquidea incluem associacdo com fungos micorrizicos, condi¢des de luz, temperatura,
umidade, composi¢cdo do substrato, trocas gasosas, viabilidade e idade da semente, sinais
hormonais e mecanismos de dorméncia (Arditti, 1980; Schwabe, 1981; Zoubi, 2024).

Os problemas e as conquistas na germinacdo de orquideas sdo muito desafiadores e
oferecem grandes perspectivas no campo da conservagdo de orquideas. Zoubi (2024), destaca
alguns avancos que ocorreram recentemente e maneiras que podem ser adotadas para melhorar
sua eficacia no futuro. Por exemplo, a eficacia e a capacidade de cultivar orquideas
melhoraram devido aos avangos em cultura de tecidos in vitro e biotecnologia.

Técnicas simbidticas e assimbidticas sdo utilizadas nesses esfor¢os e mais estudos séo
necessarios para aprimorar 0 manejo e a preservagdo dessas plantas. A germinacao simbiotica
requer interacdo com fungos micorrizicos, que fornecem os nutrientes e o suporte necessarios
para o crescimento das mudas (Zoubi, 2024). No entanto, em abordagens assimbioticas,
condicdes controladas sao fornecidas para promover a germinacao utilizando meios ricos em
nutrientes.

No entanto, a eficiéncia e a aplicabilidade dessas estratégias podem variar dependendo
da espécie de orquidea e das condi¢bes ambientais. No entanto, ressalta Zoubi (2024) que
mais pesquisas sdo necessarias para refinar essas técnicas e melhorar sua aplicabilidade no
armazenamento de sementes de orquideas. Sugere-se que a compreensdo completa dessas
estratégias e seus mecanismos subjacentes podem levar a esforcos de conservagdo mais
eficazes para espécies de orquideas ameacadas de extin¢do. Para Zoubi (2024), embora tenha
havido progresso significativo na compreensdo e no aprimoramento dos processos de
germinacdo de orquideas, mais estudos e inovagdo séo necessarios. Ao resolver os problemas
restantes e investigar novas abordagens, pode ser possivel auxiliar melhor a conservacéo de

orquideas e incentivar o cultivo a longo prazo dessas plantas.
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2.2 Técnicas de Secagem

A secagem adequada é fundamental para reduzir o teor de agua das sementes,
minimizando a atividade metabdlica e a deterioracdo. O uso de dessecantes como silica gel e
cloreto de célcio ou sulfato de célcio em ambientes controlados tem sido estudados (Hay &
Probert, 2013; Quijia-Lamifia et al., 2023). Os teores de dgua das sementes de especies de
orquideas variam entre 3 e 5%, em ambiente com umidade relativa (UR) de 15-20% (Seaton
et al., 2018). Por sua vez, o teor de agua ideal para sementes de orquideas varia entre 3% e
7%, valor critico para manter a viabilidade durante o armazenamento em baixas temperaturas
(FAO, 2014).

Entretanto as sementes de orquideas podem ser secas em solucdes saturadas de cloreto
de célcio ou cloreto de litio (Pritchard et al., 1999). Onde ndo héa disponibilidade de cloreto
de célcio ou de cloreto de litio, 0 uso de arroz seco em estufa € um método facil e pratico para
a secagem de sementes de orquidea, para cultivadores iniciais, e pode fornecer UR equivalente
a do cloreto de calcio (Seaton et al., 2018). Uma solucdo saturada de cloreto de calcio produz
UR de 30% a 20 °C, e a solucdo saturada de cloreto de litio produz UR de 12,4% a 20 °C (Hay
et al., 2008; Seaton et al., 2018). Umidades relativas mais altas podem ser alcancadas usando

concentracdes especificas da solucdo (Hay et al., 2008).
2.3 Temperatura e Umidade

Sementes de orquideas podem germinar em temperaturas entre 6 e 40°C (Arditti,
1967), sendo a temperatura mais adequada de 25°C + 2°C (Hossain et al., 2010; Zeng et al.,
2011; Mohanty & Salem, 2017). A umidade também é um fator importante a ser considerado
durante a germinagdo das sementes e o desenvolvimento de protocormos e mudas.
Geralmente, 70 a 80% de umidade relativa do ar é considerada a melhor para as orquideas
(Arditt, 1967; Paul et al., 2012).

