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VARIABILIDADE GENETICA, BIOLOGIA FLORAL E PROPAGACAO
IN VITRO DA ORQUIDEA SAPATINHO Phragmipedium lindleyanum

(R.H. Schomb. ex Lindl.) Rolfe var. sargentianum (Rolfe) O. Gruss

Autor: Daniela de Souza Hansen

Orientador: Carlos Alberto da Silva Ledo

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade genética, a
biologia floral e a propagacéo in vitro de P. lindleyanum var. sargentianum em
remanescente de Mata Atlantica no Estado da Bahia. Para o estudo da
variabilidade genética foi uttilizada analise morfométrica das pecas florais
empregando-se métodos estatisticos univariados e multivariados. A biologia floral
foi realizada por meio de observagcdes em campo, e a propagacao in vitro por
meio de experimentos de germinacdo, multiplicacdo e crescimento. Houve
diferenca significativa entre as populagdes, para 11 caracteres florais, sendo as
populacdes 2 e 3 as mais distantes geneticamente. A floragcdo durou cerca de 2
meses e meio, e 0 seu pico ocorreu em setembro. As flores duraram em média
9,4 dias. A frutificacdo natural foi alta, assim como a frutificacdo apds a
polinizacdo cruzada manual e autopolinizagdo manual, e os frutos necessitaram
de cerca de 75 dias para alcancarem a maturidade. Os principais visitantes florais
foram os curculionideos e as abelhas. O padrédo de distribuicdo espacial foi
agregado. Os meios de cultura compostos por 1/3 dos sais de MS na presenca de
luz e 1/4 dos sais de MS na auséncia de luz, promoveram uma cultura rica em
protocormos na germinacao in vitro. A utilizacdo de BAP na concentracéo de 1,0
mg.L™? acrescido de 0,1 mg.L™* de ANA resultou em maior nimero de brotos
adventicios, e a concentracdo de 40 g.L' de sacarose foi a mais eficiente no

crescimento in vitro das plantas.

Palavras-chave : Mata Atlantica, Orchidaceae, Cypripedioideae, caracteres

florais, sistemas de reproducao.



GENETIC VARIABILITY, FLORAL BIOLOGY AND IN VITRO
PROPAGATION OF THE SAPATINHO ORCHID Phragmipedium
lindleyanum (R.H. Schomb. ex Lindl.) Rolfe var. sargentianum
(Rolfe) O. Gruss

Author: Daniela de Souza Hansen

Adviser: Carlos Alberto da Silva Ledo

ABSTRACT: The objective of the present work was to study the genetic variability,
floral biology and in vitro propagation of P. lindleyanum var. sargentianum in
remaining Atlantic Forest in the State of Bahia. Morphometric analysis of the floral
parts was used for the genetic variability by univariate and multivariate statistic
methods. The floral biology was carried out by field observations and in vitro
propagation by germination, multiplication and growth experiments. There was
significant difference between the populations for 11 floral characteristics; whereas
populations 2 and 3 were the most genetically distant. Flowering lasted about 2
and a half months with its peak in September. Flowers lasted in average, 9.4 days.
Natural frutification was high as well as frutification after manual cross pollination
and manual self pollination and fruits needed approximately 75 days to reach
maturity. Main flower visitors were weevils and bees. The special distribution
pattern was aggregated. Culture medium with 1/3 of MS salts in the presence of
light and 1/4 MS salts in the absence of light, promoted a culture rich in
protocorms in the in vitro germination. BAP at 1.0 mg.L™ with 0.1 mg.L™ of NAA
resulted in a greater number of adventitious buds and the concentration of 40 g.L™
of sucrose was the most efficient for in vitro plant growth.

Key-words: Atlantic Forest, Orchidaceae, Cypripedioideae, floral characteristics,

reproduction systems.



INTRODUCAO

A Mata Atlantica é um complexo e exuberante conjunto de ecossistemas de
grande importancia por abrigar uma parcela significativa da diversidade bioldgica
do Brasil, reconhecida nacional e internacionalmente no meio cientifico.
Lamentavelmente, é também um dos biomas mais ameacados do mundo devido
as constantes agressdes ou ameacas de destruicdo dos habitats nas suas
variadas tipologias e ecossistemas associados (FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA & INPE, 2009). A destruicdo vem ocorrendo de maneira intensiva
principalmente pelo corte ilegal, cultivo e ocupacdo humana, onde apenas 7-8%
da area original (1,5 milhdo de km?) persistem como um mosaico de fragmentos
isolados, tornando-a uma das regides mais devastadas e seriamente ameacadas
do planeta (GALINDO-LEAL & CAMARA, 2005).

A Serra da Jiboia € um fragmento da Mata Atlantica localizado no Estado
da Bahia e selecionado como umas das 147 areas prioritarias para a conservacao
da biodiversidade (CONSERVATION INTERNATIONAL DO BRASIL, 2000),
devido a grande diversidade e endemismo de espécies vegetais e animais, além
de espécies novas ainda nao descritas pela ciéncia. O endemismo encontrado
neste fragmento € decorrente da especiagdo local devido ao seu isolamento
geografico. Entre as espécies vegetais ha um grande nimero de orquideas, a
exemplo da Sobralia lilliastrum, Epidedrum secundum e Phragmipedium
lindleyanum var. sargentianum (TOMASONI & SANTOS, 2003).

A conservacdo de habitats naturais afetados pela fragmentacéo tem sido
baseada em estudos sobre a biologia da polinizagéo e reproducao, pois podem
fornecer informacdes importantes relacionadas a partiilha e competicdo por
polinizadores, sucesso reprodutivo e manutencédo do fluxo génico intraespecifico
(KEARNS et al., 1998).



A familia Orchidaceae pertence a Ordem Aspargales, Classe Liliopsida e a
Divisdo Magnoliophyta (DRESSLER, 1993), encontrando-se distribuida por todo o
globo terrestre, a excecdo das regides polares, podendo ser encontrada em
diferentes altitudes, em florestas tropicais, tundras, regifes deseérticas, pantanos
ou pradarias (PRIDGEON, 2001). Os mais recentes sistemas de classificacao
para esta familia sdo propostos por Dressler (1993) e Pridgeon et al. (1999, 2001,
2003, 2005), sendo este ultimo baseado em caracteristicas morfolégicas e
moleculares. Essa classificacdo divide a familia Orchidaceae em cinco
subfamilias sendo elas a Cypripedioideae, Apostasioideae, Vanilloideae,
Orchidoideae e Epidendroideae.

As orquideas sao plantas herbaceas, perenes e de porte extremamente
variavel. Podem ser terrestres, epifitas, rupicolas, saxicolas ou, menos
frequentemente, saproéfitas (DUNSTERVILLE & GARAY, 1976). Possuem habito
de crescimento monopodico ou simpodico (HAGSATER et al., 2005), sendo
morfologicamente constituidas de raiz, caule, folhas, inflorescéncia, flores, frutos e
sementes (PAULA & SILVA, 2001). As sementes sdo pequenas e sem
endosperma, as flores zigomorfas com ovario infero, possuem trés sépalas, trés
pétalas, uma das quais diferenciada em labelo, 6rgaos reprodutivos parcialmente
unidos num ginostémio, polen quase sempre em polinias, folnas com nervacao
paralela e raizes fasciculadas dotadas de velame (DRESSLER, 1993; PINHEIRO
et al.,, 2004). De acordo com Blossfeld (1999) a principal parte do aparelho
reprodutor € a coluna ou ginostémio. O ginostémio é uma estrutura constituida
pela unido de pistilos e estames, localizado na porc¢ao inferior do labelo onde se
encontra inserido o estilete e o estigma forrado por uma porcao filamentosa que
serve como condutor do tubo polinico ao ovario. O ovario é sempre infero, em
geral tricarpelar, e em quase todas as espécies a producdo de évulos ocorre
apenas logo apdés a polinizagdo. O estigma encontra-se na extremidade do
estilete e constitui-se em uma cavidade preenchida por uma substancia viscosa
(viscina), que serve de depositario das polineas e também da abertura que
conduz ao ovario, onde se processa a fecundacao. No apice do filete do estame,
encontra-se uma porc¢ao dilatada sacular que encerra as polineas constituidas por
massas de graos de polen, que se encontram agrupadas na antera.

Nas orquideas, ap0s a polinizacdo, os grédos de pdélen germinam na

superficie estigmatica e os tubos polinicos se estendem ao ovario. Se a



fecundacdo ndo ocorrer ndo havera desenvolvimento de capsula ou fruto. O
embrido formado na fecundacdo € coberto por um tegumento ou testa e quase
nao possuem endosperma de modo que necessita de fontes externa de nutrientes
para se desenvolver até um estadio autotrofico. Em condi¢cdes naturais, estas
fontes de nutrientes sao obtidas a partir da associacdo com fungos (KUAN &
GONZALEZ, 1993). Desta forma, as orquideas apresentam micotrofia, e a
presenca de determinados tipos de fungos sdo muito importantes durante os
primeiros estadios de desenvolvimento da plantula (CLEMENTS, 1988), sendo
gue a maior dependéncia ocorre em espécies terrestres (BRITO & CRIBB, 2005).

As orquideas em seus ecossistemas naturais vivem um delicado equilibrio
com outros organismos do ambiente, de modo que pequenas mudancas
ambientais exercem efeitos adversos sobre elas podendo resultar em reducdes
nas populacdes, e em Ultimo caso leva-las a extingdo (ABDELNOUR & MUNO?Z,
1997). A flor € o 6rgdo que possui maior diversidade morfolégica, e a sua
morfologia e oferta de recursos delimitam as sindromes de polinizacdo, podendo
restringir ou orientar a acessibilidade do visitante aos recursos florais. A
diversidade de interacdes planta-polinizador em orquideas € inigualavel se
comparada a qualquer outro grupo de plantas (WATERMAN et al., 2008), e os
Hymenoptera, principalmente as abelhas, tém sido reconhecidos como o grupo
mais importante de polinizadores, responsavel pela polinizacdo de cerca de 60%
das espécies (VAN DER PIJL & DODSON 1966, DRESSLER 1981).

A subfamilia Cypripedioideae abrange plantas terrestres, rupicolas ou, mais
raramente, epifitas. A inflorescéncia € terminal, as sépalas laterais sao
normalmente coalescentes, formando um sinsépalo mais ou menos semelhante a
sépala dorsal, o labelo € sacciforme, o ginostémio possui dois estames férteis e
um estaminodio, e o ovario é uni ou trilocular. Ocorre na Europa, Asia e América
do Norte, Central e do Sul, e compreende cinco géneros (PRIDGEON et al.,
1999).

O género Phragmipedium abrange aproximadamente 21 espécies, sendo
encontradas desde o Sul do México e Guatemala, passando pela América Central
e Ameérica do Sul (Bolivia e Brasil). Possuem rizoma curto e folhas em formato de
V, de coloracdo verde macante ou brilhante e de formato oblongo a linear,

ocorrendo em duas fileiras ou linhas em lados opostos do caule. Suas flores



apresentam labelo modificado, o que lembra o formato de um sapatinho
(Koopowitz, 2008).

A espécie Phragmipedium lindleyanum (R.H.Schomb. ex Lindl.) Rolfe var.
sargentianum (Rolfe) O. Gruss é endémica do Brasil, sendo encontrada nos
Estados de Alagoas, Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro (FELIX & GUERRA,
2005; BARBOSA, 2007; AMORIM et al., 2009), e considerada como ameacada de
extincdo pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2008).

Em condicdes naturais, a propagacdo das orquideas se da pela
proliferagdo de mudas laterais ou pela disseminacdo natural das sementes, as
quais sdo produzidas em cdapsulas. A capsula contém milhares de sementes
desprovidas de endosperma e com tamanho muito pequeno, contendo um
embrido de aproximadamente 0,1 mm que, durante a germinacéo, dilata-se para
formar uma pequena estrutura denominada de protocormo ou protocormoéide
(HOFFMANN et al., 1997). Segundo Milaneze (1997), com as descobertas do
pesquisador norte-americano Lewis Knudson nas décadas de vinte a quarenta,
tornou-se possivel a germinacdo das sementes e o desenvolvimento de plantulas
de orquideas in vitro, na presenca de sais minerais e carboidratos sollveis em
meio de cultura geleificado com agar.

A propagacdo in vitro de orquideas € de grande importancia por possibilitar
a obtencdo de um grande numero de mudas de qualidade em pequeno espaco
fisico e, em pouco tempo (ALTAFIN et al., 2003). Esse tipo de propagacdo tem
sido utilizado no Brasil para aumentar a producdo de mudas de alta qualidade
genética e consequentemente reduzir seu custo, contribuindo para salvar muitas
espécies que se encontram ameacadas de extingdo (STANCATO et. al., 2001).

No México, considera-se de vital importancia tomar acées que levem a um
manejo sustentavel das orquideas, e entre elas o cultivo in vitro se destaca por
possibilitar a reproducdo de forma massiva a partir de sementes e tecidos
vegetativos mantendo uma producdo continua de plantas e minimizando os
efeitos do saque de espécies de suas popula¢cdes naturais (LEE & LEE, 1991).

Em geral os trabalhos de cultivo in vitro de orquidea reportam sobre a
cultura assimbidtica ou semeadura in vitro. Esta técnica é bastante relevante do
ponto de vista comercial, que além de possibilitar a criacdo de hibridos
interespecificos e intergenéricos torna possivel o aproveitamento maximo das

sementes raras ou escassas (COSTA et al., 2009).



As plantas produzidas desta forma séo interessantes para programas de
melhoramento e para a reintroducdo de espécies nativas em areas de
preservacao ambiental. Este método permite uma multiplicacao rapida e eficiente,
diminuindo o ciclo de vida, substituindo a simbiose (micorriza) e excluindo a
competicdo com outros microorganismos (MACHADO & VENTURIERI, 2006).

Varios sdo os protocolos reportando a germinacdo assimbiotica desde
agueles gue utilizam ou ndo combinacdes de reguladores vegetais. As auxinas e
as citocininas sédo as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas em
protocolos de micropropagacdo. De uma maneira geral as auxinas estdo
relacionadas com a inducao da rizogenese e inducdo de calos embriogénicos,
enquanto que as citocininas induzem a diferenciacdo celular e formacédo de
multiplos brotos. Portanto, o balanco adequado entre estes dois reguladores
vegetais, € que possibilitard o desenvolvimento de microplantas (SOUZA &
JUNGHANS, 2006).

Segundo Pauw et al. (1995) a adicdo de BAP (6-benzilaminopurina) no
meio de cultura para germinacdo de sementes de orquideas apresentou efeitos
positivos, como a reducdo do tempo de germinacdo de Encyclia phoenicea. Por
outro lado, a adicdo de BAP a diversos meios nutritivos resultou em efeitos
deletérios para a germinagdo de sementes imaturas de Cyrtopodium eugenii e C.
cristatum (CARAMASCHI & CALDAS, 1999). Martini (2001) obteve maior nUmero
de plantas quando sementes de Gongora quinquenervis foram incubadas em
meio MS sem a adicdo de reguladores vegetais. No Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da UFRB, testes de germinacdao com varios géneros e hibridos
de orquideas, tais como Schomb x Cattleya aclandiae, Brassavola flageralis x
Cattleya hausman,Cattleya aclandiae X Laelia grandis, revelaram que a auséncia
de reguladores vegetais no meio de cultura favorece uma germinacgéo
homogénea, com cerca de 30 a 60 dias de incubagao. De acordo com Bicalho
(2001), algumas espécies de orquideas apresentam inibidores nas sementes,
como o Cypripedium, sendo necessério pré-tratamento das sementes, antes da
germinacao.

O cultivo in vitro de orquideas utilizando folhas jovens atualmente vem
sendo relatado em Phalaenopsis e Vanda (TISSERAT & JONES, 1999; SEENI et
al., 2000), Acampe praemorsa (NAYAK et a.l, 1997), Spathoglottis plicata (TENG
et al.,1997) e Oncidium Gower Ramsey (CHEN et al., 1999; MURTHY & PYATI,



2002). Outros tipos de explantes que também vem sendo utilizados no cultivo sdo
as inflorescéncias (KUMAR et al., 1999), protocormos (CHEN et al., 2002), apice
meristematico (SILVA, 1977), dentre outros. O sucesso para qualquer via de
regeneracao in vitro depende de vérios fatores, onde os reguladores vegetais se
destacam como um dos principais controladores da morfogénese. O tipo e
concentracfes possibilitam as mais diferentes respostas das células in vitro
(BASTOS et al., 2007).

O presente trabalho objetivou estudar a variabilidade genética, biologia
floral e a propagacéo in vitro de P. lindleyanum var. sargentianum oriunda de

remanescente de Mata Atlantica no Estado da Bahia.
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CAPITULO 1

VARIABILIDADE GENETICA EM QUATRO POPULACOES DE
ORQUIDEA SAPATINHO EM SANTA TERESINHA, BAHIA !

! Artigo ajustado e submetido ao Comité Editorial da Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira.



VARIABILIDADE GENETICA EM QUATRO POPULACOES DE ORQU IDEA
SAPATINHO EM SANTA TERESINHA, BAHIA

RESUMO: O trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade genética em
quatro populacdes de Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum em Santa
Teresinha, Bahia, a partir da analise morfométrica de caracteres florais. Foram
avaliadas quatro populacbes do Monte da Pioneira, considerando-se 13
caracteres florais e empregando-se métodos estatisticos univariados e
multivariados (andlise discriminante canbnica e analise de agrupamento a partir
de distancia de Mahalanobis). Houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as
populacdes, pelo teste F, para 11 caracteres florais. Os individuos das
populacdes 1 e 2 apresentaram maiores tamanhos de pecas florais e os
individuos da populacdo 3 os menores tamanhos. O primeiro eixo canbnico
separou as populacdes 1 e 2, da 3 e 4. O segundo eixo canbnico separou a
populacdo 3 da 1 e 2. De acordo com a analise de agrupamento, a populacdo 3
divergiu das demais. Observou-se que as populagdes 2 e 3 sdo as mais distantes
geneticamente, e os caracteres florais que mais contribuiram para a formacéo dos

grupos foram a largura e o comprimento da sinsépala.

Palavras-chave: Orchidaceae, Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum,

flor, morfometria, analise multivariada.



GENETIC VARIABILITY IN FOUR POPULATIONS OF THE LADY SLIPPER
ORCHID IN SANTA TERESINHA, BAHIA

ABSTRACT: The objective of the present work was to study the genetic variability
in four populations of Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum in Santa
Teresinha, Bahia, by morphometric and floral characteristics. Four populations
from the Monte da Pioneira, considering 13 floral characteristics and using
univariate and multivariate statistical methods (canonical discriminant analysis and
cluster analysis with Mahalanobis distance), were evaluated. There was
significant difference (p < 0,05) between the populations by the F test for 11 floral
characteristics. Plants from populations 1 and 2 presented larger flowers and
those in population 3, smaller ones. The first canonical axis separated populations
1 and 2 from 3 and 4. The second canonical axis separated population 3 from 1
and 2. According to the cluster analysis, population 3 diverged from the others.
Populations 2 and 3 were the most genetically different and the floral
characteristics that mostly contributed to the clustering of the groups were width

and length of the sinsepal.

Key-words: Orchidaceae, Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum, flower,

morphometry, multivariate analysis.



INTRODUCAO

O Brasil possui grande diversidade e quantidade de espécies de orquideas
(SACHS, 2002), entretanto muitos representantes desta familia estdo sob ameaca
de extincdo nos seus habitats naturais. Os principais fatores de ameaca as
orquideas consistem na coleta de espécies em larga escala para fins comerciais,
ornamentais ou medicinais, e nas mudancgas das condi¢cfes ecoldgicas naturais
dos habitats (CRIBB & HERMANS, 2005; DUNKAN & COATES, 2005). A coleta
total de uma espécie em um determinado fragmento de mata, além de
desencadear desequilibrio entre outras espécies, levam o0s infratores a
procurarem outros pontos de coletas e assim sucessivamente, ocasionando a sua
extincdo regional (NAMBA, 2010).

O conhecimento da diversidade genética das orquideas ocorrentes numa
determinada regido abre varias possibilidades tanto para a conservacéo in situ,
como para o uso sustentavel desta diversidade (PERLEBERG, 2009).

O formato das flores, as cores das pecas florais e fragrancia séo
responsaveis pelo potencial ornamental das orquideas, e as peculiaridades de
cada género ou espécie intensificam a sua importancia econémica (MESQUITA et
al., 2007). O fato de serem amplamente disseminadas dentro da horticultura, ndo
modifica a situacdo de muitas espécies que se encontram em vias de extin¢ao,
havendo grande necessidade de retir4-las desta condicao (FARIA et al., 2001).