Sementes de orquideas padronizadas em relacdo aos graus de umidade (4, 6, 8, 10, 12
e 15%) e submetidas ao congelamento rapido em nitrogénio liquido (-196 °C) durante 24
horas; descongeladas e analisadas revelaram maior percentual de viabilidade, tanto para as
sementes de Cattleya labiata Lindl. quanto para Miltonia regnelli Rchb.f., imersas em

nitrogénio liquido com 4% de umidade, atingindo 95 e 68% de sementes viaveis,
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respectivamente, sendo que, as sementes com 12 e 15% de umidade ndo apresentaram

sementes viaveis (Ferrari et al., 2020).
2.4 Armazenamento de Sementes em Baixa Temperatura

O armazenamento a temperaturas entre -18°C e -20°C € o método mais difundido para
conservacao de sementes ortodoxas, retardando processos de envelhecimento e mantendo a
viabilidade por décadas (International, 1992). Estudos especificos com sementes de orquideas
demonstraram manutencdo da viabilidade superior a 50% ap6s 10 anos em camaras frias
(Seaton & Pritchard, 2013). Armazenamento a -20°C (freezers comuns) e a -80°C
(ultrafreezers) tem mostrado resultados positivos em diferentes espécies, como Gomesa
forbesii e Cattleya walkeriana, que mantiveram alta viabilidade apds 12 meses (Santos et al.,
2016). Temperaturas criogénicas (-196°C) sdo estudadas para conservacao a longo prazo,
embora apresentem desafios logisticos.

A criopreservacdo em nitrogénio liquido é alternativa para espécies sensiveis, mas
requer infraestrutura avancada (Pritchard et al., 2020). O armazenamento de sementes de
orquideas em baixa temperatura por um periodo especifico, seguido da germinacao in vitro e
posterior desenvolvimento em plantas, também é um método importante de propagacédo e
conservacdo de germoplasma e tem sido aplicado em orquideas para obter melhores
resultados.

No entanto, a viabilidade de sementes armazenadas em baixa temperatura varia de
espécie para espécie. Por exemplo, em Hadrolaelia grandis, sementes foram armazenadas a -
20°C e -80°C por 36 meses. As armazenadas a -80°C permaneceram viaveis (80%) por 36
meses e apresentaram germinag¢do maxima em meio para plantas lenhosas (WPM) (Vudala &
Ribas, 2017). Entretanto, em Brasiliorchis picta, sementes armazenadas a -20°C e -80°C por
1, 3, 6 e 12 meses, verificaram nas sementes armazenadas a -20°C por 12 meses 76% de
germinacdo no meio WPM (Santos et al., 2016).

Hengling et al. (2020) avaliaram efeitos da temperatura de armazenamento na
qualidade fisiologica de sementes de sete espécies de orquideas (Cattleya crispata, C.
rupestris, C. schilleriana, C. tenebrosa, C. loddigesii, C. intermedia and C. warneri) obtidas
de diversos biomas. As sementes divididas em subamostras, pré-condicionadas a 0,03g, H20,
DW1 por uma semana em solucdo supersaturada de cloreto de litio a 23 + 2 °C e mantidas em

recipientes com vedacdo de borracha por nove meses sob quatro temperaturas de
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armazenamento: temperatura ambiente (23 = 2 °C), 5°C, -18°C e -196°C em meio
Murashige-Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962).

Hengling et al. (2020) verificaram para Cattleya crispata, em sementes armazenadas
em temperaturas -18 e -196°C viabilidade por nove meses com germinagdo >80% aos 90 dias
em meio MS. No entanto, em C. rupestris, os melhores valores obtidos de germinagdo nas
sementes armazenadas por 270 dias a -18°C foi de 90%. Vale destacar que as sementes, desta
espécie, conservaram até 180 dias com germinacao superior a 80% nos quatro tratamentos
(Hengling et al., 2020).

Para a C. schilleriana, nas temperaturas de -18 e -196°C aos 180 dias as sementes
germinaram mais de 70%. Em C. tenebrosa, aos 90 dias as sementes germinaram mais de
90% quando armazenadas a -196°C e nos demais tratamentos a germinacéo foi proxima dos
60% apenas. Para C. loddigesii, a -196°C aos 180 dias obtiveram mais de 90% de germina¢do
enquanto a 5 e -18°C préximo de 70% aos 90 dias. Sementes de C. intermedia, germinaram
préximo dos 90% aos 180 dias em temperatura de -196°C e a -18°C 90% aos 90 dias de
armazenamento.