As orquideas sapatinho (Cypripedioideae: Orchidaceae), devido a sua
grande importancia horticultural, provavelmente constituem a subfamilia melhor
caracterizada entre as orquideas, onde extensas cole¢cdes tém sido utilizadas
como material para estudo contribuindo significativamente para o
desenvolvimento de pesquisas cientificas (COX et al., 1998). Essa subfamilia
compreende 0s géneros Cypripedium, Selenipedium, Phragmipedium,
Paphiopedilum e Mexipedium (ALBERT, 1994). A separacdo dos géneros tem

sido realizada por meio de caracteres vegetativos e florais (ATWOOD, 1984),



associados ou ndo aos marcadores moleculares (CAMERON et al., 1999; BORBA
et al., 2002; BORBA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008).

O género Phragmipedium encontra-se distribuido desde o México a
America do Sul, e esta se tornando cada vez mais popular (OAKELEY, 2009). No
Brasil, a espécie P. lindleyanum var. sargentianum € endémica da Mata Atlantica
e pouco se conhece ao seu respeito. O desenvolvimento de estudos envolvendo a
variabilidade genética desta espécie possibilitara conhecer o seu comportamento
no habitat natural e tracar estratégias para o seu aproveitamento e conservacao.

A variabilidade genética de uma espécie pode ser afetada diretamente pela
forma e pelo tamanho da populagéo, onde as populagdes pequenas sofrem mais
com os efeitos de endogamia, deriva genética e efeitos estocasticos, promovendo
diferenciacéo através da queda da heterozigosidade e reduc&o na variacao dentro
da populacdo (CRAWFORD, 1984; LOVELESS & HAMRICK, 1984; HAMRICK,
1989; HAMRICK & GODT, 1990). A variabilidade genética também ¢é essencial
para o melhorista, pois sem ela ndo seria possivel a obtencdo de progressos no
melhoramento das plantas, além disso, viabiliza o emprego de técnicas que
possibilitam a identificacdo de genotipos superiores (COIMBRA et al., 2004).

As flores sdo menos afetadas por principios ndo genéticos de variagdo do
que o0s Orgdos vegetativos. Muitas caracteristicas florais ndo somente
permanecem relativamente constantes dentre os individuos, mas também exibem
um plano estereotipado entre populagdes, espécies e, freqientemente, familias
(RICHARDS & BARRET, 1992).

Em orquideas, poucos sao os trabalhos envolvendo o estudo da
variabilidade genética por meio de caracteres florais. Normalmente empregam-se
esses caracteres aliados a técnicas de andlise multivariadas para identificacéo de
espécies proximas (PINHEIRO & BARROS, 2007). Tremblay (1997), investigando
a variacdo na morfologia floral entre populacbes de trés espécies de Lepanthes
Sw. em Porto Rico, verificou que o0s métodos univariados e multivariados
apresentaram diferencas significativas para a maioria dos grupos de individuos
(populacdes), demonstrando ser uma técnica eficiente, acessivel e de baixo
custo.

O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade genética em quatro
populacdes de P. lindleyanum var. sargentianum de Santa Teresinha, Bahia, a

partir da analise morfométrica de caracteres florais.



MATERIAL E METODOS.

1. Area de amostragem.

O estudo foi realizado na Serra da Jibdia, regido do Monte da Pioneira, nas
proximidades da Vila de Pedra Branca em Santa Teresinha no Estado da Babhia,
Brasil. A Serra da Jibdia € composta por montes de altitude entre 750 m e 840 m,
e se estende no sentido Norte-Sul com uma crista de 26 km de comprimento. Sua
area aproximada é de 59,28 km? abrangendo parte do territrio de cinco
municipios integrantes da Regido Econdmica do Recdncavo Sul da Bahia, sendo
eles Varzedo (31%); Santa Teresinha (27%); Elisio Medrado (21%); Castro Alves
(19%) e Séao Miguel das Matas (2%). A localizacdo geografica da Serra da Jibdia
situa-se em uma zona ecétona ou de transicdo, com clima variando entre o
tropical imido, mais ao Sudeste e ao leste, e o tropical semi-umido, mais ao Norte
e a Oeste. A temperatura média anual € de 21°C e o indice pluviométrico é de
1.200 mm, apresentando variacbes em funcdo da altitude e da maritimidade. Na
serra encontra-se um mosaico de formagfes vegetais, desde floresta ombrofila
densa, passando para a floresta estacional decidual a caatinga arb6rea com
palmeiras, e no topo os campos rupestres. Os solos variam em funcdo da altitude,
mas predominam os latossolos e os podzoélicos (TOMASONI & SANTOS, 2003).

2. Material vegetal.

Foram realizadas, em agosto de 2007, viagens de prospeccdo para
localizagdo de populagbes de P. lindleyanum var. sargentianum. Das cinco
populacdes identificadas, quatro estavam em periodo de floracdo sendo utilizadas
para coleta de dados (Tabela 1). As plantas foram escolhidas aleatoriamente em
seus locais de origem, e as amostras constituidas por diferentes tamanhos
respeitando-se a abundancia das popula¢cdes na natureza (Tabela 1). Devido a
coleta indiscriminada e predatéria dessa espécie ndo serdo fornecidos dados
mais precisos da localizacdo das populacdes. Para a coleta de dados foram
utilizados apenas caracteres florais (Tabela 2), conforme ilustra a Figura 1, sendo
eles mensurados em milimetros com auxilio de um paquimetro digital. Para cada

carater considerou-se a média de trés flores por planta.



Tabela 1. Populacdes de P. lindleyanum var. sargentianum, com respectivos

tamanhos amostrais e altitudes dos locais de coleta. Santa Teresinha-BA, 2007.

Populacéo Tamanho amostral Altitude (m)
1 17 225-655
2 11 246-733
3 10 337-463
4 14 201-764

Pétala lateral

Figura 1. Flores de P. lindleyanum var. sargentianum. Santa Teresinha-BA,

2007. Foto: Daniela de Souza Hansen.



Tabela 2. Caracteres florais avaliados e siglas correspondentes em P.

lindleyanum var. sargentianum. Santa Teresinha-BA, 2007.

Caracteres Sigla dos caracteres
Comprimento da sépala dorsal CS
Largura da sépala dorsal LS
Comprimento da pétala lateral CP
Largura da pétala lateral LP
Comprimento da sinsépala CSlI
Largura da sinsépala LSI
Comprimento da pétala labelo CL
Largura da pétala labelo LL
Diametro da entrada da pétala labelo DL
Comprimento do ovario CO
Espessura do ovario EO
Comprimento da coluna CC
Largura da coluna LC

3. Andlise estatistica.

Os dados coletados foram submetidos a anélise de variancia univariada e a
significancia das populacdes foi feita pelo teste de F. As médias das populacdes
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foram calculadas
as correlacdoes de Pearson entre os caracteres avaliados e sua significancia foi
testada pelo teste de t a 5% de probabilidade. Foi realizada anéalise multivariada
de agrupamento considerando a distancia generalizada de Mahalanobis. Para o
agrupamento entre as populacdes utilizou-se o método UPGMA. Foi calculado o
coeficiente de correlacao cofenético entre a matriz de distancia original e a matriz
de agrupamento. Foi realizada também andalise multivariada discriminante
can0nica para verificar as relagdes entre as populacdes. Esta andlise foi utilizada
por considerar as correlagdes residuais existentes entre as médias das
observagbes, 0 que se traduz numa vantagem em relacdo aos componentes
principais. Na analise de variaveis canodnicas, o principio de conglomeracao

baseou-se na distdncia de Mahalanobis. As analises foram realizadas com os



programas SISVAR (FERREIRA, 2003), GENES (CRUZ, 2001) e STATISTICA
(STATSOFT INC., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 pode-se observar que as populacdes de P. lindleyanum var.
sargentianum apresentaram diferencas significativas (p<0,05) na analise de
variancia pelo teste de F para todos os caracteres analisados com excecao da
espessura do ovario (EO) e largura da coluna (LC). Pinheiro & Barros (2007),
encontram seis caracteres florais que apresentaram diferencgas significativas entre
Epidendrum secundum e Epidendrum denticulatum. Cardim et al. (2001),
estudando a variabilidade genética intra-especifica em Oncidium varicosum Lindl.,
observou que houve diferenca significativa entre as populacées, pelo teste F, para

todos os caracteres florais avaliados.

Tabela 3. Andlise de variancia e teste F para os caracteres® florais avaliados em
quatro populacdes de P. lindleyanum var. sargentianum. Santa Teresinha-BA,
2007.

F.V. G.L. Quadrados médios
cs’ LS* CP* LP* csIt LSI* cL*
Populacdes 3 422,03** 109,20** 784,28** 57,06** 427,24** 219,24** 295.28**
Residuo 48 3,92 1,28 3,87 0,59 1,31 0,78 5.76
F.V. G.L. Quadrados médios
LL* DL* co* EO" cc’ LC'
Populacdes 3 107,07** 31,22* 540,27** 0,78 12,75  0.41™
Residuo 48 1,60 2,80 23,62 0,30 0,66 0.20

' Caracteres descritos na Tabela 2.
"® n&o significativo, pelo teste  F, * significativo a 5% pelo teste F, ** significativo a 1% pelo
teste de F.

As médias e os desvios-padrdes de todos os caracteres, bem como o teste
de Tukey para contrastes entre as médias das popula¢des, encontram-se na
Tabela 4. A populagdo 1 apresentou os maiores valores para comprimento da
sépala dorsal, largura da sépala dorsal e comprimento da pétala lateral (49,24
mm, 19,41 mm e 68,94 mm, respectivamente), e a populacdo 3 apresentou 0s
menores valores ( 35,80 mm, 12,60 mm e 51,90 mm, respectivamente). Para
comprimento e largura da sinsépala os maiores valores foram observados na
populacdo 2 (40,73 mm e 23,82 mm), seguida pela populacdo 1 (36,65 mm e

24,59 mm), e os menores valores na populacdo 3 (26,70 mm e 15,00 mm). O



comprimento, largura e didmetro da pétala labelo tiveram maiores valores na
populacdo 2 (46,82 mm, 24,73 mm e 18,09 mm, respectivamente), enquanto a
populacdo 4 apresentou para largura e diametro da pétala labelo os menores
valores (17,71 mm e 14,36 mm). A populacdo 2 também apresentou 0s maiores
valores para comprimento do ovario (69,27 mm) e comprimento da coluna (5,64

mm).

Tabela 4. Médias e desvios-padrbes (entre parénteses) em mm, considerando 13
caracteres em quatro populacdoes de P. lindleyanum var. sargentianum. Santa
Teresinha-BA, 2007.

Populacao

Carater* 1 2 3 4

CS 49,24 (2,66) a 40,55 (1,75) c 35,80 (1,81)d 44,64 (1,08) b
LS 19,41 (1,73) a 16,27 (0,47) b 12,60 (0,70) d 14,93 (0,73) ¢
CP 68,94 (2,14) a 63,91 (1,76) b 51,90 (0,99) d 55,93 (2,37) c
LP 11,24 (0,75) b 14,00 (0,89) a 8,30 (0,82) c 11,57 (0,65) b
Csl 36,65 (1,11) b 40,73 (1,49) a 26,70 (0,82) d 30,93 (1,07) c
LSI 24,59 (0,71) a 23,82 (0,75) a 15,00 (0,82) ¢ 20,50 (1,16) b
CL 36,53 (4,00) c 46,82 (0,87)a 40,20 (0,79) b 44,64 (0,74) a
LL 19,53 (1,46) b 24,73 (1,10) a 19,80 (0,92) b 17,71 (1,33) c
DL 16,65 (2,47)ab 18,09 (1,45)a 15,60 (0,52) bc 14,36 (1,01) c
CO 60,94 (6,12) b 69,27 (5,02) a 51,90 (0,99) c 59,00 (4,59) b
EO 3,35(0,49) a 3,45 (0,69) a 3,20 (0,42) a 3,79 (0,58) a
CC 3,65 (1,00) b 5,64 (0,50) a 3,30 (0,48) b 3,64 (0,93) b
LC 2,82 (0,53) a 2,91 (0,30) a 3,00 (0,00) a 3,21 (0,58) a

' Caracteres descritos na Tabela 2.
Popula¢cdes com a mesma letra nas linhas ndo diferem
pelo teste de Tukey.

significativamente (p>0,05) entre si

Os resultados observados nas populacdes 1 e 2 provavelmente exercem
grande influéncia sobre os vetores de polen, ja que flores com maior tamanho,
aliado a sua coloracdo amarela, podem tornar a espécie mais evidente em meio a
vegetacao favorecendo o seu sucesso reprodutivo. Cruzamentos entre genotipos
das populacdes 1 e 2 possivelmente favorecam a obtencédo de plantas com boa

conformacao de flor potencializando a sua aptiddo ornamental, podendo servir



também como base para o cruzamento com outras espécies de Phragmipedium
para a obtencdo de hibridos. Caracteristicas como boa coloracdo, tamanho e
namero de flores aumentam o valor comercial de uma espécie. Entretanto a
planta para ser inserida no mercado de ornamentais precisa ser competitiva com
os hibridos ja disponiveis (FILLIETTAZ, 2007). Koopowitz (2008) relata que a
espécie P. lindleyanum var. sargentianum originou 43 hibridos, destacando-se
entre eles o P. Andean Fire (cruzamento com P. besseae).

O conhecimento sobre as correlagdes de caracteres florais em orquideas €
uma ferramenta importante para a compreensdo do seu comportamento na
natureza e o melhoramento genético, pois permite conhecer a influéncia que uma
caracteristica tera sobre outras aparentemente independentes. As caracteristicas
morfolégicas capazes de diferenciar individuos, ou seja, os fendtipos de facil
identificacdo sdo normalmente determinados por um unico alelo e possuidores de
alta herdabilidade (RAMALHO et al., 2004).

Em caracteres florais, devido a especificidade entre flor e agente
polinizador, a influéncia do ambiente € minima e a sua variabilidade € quase que
exclusivamente genética (CARDIM et al., 2001), desta forma a selecdo de
genadtipos com caracteristicas de interesse pode ser realizada em qualquer ano
de floracdo. Assim, nas correlacdes fenotipicas positivas e significativas, os
caracteres podem ser considerados uma unica unidade de selecéao, enquanto nas
correlagbes negativas, ha dificuldade em selecionar, simultaneamente, os
caracteres superiores.

A Tabela 5 apresenta os resultados da correlacdo entre as pecas florais de
P. lindleyanum var. sargentianum. A alta correlacdo observada entre varios pares

de caracteres justificou a realizacédo de analises multivariadas (MANLY, 1994).



Tabela 5. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre os pares de caracteres florais em quatro populagdes de

P. lindleyanum var. sargentianum. Santa Teresinha-BA, 2007.

LS* CP* LP* CslI* LSI* CL* LL* DL* Cco! EO* CccC! LC*
Cs* 0,76**  0,68** 0,25 0,38*  0,70* -0,31* -0,24™  0,07™ 0,20™ 0,08™ -0,10™ -0,05™
LS* 0,85** 0,34 0,65 0,81**  -0,49** 0,06™ 0,19" 0,37* -0,09" 0,11 -0,13™
CP* 0,45**  0,79**  0,88* -0,35* 0,26™ 0,45* 0,45* -0,13™ 0,25™ -0,27*
LP* 0,78**  0,68** 0,43* 0,49** 0,36* 0,66** 0,23™ 0,55** -0,10™
cslI* 0,85** 0,06"™ 0,60** 0,47* 0,74  -0,02"™ 0,54** -0,23™
LSI* -0,12" 0,24 0,31* 0,57  -0,01"™ 0,34* -0,13™
CL* 0,37* 0,18"™  0,25™ 0,25"™ 0,51** 0,30*
LL* 0,55** 0,51  -0,14™ 0,54** -0,28*
DL* 0,26 0,08™ 0,41* -0,10™
Cco* 0,24 0,42* -0,11"™
EO* 0,00™ 0,25"™
CccC! 0,22"

" Caracteres descritos na Tabela 2.
** @ * significativo a 1% e 5%, respectivamente pelo teste de t; ns= nao significativo.



Houve associacéo positiva e significativa entre comprimento da sépala dorsal
(CS) e largura da sépala dorsal (LS), comprimento da pétala lateral (CP),
comprimento da sinsépala (CSl) e largura da sinsépala (LSI), enquanto que a
associacao negativa significativa foi observada com o comprimento da pétala labelo
(CL). Esse resultado indica que genodtipos com maior comprimento da sépala
possuem flores maiores e provavelmente mais atrativas aos polinizadores na
natureza. Entretanto, quando se pretende trabalhar com o melhoramento genético
visando um mercado de plantas ornamentais essa caracteristica apesar de
possibilitar a obtencdo de flores maiores ira proporcionar uma pétala labelo de
menor tamanho, 0 que ndo é desejavel ja que sua beleza reside em seu formato
exotico.

A largura da pétala lateral € uma caracteristica que agrada bastante aos
admiradores de orquideas, e na correlacdo realizada verificou-se sua associacao
positiva e significativa principalmente com o comprimento, largura e diametro da
pétala labelo. A pétala labelo das orquideas sapatinho esta relacionado ao
mecanismo de polinizacdo das espécies (tipo armadilha), conseqientemente uma
pétala labelo maior pode aumentar a probabilidade da flor ser polinizada. A
dimensédo da boca da pétala labelo e dos orificios de escape (saida da pétala labelo
onde se encontra o estigma e anteras), por exemplo, podem determinar possiveis
polinizadores (STOUTAMIRE, 1967).

A largura da pétala lateral também esta associada positivamente e
significativamente com o comprimento do ovario e comprimento da coluna. Um maior
comprimento do ovario € interessante, pois possibilita uma melhor visualiza¢do da
flor no escapo floral, ja que antes de ser fecundado confunde-se com o pedicelo.

O comprimento da pétala labelo esta associado positivamente e
significativamente com a largura da coluna. O contato dos agentes polinizadores
com a coluna ird influenciar no sucesso reprodutivo das espécies, portanto quanto
maior o seu comprimento e largura, maiores as chances de polinizacéo, ja que este
carater floral compreende os 6rgaos sexuais masculinos e femininos.

A andlise discriminante canbnica tem por finalidade obter a melhor
discriminagdo entre os individuos, alocando-os em suas devidas populagfes, e
permitir a classificacdo de novos materiais genéticos, de comportamento
desconhecido, em populagdes ja conhecidas (CRUZ, 2006).

Na Figura 2, pode-se observar os grupos formados pela andlise discriminante

canodnica, onde verifica-se que o primeiro eixo candnico, que representa 81,46% da



variacdo (Tabela 6), separou completamente as populacfes 1 e 2 das populagdes 3
e 4. No segundo eixo candnico, que representa 13,94% da variacao (Tabela 6), a
populacdo 3 separa-se completamente da populacao 1 e 2. O primeiro e o segundo
eixo canobnico representam 95,40% da variagdo total observada entre as
populacdes. Esses resultados sdo concordantes com aqueles apresentados pela
Tabela 4, havendo uma separagdo por gradiente de tamanho das flores.
Comportamento semelhante foi observado por Cardim et al. (2001), estudando a

variabilidade genética intra-especifica em Oncidium varicosum Lindl.
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Figura 2. Escores provenientes da analise discriminante canfnica entre
quatro populacbes de P. lindleyanum var. sargentianum, considerando o

primeiro e o0 segundo eixo candnico. Santa Teresinha-BA, 2007.



Tabela 6. Coeficiente padronizado para os caracteres florais em quatro populacdes

P. lindleyanum var. sargentianum. Santa Teresinha-BA, 2007.

Eixo Candnico

Caracteres

CAN 1 CAN 2
CS 0,060 0,803
LS -0,777 0,132
CP -0,245 0,383
LP -0,430 -0,278
CSl -0,846 -0,153
LSI -0,970 -0,036
CL -0,981 -0,559
LL -0,045 -0,457
DL -0,020 -0,093
CO -0,075 -0,307
EO -0,415 0,354
cC 0,029 -0,313
LC 0,402 -0,087
% Acumulativa 81,46 13,94

Para testar o poder discriminatorio da analise discriminante canénica realizou-
se a andlise de agrupamento de acordo com o método UPGMA, com base na matriz
de dissimilaridade fundamentada nas distancias generalizadas de Mahalanobis (D?).
Na Figura 2 observa-se o fenograma resultante da andlise que revelou o
aparecimento de dois grupos distintos. O coeficiente de correlacdo cofenético foi
médio (0,72), pois valores abaixo de 0,8 indicam distor¢cdes significativas no
fenograma. A partir dos resultados da andlise de agrupamento (Figura 3), sugere-se
que as quatro populacdes sejam classificadas em dois grupos: o primeiro formado
pelas populacbes 1, 2 e 4, que sdo mais proximas entre si, e 0 segundo formado
pela populagao 3.