Em C. warneri, resultou em germinacdo superior a 90% aos 180 dias quando
armazenadas a -196°C, 5°C e 23°C, enquanto a -18°C apenas 60% de germinacdo aos 180 dias
foi registrada. Vale destacar que as sete espécies foram mantidas e avaliadas em meio MS por
Hengling et al. (2020).

Em estudos, Teixeira (2019) avaliou a germinacdo e viabilidade de sementes de cinco
espécies de orquideas tropicais nativas (Catasetum fimbriatum, Cattleya lundii, Galeandra
beyrichii, Macradenia paraensis e Zygopetalum maxillare) do Parque Estadual do Morro do
Diabo - Teodoro Sampaio-SP.

As sementes acondicionadas com teor de agua de 6,4% e nas temperaturas 20 °C e -
18 °C por seis meses de armazenamento. A qualidade fisiologica das sementes foi avaliada
antes e ap6s armazenamento, pelos testes de tetrazélio, de germinacdo e indice de velocidade
de germinagdo, que indicam vigor e viabilidade. As culturas in vitro permaneceram em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas a temperatura de 25 + 2 °C por, no maximo, 8
semanas.

Contudo, para Galeandra beyrichii (espécie terrestre) foram utilizadas duas condic¢des
de luminosidade, germinacdo em luz e no escuro. O armazenamento a 20 °C por trés e seis
meses, ndo favoreceram C. fimbriatum, G. beyrichii e Z. maxillare, uma vez que, a primeira

ndo germinou no final de seis meses e as duas ultimas ndo germinaram em nenhum periodo.
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Na temperatura de 20 °C a Z. maxillare apresentou perda de viabilidade a partir do
terceiro més de armazenamento e M. paraensis, a partir do sexto més. Entretanto a -18 °C, a
maioria das espécies estudadas germinaram melhor no decorrer de seis meses. De acordo com
os resultados do teste de tetrazélio, a espécie de Catasetum e Cattleya mantiveram alta taxa
de viabilidade de sementes nas temperaturas e tempos avaliados, diferentemente de G.
beyrichii que, nos seis meses de armazenamento, apresentou acentuada perda de viabilidade.

De acordo com autor supracitado, afirma que sementes de Catasetum fimbriatum
mantem viabilidade alta até seis meses, contudo, ndo ocorreu germinagdo ao sexto més de
armazenamento em temperatura de 20°C. Conclui ainda Teixeira (2019), que sementes de
Cattleya lundii mantém a viabilidade alta durante seis meses nas duas condicdes de
temperaturas (20 °C e -18 °C) e esta espécie apresentou maior porcentagem de germinacao
aos seis meses de armazenamento em temperatura de 20°C.

J& para Galeandra beyrichii apresenta sementes sensiveis a luz, germinando melhor
em ambiente escuro enfatiza Teixeira (2019) e complementa que 0 armazenamento em -18°C
manteve a viabilidade das sementes de Macradenia paraensis. E, esta espécie obteve baixa
germinacdo ao fim de seis meses de armazenamento em 20°C (Teixeira, 2019).

As sementes de Zygopetalum maxillare apresentaram dorméncia no inicio do
armazenamento a -18°C e perda de viabilidade em 20°C conclui Teixeira (2019). O melhor
ambiente de armazenamento para a conservacdo de sementes das espécies (Catasetum
fimbriatum, Cattleya lundii, Galeandra beyrichii, Macradenia paraensis e Zygopetalum
maxillare), é atemperatura de -18°C para sementes com 6,4% de teor de &gua (Teixeira, 2019).

Os dados obtidos supdem a classificacdo de sementes ortodoxas de vida curta para as
espécies de orquideas (Catasetum fimbriatum, Cattleya lundii, Galeandra beyrichii,
Macradenia paraensis e Zygopetalum maxillare). Teixeira, (2019) faz consideracGes em seu
estudo, indicando que para se obter bons comparativos, sugere complementar o trabalho com
teores de 4gua nas sementes acima e abaixo de 6,4%; outras temperaturas de
acondicionamento, 5°C (geladeira) 25 °C (sala com temperatura estavel) ou -196 °C
(nitrogénio liquido), bem como distintos meios de culturas, tais como, MS (Murashige &
Skoog), com adicédo de polpa de banana, Knudson C (KC) e Vacin & Went (VW).