As variaveis que mais contribuiram para a formacdo dos grupos, por ordem
de importancia foram LSI (29,46%), CSI (28,65%), LS (10,19%), LP (8,81%), CP
(6,61%), CL (6,38%), CS (3,59%), LL (3,33%), CO (1,10%), DL (0,60%), CC (0,55%),
EO (0,40%), LC (0,31%).
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Figura 3. Fenograma obtido a partir da distancia generalizada de Mahalanobis entre
as quatro populacdes de P. lindleyanum var. sargentianum, pelo método UPGMA,
considerando caracteres florais. Ponto de corte = 422,62; Correlacdo cofenética =
0,72. Santa Teresinha-BA, 2007.

A Tabela 7 indica que as populacdes 2 e 3 sdo as mais distantes entre si, em
concordancia com os dois eixos da andlise discriminante candnica (Figura 2). O
método de agrupamento utilizado foi eficiente indicando que os grupos foram bem
definidos.

Tabela 7. Distancia generalizada de Mahalanobis entre as quatro populacdes P.

lindleyanum var. sargentianum. Santa Teresinha-BA, 2007.

. Populacao
Populacao
1 2 3 4
1 0,00
2 175,83 0,00
3 667,33 955,15 0,00
4 151,85 316,17 269,40 0,00




O agrupamento obtido para as populacdes 1, 2 e 4 (Figura 3) provavelmente
se deve a um alto fluxo génico entre elas. Em orquideas, o vento favorece o fluxo
génico principalmente por meio das sementes. Os tipos de vetores de pélen
exercem também grande influéncia no fluxo génico das populacdes, a exemplo das
pequenas abelhas dos géneros Trigona e Melipona que tem um alcance
intermediario por ndo se distanciarem mais que 200 m de suas coldnias (JAZEN,
1971). A polinizagdo por pseudo-mecanismos observada em algumas orquideas
influencia no fluxo génico das espécies, ja que o polinizador ao perceber que esta
sendo enganado permanece pouco tempo nas flores e vai normalmente embora da
populacdo (DRESSLER, 1981; NILSSON, 1992; BORBA & BRAGA, 2003). O
isolamento das populagdes seria maximo se a reproducao ocorresse em sua maioria
por autogamia. A autogamia tem sido considerada como uma forma de reproducao
que promove baixa variabilidade genética (FAEGRI & VAN DER PIJL, 1979),
entretanto a familia Orchidaceae apresenta alguns mecanismos para evitar a
autopolinizagdo e hibridizacdo entre espécies, principalmente ao nivel de polinizacao
(VAN DEN PIJL & DODSON, 1966; DRESSLER, 1993). Em estudo desenvolvido por
Peakall & Beattie (1991) foram encontradas evidéncias de intensa endogamia em
populacbes de uma orquidea australiana polinizada por formigas (51% de

autopolinizag&o).

CONCLUSAO

Existe variabilidade genética entre as populacbes para a morfometria das
pecas florais, principalmente entre as populacbes 2 e 3 por serem mais distantes
geneticamente, possibilitando o seu uso em futuras hibridizacdes, trabalhos de

melhoramento genético e conservagado da espécie.
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BIOLOGIA FLORAL DE ORQUIDEA SAPATINHO EM REMANESCEN TE DE
MATA ATLANTICA, BAHIA, BRASIL.

RESUMO: O objetivo do trabalho foi analisar a biologia floral de Phragmipedium
lindleyanum var. sargentianum na Serra da Jiboia, municipio de Santa Teresinha,
Bahia, Brasil, por meio de estudos sobre a fenologia da floragdo, morfologia floral,
sistema reprodutivo, visitantes florais e padrdo de distribuicdo espacial, visando
propor acbes fundamentadas de restauracdo para a conservacao da espécie. O
estudo da fenologia da floracdo foi realizado durante trés anos onde se verificou o
periodo de inicio, o pico e o final da floracdo. A morfologia floral foi realizada em
campo e laboratério por meio de afericbes e descricdo das pecas florais. O sistema
reprodutivo foi verificado por meio de testes de polinizacdo. O estudo sobre os
visitantes florais foi realizado por meio de observa¢cdes em campo. O estudo sobre 0
padrdo de distribuicdo espacial foi realizado amostrando-se 140 parcelas de 4m?
cada, inventariando os individuos jovens e adultos das parcelas, e calculando-se o
indice de Morisita (IM) e a razéo de variancia/média (R). A floracao durou cerca de 2
meses e meio, e 0 Sseu pico ocorreu em setembro. As flores duraram em média 9,4
dias, foram amarelas, inodoras, zigomorfas, deciduas, possuiram aproximadamente
8,0 x 12,0 cm, posicionaram-se uma a quatro no topo do escapo floral e em algumas
ramificacbes na parte superior. A frutificacdo natural foi alta, assim como a
frutificacdo apds a polinizacdo cruzada manual e autopolinizacdo manual, e os frutos
necessitaram de cerca de 75 dias para alcancarem a maturidade. Os principais
visitantes florais foram os curculionideos Montella sp. e Stethobaris sp., e as
abelhas Nannotrigona testaceicornis, Trigona fuscipennis Friese e Augochloropsis

sp. O padréo de distribuicdo espacial foi agregado.

Palavras-chave:  Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum, fenologia,

reproducdo, visitantes florais, distribuicdo espacial.



FLORAL BIOLOGY OF THE LADY SLIPPER ORCHID IN REMAIN ING ATLANTIC
FOREST IN BAHIA, BRAZIL.

ABSTRACT: The objective of the present work was to analyze the floral biology of
Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum in Serra da Jiboia in the county of
Santa Teresinha, Bahia, Brazil, by studying the floral phenology, floral morphology,
reproductive system, floral visitors and special distribution pattern aiming to provide
basic fundamental restoration practices for preservation of the species. The floral
phenology study was carried out during three years whereas the initial peak and final
flowering period were analyzed. Floral morphology was carried out in the field and in
the laboratory by measurements and description of the flowers. The reproductive
system was evaluated by pollination tests. Study regarding floral visitors was carried
out by field observations. The study regarding the spacial distribution pattern was
carried out by sampling 140 plots of 4m2 each, counting the young and adult plants
of the plots and calculating the Morisita index (M) and the variance/average ratio (R).
Flowering lasted for approximately 2 months and a half and its peak was in
September.  Flowers lasted in average, 9.4 days, were yellow, scentless,
zigomorphic, deciduous, approximately 8.0 x 12.0 cm, 1 to 4 positioned at the top of
the floral scape and in some ramifications at the top. Natural frutification was high as
well as frutification after manual cross pollination and self manual pollination and
fruits needed approximately 75 days in order to reach maturity. Main floral visitors
were the Montella sp. and Stethobaris sp. weevils and Nannotrigona testaceicornis,
Trigona fuscipennis Friese and Augochloropsis sp. bees. The spacial distribution

pattern was aggregated.

Key-words: Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum, phenology,

reproduction. flower visitors, special distribution.



INTRODUCAO

O género Phragmipedium, conhecido popularmente, como *“sapatinho”,
pertence a subfamilia Cypripedioideae, encontra-se distribuido desde o México a
América do Sul e abrange 21 espécies em seis secbes classificadas como
Phragmipedium, Himantopetalum, Lorifolia, Micropetalum, Platypetalum e
Schluckebieria, (GRUSS, 2003; BRAEM, 2004; OAKELEY, 2009). A lista oficial da
flora brasileira ameacada de extincdo (MMA, 2008) inclui Phragmipedium
lindleyanum (R.H.Schomb. ex Lindl.) Rolfe var. sargentianum (Rolfe) O. Gruss, uma
espécie de distribuicdo restrita ao bioma Mata Atlantica. No Brasil, esta espécie é
encontrada apenas nos Estados de Alagoas, Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro
(FELIX & GUERRA, 2005; BARBOSA, 2007; AMORIM et al., 2009). Esta espécie,
como as demais da subfamilia Cypripedioideae, difere das outras orquideas por
possuir dois estames férteis; uma sépala dorsal grande e uma sinsépala composta
por sépalas laterais fundidas; um labelo grande em forma de saco; e um estamindide
grande em forma de escudo (BURNS-BALOGH & HESSE, 1988; COX et al., 1997).

A maioria das espécies de orquideas tende a ser polinizada por uma ou
poucas espécies de polinizadores (DODSON, 1962; VAN DER PIJL & DODSON,
1966; TREMBLAY, 1992). Apesar de muitas vezes nao apresentarem barreiras
reprodutivas, tanto inter como intra-especifica, adaptagBes morfologicas para
polinizadores especificos asseguram, na maioria das vezes, a polinizacdo cruzada.
Estes sdo considerados os fatores mais importantes no desenvolvimento e
manutencdo do grande numero de espécies na familia (GARAY, 1960; DODSON,
1962; VAN DER PIJL & DODSON, 1966; FAEGRI & VAN DER PIJL, 1979). Por essa
razdo, varios autores como Dodson (1962), Dressler (1968, 1981, 1993) e van der
Pijl & Dodson (1966) vém enfatizando a importancia de se conhecer a biologia
reprodutiva das espécies de Orchidaceae, principalmente a polinizacao, para melhor
entendimento dos padrbes de variacdo e da evolucdo deste grupo e, partindo



desses conhecimentos, elaborarem um sistema de classificacdo mais natural para a
familia.

As Orchidaceae normalmente atraem seus polinizadores por meio de
recompensas como polen, néctar, oOleos florais, tricomas, resinas e compostos
aromaticos. Outras atraem os polinizadores enganando-os por meio de caracteres
como cores e fragrancias florais, que estimulam a busca por alimento. H4 também
aquelas que produzem fragrancias florais mimetizando os ferorménios sexuais de
fémeas de insetos, ou que possuem caracteristicas da flor semelhantes a fémeas de
insetos atraindo-os pela possibilidade de copulacdo. Entre os grupos de insetos
responsaveis pela polinizacdo de orquideas tém-se as ordens Hymenoptera,
Diptera, Lepidoptera e Coleoptera, (VAN DER PIJL & DODSON, 1966; GREGG,
1991a,b; KAISER, 1993; SINGER, 2004).

No género Phragmipedium, as flores funcionam como armadilhas que
capturam os insetos, e na tentativa de sairem da pétala labelo encontram em seu
caminho os 6rgdos sexuais da flor. Estas armadilhas s6 tendem a funcionar se o
inseto vetor € do tipo e tamanho apropriados. Se o vetor € muito grande, ele sera
incapaz de escapar e vai morrer na armadilha. Se for muito pequeno, pode escapar,
mas ser incapaz para efeito de polinizagdo. Nessas espécies o polinizador
normalmente € uma abelha ou uma pequena mosca da familia Syrphidae
(DRESSLER, 1993; KOOPOWITZ, 2008).

A morfologia floral também tem grande influéncia sobre a polinizacéo, pois
pode favorecer a transferéncia de poélen entre as flores ou desestimular ou impedir o
acesso aos recursos florais por outros animais que nao os agentes de polinizacéo
mais eficientes (WILSON & THOMSON, 1996; AIGNER, 2004). O modo como o
polen é depositado e removido do corpo dos polinizadores e a quantidade de pdlen
transferido por visita também esta relacionado a morfologia da flor (CAMPBELL et
al., 1991).

Em Orchidaceae, a ocorréncia de autopolinizagdo € evitada, principalmente,
devido a existéncia de mecanismos florais (JOHANSEN, 1990). A coluna ou
ginostémio é a principal parte do aparelho reprodutor das orquideas sendo
constituido por pistilos e estames. Esta estrutura localiza-se na porcao inferior da
pétala labelo e nela encontra-se inserido o estilete e o estigma que serve de
condutor do tubo polinico ao ovario. No apice do filete do estame encontra-se uma
porcdo dilatada sacular que encerra as polineas, constituidas por massas de gréos
de pdlen agrupadas na antera (BLOSSFELD, 1999).



Estudos da biologia floral e seus eventos biologicos possibilitam auxiliar as
etapas de manejo, domesticacdo e melhoramento genético de espécies, explicar as
relacdes existentes entre as plantas e o ambiente em que vivem, além de contribuir
na interpretacdo de mecanismos relacionados a polinizagdo (OLIVEIRA et al., 2003).

O conhecimento sobre a fenologia floral permite estabelecer o momento,
duracdo e intensidade da florada em uma espécie, assim como a sua influéncia
sobre o comportamento dos polinizadores (AKER, 1982; TSCHAPKA, 2004).
Estudos fenoldgicos procuram discutir como eventos biologicos repetitivos, tais
como floracéo e frutificacédo, estédo relacionados com a sazonalidade climatica e as
interacOes ecologicas (FRANKIE et al., 1974). Entretanto, a fenologia das plantas
pode ser interrompida devido a alteracdes climaticas ocasionadas por perturbagdes
ambientais e mudancas de paisagens.

O objetivo deste trabalho foi analisar a biologia floral de Phragmipedium
lindleyanum var. sargentianum na Serra da Jibdia, municipio de Santa Teresinha,
Bahia, Brasil, por meio de estudos sobre a fenologia da floragdo, morfologia floral,
sistema reprodutivo, visitantes florais e padrdo de distribuicdo espacial, visando

propor acdes fundamentadas de restauracéo para a conservacao da espécie.

MATERIAL E METODOS

1. Local de estudo.

O estudo foi realizado na Serra da Jibdia, regido do Monte da Pioneira, nas
proximidades da Vila de Pedra Branca em Santa Teresinha no Estado da Bahia,
Brasil. A Serra da JibGia € composta por montes de altitude entre 750 m e 840 m, e
se estende no sentido Norte-Sul com uma crista de 26 km de comprimento. Sua
area aproximada é de 59,28 km?, abrangendo parte do territério de cinco municipios
integrantes da Regido Econdmica do Reconcavo Sul da Bahia, sendo eles Varzedo
(31%); Santa Teresinha (27%); Elisio Medrado (21%); Castro Alves (19%) e Séao
Miguel das Matas (2%). A localizacdo geografica da Serra da Jiboia situa-se em uma
zona ecotona ou de transicdo, com clima variando entre o tropical umido, mas ao
Sudeste e ao leste, e o tropical semi-Umido, mais ao Norte e a Oeste. A temperatura
média anual é de 21°C e o indice pluviométrico é de 1.200 mm, apresentando
variagbes em fungdo da altitude e da maritimidade. Na serra encontra-se um

mosaico de formagfes vegetais, desde floresta ombréfila densa, passando para a



floresta estacional decidual a caatinga arbdérea com palmeiras, e no topo 0os campos
rupestres. Os solos variam em funcéo da altitude, mas predominam os latossolos e
0s podzolicos (TOMASONI & SANTOS, 2003).

2. Material vegetal.

Foram utilizadas plantas, flores e frutos de P. lindleyanum var. sargentianum
para a coleta de dados e confeccdo de excicata. O material testemunho foi
herborizado e esta depositado no herbario da Universidade Federal do Recdncavo
da Bahia (UFRB) — D.S. Hansen 001. Devido a coleta indiscriminada e predatoria

dessa espécie nao serdo fornecidos dados mais precisos da populacéo encontrada.

3. Fenologia da floracao.

A observacéao da fenologia floral foi realizada de oito em oito dias, nos meses
de julho a dezembro de 2007, 2008 e 2009. Foram etiquetados 55 individuos em
2007, 42 em 2008 e outros 38 em 2009, escolhidos aleatoriamente. Verificou-se o
periodo de inicio, o pico, e o final da floracdo. Considerou-se como pico de floracéao
o periodo no qual mais que 50% dos individuos amostrados estavam floridos. Com o
auxilio de um termohigrometro digital MOD.HY 303C, foram aferidas temperatura e
umidade trés vezes ao dia as 05:30 h, 12:00h e 17:30 h.

4. Morfologia floral.

O estudo da morfologia floral foi desenvolvido em outubro de 2009, sendo as
flores analisadas frescas ou apds terem sido previamente conservadas em alcool
70%, quando necessario sob estereomicroscépio da marca Leica EZ4D. As imagens
foram registradas com auxilio de Camera Digital Sony Cyber-Shot DSC-W290. A

duracao das flores foi registrada utilizando-se 1 flor de 12 individuos.

5. Sistema reprodutivo.

O sistema reprodutivo foi verificado no campo em outubro de 2009, com base
na metodologia de Kearns & Inoue (1993), aplicando-se 0s seguintes tratamentos: 1)
polinizacdo aberta — botbes florais foram apenas etiquetados; 2) autopolinizacao

espontanea — flores em pré-antese foram ensacadas e permaneceram assim até a



frutificacdo ou queda da flor; 3) autopolinizacdo manual — flores foram ensacadas na
pré-antese e, na antese, foram polinizadas com a propria polinea; 4) polinizagédo
cruzada manual — flores foram ensacadas na pré-antese e, na antese, foram
polinizadas com polinea de outro individuo; 5) agamospermia — flores foram
emasculadas (polinea foi retirada) e ensacadas, permanecendo assim até a
frutificacdo ou queda da flor. Todos os tratamentos foram realizados sob as mesmas
condicdes, forcando a deposicdo de polinarios recém removidos e ainda targidos
nos estigmas das flores. Nas poliniza¢gbes cruzadas os polinarios foram colocados
em uma placa de Petri com um disco de papel filtro previamente umedecido com
agua destilada. As flores foram ensacadas com sacos de tule utilizando um total de
32 individuos. Devido a escassez de flores produzidas pelos individuos, foram
utilizadas apenas dez flores por tratamento encontrando-se todas as flores no
primeiro dia de antese, com isso buscou-se também nao manipular toda a
inflorescéncia. A frutificagcéo foi acompanhada semanalmente até a maturagdo dos

frutos.

6. Visitantes florais.

Os visitantes florais foram observados no campo entre 31 de agosto a 02 de
dezembro de 2009, sendo realizada nesse periodo uma visita por semana com
duracéo de trés dias de 05:30 h as 17:30 h, totalizando 504 horas. Foram anotados,
para cada visitante floral, dados como o comportamento e horario de visita. As
coletas foram efetuadas com sacos plasticos transparentes no momento em que o
visitante floral se encontrava dentro do labelo, sendo as plantas floridas escolhidas
aleatoriamente. Os individuos capturados foram acondicionados em camaras
mortiferas contendo acetato de etila e separados individualmente, por data e horario
de coleta. No Laboratério de Entomologia da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia foram armazenados por via seca (montagem em tridngulo de plastico em
alfinete entomoldgico ou s6 em alfinete entomologico) e fotografados, sendo
enviados para identificacdo por especialistas. O material coletado se encontra na
colecdo do Laboratério de Entomologia da UFRB e na colecdo do Museu de
Zoologia - USP. Nao foram realizadas observacdes noturnas. A eventual ocorréncia
de visitas noturnas foi investigada através da conferéncia, pela manha, de flores

marcadas na tarde anterior.



7. Distribuicao espacial.

Para o estudo da distribuicdo espacial foram demarcadas 140 parcelas de 2x2
m, totalizando 1.000 m? de area amostrada. As parcelas foram arranjadas em 12
transeccdes, paralelas a uUnica trilha que da acesso a maior populacdo de P.
lindleyanum var. sargentianum no local. As transecc¢es apresentaram seis parcelas
cada, sendo 72 a direita da trilha e 72 a esquerda, com referenciamento de 5 m em
5 m entre parcelas e 2 m em e 2 m entre transecto. Foi realizado previamente em
campo, nos anos de 2007, 2008 e 2009, o acompanhamento da fenologia
reprodutiva da espécie, caracterizando como “adultos” os individuos que
apresentavam inflorescéncias durante o periodo de observagdo correspondente a
fase reprodutiva da espécie. Na categoria “jovens” foram enquadrados aqueles
pertencentes aos demais estadios ontogenéticos. Como a espécie apresenta
reproducao clonal, cada touceira (conjunto de rebentos) isolada foi considerada
como um individuo. O inventario de jovens e adultos foi feito durante o més de
novembro de 2009. Para identificar o padrédo de distribuicdo espacial, utilizou-se o
indice de Morisita (IM) e a Raz&o Variancia/média (R) (KREBS, 1989). Os dados
foram organizados e analisados pelo programa Excel 2007. A significancia
estatistica foi constatada através do valor x* (Qui Quadrado) para um dado ndimero

de graus de liberdade (gl), e a nivel de significancia, desejados.
RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Fenologia da floracéao.

A floracdo de P. lindleyanum var. sargentianum durou cerca de 2 meses e
meio. Esse tempo pode estar sujeito a influéncia de diversos fatores como
hereditariedade, fatores quimicos, taxa de crescimento, termo e fotoperiodismo, e o
estado nutricional (ARDITTI, 1992).

Em 2007, a florac&o iniciou na primeira quinzena de agosto e se estendeu até
a Ultima quinzena de outubro, em 2008 e 2009 iniciou na segunda quinzena de
agosto e se estendeu até a primeira quinzena de novembro. O inicio da floracdo
sempre ocorreu no periodo de menor precipitacdo pluvial e o periodo final

correspondeu ao aumento dessa precipitacdao (CPTEC, 2010). As temperaturas no



periodo de estudo foram geralmente em torno 20,8° C a 34,4°C e as umidades 51%
a78% .