Vale ressaltar que a coleta de sementes é de suma importancia nesta etapa, especial
para a conservacdo eficiente. Capsulas maduras de Epidendrum geminiflorum Kunth, por
exemplo, coletadas de uma pequena populagdo de orquideas nativas colocadas em sacos de

papel estéril e, posteriormente séo transportadas para laboratorio de pesquisa.
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E sabido que cada capsula de orquidea apresenta milhares de sementes; no entanto,
apenas 2 a 3% germinam em condicdes naturais (Valencia-Glushchenko et al., 2024). As
sementes removidas das capsulas e armazenadas em frascos de vidro com tampas frouxas,
sobre dessecante de CaSQOg4, dentro de tubos Falcon® de 50 mL selados no escuro a 22 +2 °C
€ um método promissor e viavel.

Adicionalmente a isso, as sementes devem ser submetidas a secagem por 10 semanas
apos a coleta, antes de serem armazenadas a -10°C no escuro até a utilizacdo (Quijia-Lamifia
et al., 2023). Um frasco com sementes mantido a 22 + 2 °C no escuro por sete semanas
adicionais permite verificar perda de viabilidade das sementes no tempo nessas condigdes de

armazenamento.
Metodologia

A revisdo foi realizada para investigar as condic¢des ideais de armazenamento a longo
prazo de sementes de orquideas, buscando identificar técnicas eficazes (ex: criopreservacao,
armazenamento a baixa temperatura, armazenamento a Seco) e bem como propor um
protocolo metodoldgico vidvel para conservacdo das sementes a longo prazo. Assim, foi
formulada a seguinte pergunta de pesquisa: Quais sao 0s métodos mais eficazes para conservar
a viabilidade de sementes de orquideas em longo prazo? Utilizou-se critérios para inclusao
(artigos cientificos, dissertacdes, protocolos técnicos, revisdes sistematicas, publicados nos
ultimos 20 anos) e exclusdo (estudos sem dados experimentais, duplicados, ou que tratem de
outras familias botanicas). Foi realizada busca Sistematica na Internet em bases como: Scopus,
Web of Science, ScienceDirect, SCIELO Brasil, Annals of Botany, Google Académico, Teses
e Dissertacdes e capitulos de livro fazendo uso das palavras-chave: Orchid seed storage,
cryopreservation orchids, viabilidade de sementes de orquideas, armazenamento de sementes
de orquideas.

Dentre o universo obtido foram destacados 14 titulos que atenderam aos Nnossos
critérios de elegibilidade e foram utilizados para a construcéo da revisdo e como base para o
estabelecimento de uma proposta metodoldgica para armazenamento de sementes de
orquideas a longo prazo. Para cada estudo considerado verificou-se, dados qualitativos como:
autores, espécies, métodos de armazenamento de sementes, origem da semente, teste de
viabilidade e condi¢Oes de germinacdo; e dados quantitativos como: duragdo do estudo,

temperaturas utilizadas, duragéo do armazenamento, taxa média de germinacéo obtida foram
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verificados. Além destes aspectos foi anotado o meio de cultivo utilizado nos testes de
germinacdo para determinar a viabilidade das sementes das diferentes espécies de orquideas

testadas.
Proposta Metodoldgica
4.1 Coleta e Preparacdo/ Caracterizacdo das Sementes

Sementes de orquideas, incluindo espécies do género Epidendrum, devem ser
coletadas no ponto ideal de maturacéo, identificado por mudanca de coloracédo e textura da
capsula, coletadas de plantas matrizes localizadas em ambientes naturais e em cultivos
comerciais. As sementes sdo extraidas diretamente das cépsulas maduras, seguindo 0s
critérios de maturagdo definidos por Arditti & Ghani (2000), que indicam coloragéo uniforme
da cépsula e leve deiscéncia como sinais de maturidade fisioldgica.

Em seguida devem ser submetidas a limpeza para remocdo de residuos vegetais e
microrganismos. Cada amostra coletada é submetida a uma caracterizacao morfolégica inicial,
incluindo: Medicdo do tamanho das sementes por microscopia Optica (média de 100 sementes
por lote); Determinacdo da umidade inicial por método de estufa a 105°C por 24 horas;
Avaliacdo da viabilidade inicial por teste de tetrazolio, seguindo o protocolo de Franceschi et
al., (2019).