O periodo de floracdo pode estar relacionado a estratégias para atracdo de
vetores de polen como as abelhas. De acordo com Schemske (1980), a floracédo tem
relacdo com o comportamento dos polinizadores e o sistema reprodutivo das
plantas. Para Rathcke & Lacey (1985), pode haver um ajuste evolutivo entre as
estacBes do ano mais favoraveis, os insetos polinizadores e a época de floragdo das
orquideas, visando favorecer a polinizacdo e também a alimentacdo desses insetos.

Os picos de floracao de P. lindleyanum var. sargentianum ocorreram sempre
em setembro, registrando-se 52 individuos floridos em 2007, 36 em 2008, e 31 em
2009. Observou-se neste periodo uma dimunuicdo no numero de plantas da
populacao provavelmente relacionada a coleta predatoria, atividade muito comum na
regido. Em estudo desenvolvido com Paphiopedilum barbigerum no sudoeste da
China, em condigfes climaticas semelhantes, o periodo de floracdo iniciou-se no
final de agosto durando entre cinco a seis semanas, e 0 pico de floracdo foi em
setembro (SHI et al., 2008).

As plantas de P. lindleyanum var. sargentianum floriram sequencialmente, e
segundo Catling & Catling (1991) este tipo de mecanismo é muito comum entre as

orquideas, favorecendo também a polinizacdo cruzada.

2. Morfologia e biologia floral.

As flores de P. lindleyanum var. sargentianum (Figura 1) apresentaram-se
amarelas, inodoras, zigomorfas, deciduas, possuiram aproximadamente 8,0 x 12,0
cm (excluindo o comprimento do ovario infero), posicionaram-se uma a quatro no
topo do escapo floral e em algumas ramificagcdes na parte superior, localizando-se
cerca de 1 m do solo.

A sépala dorsal apresentou-se ereta, o seu tamanho aproximado foi de 4,4 x
1,6 cm, a coloracao foi amarela-palida com veias vermelhas no sentido longitudinal,
apresentou-se oblonga, encontrando-se unida a pétala, sinsépala e coluna na sua
base.

As pétalas laterais posicionaram-se horizontalmente em relacdo a flor, o
tamanho aproximado foi de 6,1 x 1,1 cm, apresentando-se amarelas-palidas,
ciliadas, possuindo tricomas vermelhos proximos a coluna com aproximadamente 1

mm de comprimento e posicdo ascendente e inclinada, suas margens foram



onduladas com uma listra vermelha brilhante contornando-as, em suas pontas
(aproximadamente metade do seu comprimento) observou-se veias vermelhas
brilhantes no sentido longitudinal.

A sinsépala foi formada pela fusdo de duas sépalas, medindo 3,4 x 2,1 cm
aproximadamente, foi oblonga e possui coloracdo amarela- palida.

A pétala labelo apresentou aproximadamente 4,2 x 2,0 cm, foi amarela-palida
com veias vermelhas, lisa, oblonga, saquiforme como um sapato, com entrada
(bolsa) arredondada, as suas margens apresentaram-se salpicadas de vermelho e
possuiram abas laterais internas que provavelmente impedem os visitantes florais de
retornarem pelo mesmo caminho que entraram. As abas apresentaram-se unidas
por um pequeno nddulo branco. O interior da pétala labelo funciona como um tunel
que da acesso ao estigma e polinias, localizando-se logo abaixo da coluna. Na
pétala labelo, em frente ao estigma e proximo as saidas laterais observou-se
tricomas vermelhos que provavelmente favorecem a saida dos insetos do seu
interior. De acordo com Brito & Cribb (2005), a pétala labelo é uma importante
estrutura da orquidea, pois o seu formato, localizacéo e as vezes a presenca de uma
coloracdo diferenciada, propiciam o pouso de polinizadores facilitando assim a
polinizagéo.

A coluna é recurvada, o formato foi parecido ao de um trapézio, possui 0,4 x
0,3 cm, foi amarela-palida e no seu dorso encontraram-se dois estames férteis, as
anteras e um estaminoide.

A antera foi amarela-palida e possui duas polinias macias que sdo removidas
completamente apdés a visita do polinizador, essas polinias sdo na verdade o pélen
que € constituido por uma massa amorfa de cor amarelo-palido.

O estamindide apresentou-se amarelo-palido, largo, ovalado, e ciliado.

O ovatrio infero foi trilocular, mediu cerca de 6,0 x 2,0 cm aproximadamente, e
sua coloracao foi marrom avermelhado.

A antese das flores de P. lindleyanum var. sargentianum durou, em média,
seis dias e ocorreu pela manha, sendo caracterizada inicialmente pela separacdo da
sépala dorsal e da sinsépala, seguidas das pétalas laterais (Figura 2). As flores
duraram, em média, duas semanas, semelhante as flores de Cypripedium guttatum
(BANZIGER et al., 2005).



Coluna

Pétala lateral

Figura 1. Morfologia da flor de P. lindleyanum var. sargentianum: A e B — Flor
em vista frontal; C — Flor em vista dorsal; D — Flor em vista lateral; E — Estruturas
florais; F — Estaminoide (1) e antera (2). Santa Teresinha-BA, 2009. Foto:

Rogério Marcos Oliveira.



Figura 2. Antese em P. lindleyanum var. sargentianum em seis dias de
observacédo: A - Separacao entre a sépala dorsal e sinsépala (primeiro dia); B —
Aumento na fissura de separacédo entre a sépala dorsal e sinsépala (segundo e
terceiro dia); C — Inicio da separacéo das pétalas (quarto dia); Separacdo entre
as pétalas laterais e a pétala labelo (quinto dia); D - Flor aberta (sexto dia).
Santa Teresinha-BA, 2009. Foto: Daniela de Souza Hansen.

3. Sistema reprodutivo.

As frutificacdes obtidas em P. lindleyanum var. sargentianum por meio dos
tratamentos de polinizagdo demonstraram bons resultados nas condigoes

ambientais em que foi desenvolvido o experimento (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito da polinizacdo natural e artificial em flores de P. lindleyanum var.
sargentianum nas condi¢cdes ambientais do Monte da Pioneira, Santa Teresinha-BA,
20009.

Fruto
Tratamento NS Individuos N SFlor N2 %
Polinizag&o aberta 10 10 7 70,00
Polinizac&o cruzada manual 10 10 10 100,00
Autopolinizacdo manual 10 10 10 100,00
Autopolinizacdo espontanea 10 10 0 0,00

Agamospermia 10 10 0 0,00




A taxa de frutificacdo variou de 70 a 100%, e o resultado obtido com a
autopolinizagdo manual demonstrou que a espécie é autocompativel. De acordo
com Catling & Catling (1991) a autocompatibilidade em orquideas € comum, embora
as barreiras mecéanicas da flor normalmente evitem autopoliniza¢cées. Em algumas
orquideas a autopolinizacdo pode resultar na fixacdo de frutos, mas poucos
embrides se desenvolvem no interior das sementes (TREMBLAY et al., 2005). Em
muitos géneros de orquideas auto-incompativeis, os individuos caracterizam-se por
floracdo em massa o0 que aumenta a possibilidade de geitonogamia (ACKERMAN &
MONTALVO, 1990). Peakall & Beattie (1991) estudando uma espécie de orquidea
australiana polinizada por formigas observaram evidéncias de intensa endogamia
devido a autopolinizacdo da espécie (51%). A maioria das orquideas, entretanto,
mantém o potencial de cruzamento por terem polinarios funcionais que
autopolinizam o estigma somente se ele ndo for removido por insetos
(CATLING,1990).

Na polinizagdo aberta verificou-se a eficiéncia dos polinizadores em seu
habitat natural, enquanto que na agamospermia nao houve formacéao de frutos. Em
estudo sobre o sistema reprodutivo de Cypripedium plectrochilum a polinizacao
cruzada manual proporcionou 90% de frutificacdo, enquanto a autopolinizacao
manual foi de 80% (LI et al., 2008), em C. tibeticum, para ambas as polinizacdes,
obteve-se 100% de frutificacdo (LI et al., 2006). Em estudo com Cyrtopodium
polyphyllum, Mickeliunas et al. (2007) relatam altas taxas de frutificagdo tanto na
autopolinizagdo quanto em polinizagbes cruzadas manuais, sendo que em
condi¢gbes naturais 2,2% s&o obtidos por meio de autopolinizagdo assistida pela
chuva.

O conhecimento detalhado das estratégias reprodutivas das orquideas em
seu habitat natural permite compreender o modo de transmissdo dos genes através
das geracgOes, possibilitando a organizacéo eficiente de programas de reintroducéo,
conservacao e manejo das espécies na natureza (PEREIRA et al., 2003).

A flor de P. lindleyanum var. sargentianum, apdés a polinizacdo durou
aproximadamente uma semana, senesceu e desprendeu-se do ovario, sendo
observado um crescimento no sentido transversal do ovario fecundado (Figura 3).
Em orquideas a polinizacdo e emasculacdo levam a um aumento rapido na
producdo de etileno semelhante a resposta observada no climatério de frutos que
estdo amadurecendo (ARDITTI, 1973; NAIR, 1990).



Figura 3. Formacao de frutos em P. lindleyanum var. sargentianum: Al - Bot&o;
A2 - Flor; A3 - Ovério recém fecundado; B - Aumento da largura dos ovarios; C -
Frutos maduros. Santa Teresinha-BA, 2009. Foto: Daniela de Souza Hansen.

Os frutos (cdpsulas) demoraram cerca de dois meses para alcancar a
maturidade (Figura 4) e atingir o tamanho aproximado de 59 mm x 8,0 mm, com uma

coloracao mais clara do que em seu estadio inicial, tendendo para o amarelo.

Diametro (mm)

Tempo (Semanas)

Figura 4. Desenvolvimento do diametro em frutos de P. lindleyanum var.
sargentianum apds polinizacao. Santa Teresinha-BA, 2009.



Em trabalho realizado por Mufioz & Jiménez (2008), foram observados
comportamentos semelhantes, onde P. pearcei atingiu a maturidade dos frutos em
aproximadamente 9,8 semanas e o tamanho médio de 42 mm x 4,2 mm, enquanto
que em P. longifolium foi dezesseis semanas alcangando um tamanho aproximado
de 60 mm x 5,6 mm. Além disso, estes autores verificaram que o comprimento das
capsulas das espécies estudadas ndo variou, e que ocorreu uma mudanca na
coloracdo das capsulas de P. humboldtii para amarela ao atingirem a maturacdo. De
acordo com Koopowitz (2008) o menor tempo entre a polinizacdo e maturacdo dos
frutos em algumas espécies de Phragmipedium é de trés meses.