4.2 Secagem

A secagem é realizada em dessecadores contendo silica gel a temperatura ambiente
(20-25°C), monitorando o teor de &gua até atingir 5% em peso, com controle diario da
umidade relativa e do teor hidrico. Para determinar o impacto da umidade na conservagédo das
sementes, é realizada secagem controlada utilizando dois métodos:

1°- Dessecadores com silica gel — As sementes sdo distribuidas em placas de Petri e
armazenadas com silica ativa, até atingirem aproximadamente 10-15% de umidade (Pritchard
& Nadarajan, 2008).

2° Dessecagem em fluxo de ar quente — As sementes sdo mantidas em estufas
ventiladas a 30°C, com controle da umidade por pesagem periédica, conforme metodologia

de Hengling (2015). O teor de agua deve ser monitorado utilizando um higrometro digital e
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comparado com valores recomendados para armazenamento de longo prazo de sementes
ortodoxas (ISTA, 2007).

4.3 Determinar Viabilidade das Sementes

Apds a retirada das sementes da capsula, sdo adicionadas em placas de Petri e secas de
acordo com o metodo Orchid Seed Storage for Sustainable Use (OSSSU), recomendado por
Seaton & Ramsay (2005). As sementes sdo mantidas em dessecador por cinco dias para
reduzir o teor de dgua. Em seguida, sementes secas sdo colocadas em pequeno frasco
hermético e, os frascos menores colocados em um frasco maior com um saché de silica laranja
como indicador para garantir que o frasco permaneca hermético.

Em seguida, o frasco recebe o nome da espécie e a data de armazenamento em seguida
é realizado o armazenamento em freezer a -20°C. O teste de viabilidade realizado ap6s
diferentes periodos (Seaton & Ramsay, 2005; Puspitaningtyas & Handini, 2014).

Para determinar a viabilidade das sementes utilizam-se diferentes substratos na
semeadura de orquideas tais como: Knudson C (KC) puro com adi¢cdo de microelementos,
sendo H3BO3 0,056 mg/l, MoO3 0,016 mg/L, ZnSO4 0,331 mg/L e CuSO4 0,624 mg/L (Seaton
& Ramsay, 2005), KC (modificacdo de Knudson C com adi¢do de 1g/L de carvéo ativado,
extrato de broto de feijdo 150 g/L e agua de coco 150 ml/L), VW (modificacdo de Vacin e
Went com adicdo de carvdo ativado 1 g/L, extrato de broto de feijdo 100 g/L, extrato de tomate
100 g/L e agua de coco 150 ml/L) e HS (fertilizante foliar Hyponex com adi¢do de carvao
ativado 1 g/L, peptona 2 g/L e batatas 40 g/L) (Puspitaningtyas & Handini, 2014).

Mora-Herrera et al. (2025), determinaram efeitos do &cido salicilico na aclimatacdo ex
vitro de microplantas de Laelia autumnalis, Epidendrum sp. e Encyclia sp. obtidas de uma
fonte permanente de material bioldgico, cultivadas em meio Murashige-Skoog (MS). O acido
salicilico aumenta a sobrevivéncia em condicGes ex vitro e o crescimento diferencial em

microplantas de orquideas.
4.4 Armazenamento
O armazenamento de sementes € uma oportunidade para conservacao de orquideas,

permitindo tanto a preservacdo quanto a facil distribuicdo de material com ampla base

genética. Kumaria et al. (2024) caracterizaram as sementes de orquideas como fusiformes,
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amarelo-esbranquicadas, com comprimento de 700 a 900 um e teor de agua de 5%. O autor
supracitado destaca ainda que as sementes foram semeadas em meio de Murashige & Skoog
(1962) suplementado com 30 g/L de sacarose (P.A. Sigma™), solidificado com 2 g/I de agente
gelificante (Phytagel: Sigma™) e ajustado para pH 5,5 antes da esteriliza¢do a 120 °C por 15
minutos.

A germinacdo iniciou-se sete dias ap0s a semeadura, a formacdo do protocormo
globular aos 30 dias e a formacdo da plantula ocorreu aos 150 dias. As sementes
criopreservadas apresentaram 87,15% de viabilidade, 78,32% de germinagéo, com 8,48% de
sobrevivéncia.

Ja Andriolli et al. (2023), colocaram sementes de C. crispa para embeber em agua
destilada estéril com uma gota de detergente surfactante (Tween™ 20) durante 10 minutos,
sob agitacdo constante. Em seguida, foram esterilizadas com hipoclorito de sédio (NaCIO) a
0,5% por 10 minutos e enxaguadas trés vezes com agua destilada estéril. As trocas de solucéo
foram feitas com uma pipeta Pasteur esterilizada. As sementes foram semeadas em meio de
Murashige & Skoog (1962) suplementado com 30 g/L de sacarose (P.A. Sigma™),
solidificado com 2 g/L de agente gelificante (Phytagel: Sigma™) e ajustado para pH 5,5 antes
de serem esterilizadas a 120 °C por 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h com intensidade luminosa de 50-60 pmol m™2
s ! por meio de lampadas fluorescentes transparentes.

Os autores supracitados revelaram que sementes de C. crispa exibiram alta viabilidade
e bem como germinacdo superior. Vale destacar que o valor inicial de teor de agua das
sementes de C. crispa foi de 5%, 0 que indica sua natureza ortodoxa e permite uma técnica
simples de criopreservacdo. Isso confirma que sementes de orquideas com teor de agua abaixo
de 13% podem ser criopreservadas com sucesso por imersao direta em nitrogénio liquido
(Popova et al., 2016).

Diversos estudos de criopreservacao apresentaram sucesso em diferentes espécies de
orquideas, constatando que as taxas de germinagdo apds o armazenamento em nitrogénio
liquido permaneceram iguais ou superiores (Nikishina et al., 2007; Popova et al., 2016).

Andriolli et al. (2023) realizaram a criopreservacdo das sementes por congelamento
ultrarrdpido com imersdo direta em nitrogénio liquido (-196 °C). Apés 48 h, os criotubos
contendo 20 mg de sementes foram descongelados em banho-maria a 40 °C por 2 min. Em

seguida, as sementes foram esterilizadas e cultivadas, enquanto as ndo criopreservadas foram
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esterilizadas e cultivadas imediatamente. Aos seis meses de armazenamento, no primeiro ano,
obtiveram germinacédo acima de 90% no meio de Murashige & Skoog (1962).

Por sua vez, Puspitaningtyas & Handini (2020), armazenaram sementes de Cymbidium
finlaysonianum Lindl. uma orquidea nativa da Indonésia, com flores pendentes e cores
relativamente atraentes, apos diferentes periodos, até sete anos, na temperatura de -20°C.
Avaliaram quatro meios de cultura (Knudson C - KCA, Knudson C modificado - KC, Vacin
& Went modificado - VW e fertilizante Hyponex modificado -HS) na determinacdo da
germinagdo assimbidtica.

Aos 12 meses de armazenamento, no primeiro ano, obtiveram germinacdo acima de
92% até trés meses nos quatro meios e até aos 12 meses 73,68% e 85,30% nos meios KC e
HS. Estes resultados revelaram que a germinacdo das sementes reduziu apds 2 anos de
armazenamento, mais acentuado no meio KCA (50,68%) e para apenas 6,67% no terceiro ano
de armazenamento. Estas sementes ficaram quase inviaveis aos seis anos de armazenamento.

Em sintese: Sementes sdo armazenadas em tubos herméticos de polipropileno,
mantidos em camaras frias a -18°C + 2°C. As condi¢des de umidade sdo mantidas abaixo de
50% e monitoradas por sensores. Armazenamento: Sementes secas distribuidas em trés
condicdes de armazenamento: Refrigeracdo a 5°C — Mantidas em tubos de vidro
hermeticamente fechados e protegidos da luz; Congelamento convencional a -18°C —
Armazenadas em tubos criogénicos estéreis, com vedacdo reforcada para evitar entrada de
umidade; Criopreservacdo em nitrogénio liquido (-196°C) — As sementes transferidas para
criotubos especiais e imersas diretamente no nitrogénio liquido, permitindo congelamento
ultrarrapido para preservacgdo celular, conforme Pritchard (2014).

Condic6es de Armazenamento indicadas: Sementes armazenadas por 6 meses, 1 ano e
2 anos em: 1Refrigeracdo (5°C) — Em frascos hermeticamente fechados e protegidos da luz:
2Congelamento (-18°C) — Uso de tubos criogénicos estéreis para evitar entrada de umidade;
3Criopreservacdo (-196°C) — Imersdo direta em nitrogénio liquido (Pritchard, 2014).

4.5 Seguranca e Duplicacdo

A colecéo é duplicada e armazenada em local separado geograficamente, com controle

de qualidade e documentacéo detalhada para garantir rastreabilidade e seguranga do acervo.
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