Na deiscéncia dos frutos de P. lindleyanum var. sargentianum observou-se o
surgimento de uma fissura no sentido longitudinal por onde eram liberadas as
sementes nos meses de outubro e novembro. Os frutos apresentaram sementes

abundantes de coloracéo preta.

4. Visitantes florais.

Como visitantes de P. lindleyanum var. sargentianum foram registrados duas
espécies de besouros (Curculionidae: Centrinini), Montella sp. (Figura 5A) e
Stethobaris sp. (Figura 5B), e trés espécies de abelhas (Hymenoptera: Apidae e
Halictidae), Nannotrigona testaceicornis (Figura 5C), Trigona fuscipennis Friese
(Figura 5D) e Augochloropsis sp. (Figura 5E).

Figura 5. Visitantes florais de P. lindleyanum var. sargentianum: A - Montella
sp.; B - Stethobaris sp.; C - Nannotrigona testaceicornis, D - Trigona fuscipennis
Friese; E - Augochloropsis sp. Santa Teresinha-BA, 2009. Foto: Daniela de

Souza Hansen.



Stethobaris sp. (Figura 5B) foi o principal visitante, sendo registradas 17
visitas no horario de 08:30 h as 14:30 h, enquanto para Montella sp. (Figura 5A) 6
visitas de 13:30 h as 16:30 h. Na inflorescéncia era possivel encontrar de um a dois
individuos em uma ou duas flores. Quando observados sob a lupa, verificou-se a
presenca de graos de podlen espalhados sobre a parte externa das asas. Os
curculionideos foram observados caminhando sobre os bot6es florais e diversas

estruturas das flores abertas (Figura 6), como as anteras e estamindides.

Figura 6. Comportamento de besouro curculionideo em P. lindleyanum var.

sargentianum: A - Sobre o botéo floral; B - Caminhando nas pétalas laterais; C -
Entrando na pétala labelo; D - Entrando por tras da coluna; E - Em cima da antera;

F - Saindo de trads da coluna. Santa Teresinha-BA, 2009. Foto: Daniela de Souza

Hansen.

Curculionideos Stethobaris estdo associados a orquideas incluindo
Cypripedium spp (HULL SIEG, 1993). De acordo com Mickeliunas et al. (2006) em
flores de Grobya amherstiae Lindl., foi observada a presenca de Montella sp. que
deslocava a antera da flor e consumia as paredes que separavam as polinias, e na
procura de outras substancias comestiveis, deslocava o polinario depositando-o no
estigma, o que resultava em 100% de autopolinizagGes e posterior desenvolvimento
de frutos. Em flores de Cattleya eldorado estes besouros foram relacionados a

perfuracbes apresentadas pelos frutos (STORTI, 2007). Em P. lindleyanum var.



sargentianum pode-se observar a presenca de perfuracdes em alguns botdes florais
e flores provavelmente ocasionadas por estes insetos (Figura 7). Colebpteros da
familia Curculionidae sdo comuns em diversas espécies de orquideas sendo
considerados como pragas (LEHNEBACH & ROBERTSON, 2004; DUNFORD, 2006;
PRENA, 2008), poucos trabalhos relatam sua funcdo como polinizadores. Em
Honolulu foram registradas seis espécies de curculionideos de orquideas que se
alimentavam das flores e partes da planta, e em outros locais do Havai mais 24

espécies oriundas de diferentes regidées do mundo (SWEZEY, 1945).

Figura 7. Danos observados na estrutura floral de P. lindleyanum var.

sargentianum: A - Botado floral danificado, B e C - Pétala labelo danificada.

Santa Teresinha-BA, 2009. Foto: Daniela de Souza Hansen.

A abelha T. fuscipennis (Figura 5D) foi observada visitando as flores nos
horarios de 09:30 h as 11:30 h, sendo registradas 4 visitas. JA a abelha
Augochloropsis sp. (Figura 5E) visitou as flores 3 vezes entre 11:30 h e 12:30 h,
enquanto a N. testaceicornis (Figura 5C) 3 vezes entre 11:30 h as 15:30 h. Segundo
Ribeiro et al. (2006) os insetos visitam as flores preferencialmente em dias com
temperaturas acima dos 23T e sem vento, entre as 10:00 h e as 16:00 h. As
abelhas preferem o periodo do dia com temperatura préxima aos 25°C ou o periodo
com temperaturas mais amenas para forrageamento (SILVEIRA-NETO et al., 1976).
T. fuscipennis pousava apenas em uma flor, na borda da pétala labelo e descia para
dentro da mesma em direcdo a sua base, entdo saia por tras da coluna passando
sob o0 estigma e saindo pelas aberturas traseiras em cada antera apds 01:45
minutos. Augochloropsis sp. e N. testaceicornis também visitaram apenas uma flor,
descendo diretamente pela abertura da pétala labelo e se dirigindo para a saida
traseira apos 30 segundos aproximadamente. Em T. fuscipennis foi possivel

observar uma massa de poélen fixada ao seu torax. Segundo Singer et al. (2004), em



Phragmipedium o pélen é pastoso e nao forma polinias verdadeiras. Em
Cypripedium spp. verificou-se que abelhas pequenas foram os Unicos dispersores
efetivos de pdlen (LI et al., 2008), e em C. guttatum Sw destacou-se as abelhas da
familia Halictidae (BANZIGER et al.,, 2005). A abelha Augochloropsis tem sido
relatada como polinizadora de orquideas terrestres do género Cyclopogon e
Prescottia densiflora Lindl. (SINGER & COCUCCI, 1999; SINGER & SAZIMA, 2001),
e operarias de Trigona estdo relacionadas a coleta de tricomas no labelo de
orquideas da espécie Maxillaria ocasionando a polinizagédo das flores (FLACH et al.,
2004; SINGER & KOEHLER, 2004).

O periodo de maior visita em P. lindleyanum var. sargentianum foi no pico de
floracdo, provavelmente por haver um maior efeito visual em funcdo da coloragéao
das flores, ja que nesta subfamilia ndo ha recompensas comestiveis (DRESSLER,
1993). Orquideas com pseudo-mecanismos de polinizacdo enfrentam o desafio de
atrair polinizadores sem oferecer uma recompensa, e algumas delas sao visitadas
somente durante os primeiros 2 ou 3 dias do florescimento por polinizadores recém-
emergidos que ainda ndo conhecem as devidas flores nectariferas. Estes
polinizadores apos algum tempo passam a reconhecer estas orquideas e aprendem
a evitd-las (NILSON, 1980, 1992). Em Cypripedium calceolus L., Nilsson (1979)
constatou que as abelhas ao voarem perto das flores foram fortemente atraidas
principalmente pela cor amarela, pelo padrdo da pétala labelo, localizacdo dos
estamindides e pétala labelo, e fragrancia floral rica em acetato.

Através da conferéncia das flores marcadas, ndo foram detectados visitantes

noturnos para P. lindleyanum var. sargentianum.

5. Distribuicao espacial.

Foram amostrados um total de 178 individuos de P. lindleyanum var.
sargentianum em uma populagdo localizada no Monte da Pioneira. Entre os
individuos amostrados 114 eram jovens e 64 adultos.

No estudo da distribuicdo espacial os valores de IM e R menores que 1,0
indicam a inexisténcia de agrupamento. Valores de IM e R iguais a 1,0 indicam
distribuicdo regular, e os valores maiores que 1,0 indicam agrupamento. Para o P.
lindleyanum var. sargentianum observou-se uma distribuicdo espacial agrupada,
sendo que os adultos apresentaram IM = 1,45 e R = 1,45, enquanto os jovens IM =

1,71 e R =2,07. O numero de individuos adultos oscilou de zero a cinco por parcela,



enguanto que 0s jovens entre zero a sete. A significancia estatistica foi constatada
através do valor de Qui-quadrado (x* = 206,84 adultos/ x* = 296,03 jovens) maior
gue o de tabela, para ambos os indices.

O padrdo de disitribuicdo espacial agrupado é muito comum entre as
orquideas. Em trabalho realizado por Schmitt & Windisch (2007) com Cyathea
delgadii Sternb., os individuos jovens apresentaram-se mais fortemente agrupados
(IM = 4,88; R = 4,52 e x* = 173) que os adultos (IM = 2,71; R = 1,28 e x* = 49). Em
Mesadenella cuspidata, Budke et al. (2004) observou um alto agrupamento dos
individuos adultos (IM = 2,17; R = 4,52 e x* = 266,94) e dos jovens (IM =1,82; R =
7,82 e x* = 266,94). Pereira & Ribeiro (2004), observaram em trés areas de estudo
(A1, A2, A3) que os individuos da comunidade de Orchidaceae apresentaram
sempre padréo de distribuicdo agrupado (IMa1 = 10,66; IMaz = 8,59; € IMa3z = 6,057).

O padrédo de distribuicdo agrupado pode estar relacionado a estrutura da
area, as condi¢Oes estruturais da vegetagdo, a incidéncia luminosa (ANTONINI &
NUNES-FREITAS, 2004), e a disponibilidade de algum recurso importante ao
desenvolvimento da planta (agua e nutrientes), além disso, pode estar relacionado a
dispersdo de sementes por autocoria e baracoria, que se caracteriza pela deposicéo
das sementes proximas a planta mae (JANZEN, 1976). Em orquideas apesar das
milhares (ou milhdes) de sementes produzidas por capsula, apenas algumas
chegam a germinar, e as densidades em populacdes naturais apresentam-se
relativamente baixas (BERG, 1998). Otero & Flanagam (2006) relatam que a
presenca de um polinizador compativel, a capacidade genética de cada espécie de
se adaptar ao ambiente, e a associacdo micorrizica com um fungo compativel séo

também fatores de grande influencia na distribuicdo espacial das orquideas.
CONCLUSOES

O sucesso reprodutivo da espécie € favorecido pela floragdo no periodo de
estiagem, florescimento sequencial, coloracéo da flor e formato da pétala labelo.

A formacéo de frutos é dependente de vetores de pdlen e o principal visitante
floral € o curculionideo Stethobaris sp.

O padrao de distribuicdo espacial € agregado e constituem-se em valiosa
informacédo, para futuros estudos sobre regeneracdo natural e dinamica pos-

disturbios.
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PROPAGACAO IN VITRO DE ORQUIDEA SAPATINHO ENDEMICA
DA MATA ATLANTICA, BRASIL *

1Artigo a ser ajustado para submissao ao Comité Editorial da Revista Scientia Agricola.



PROAPAGAQAO IN VITRO DE ORQUIDEA SAPATINHO ENDEMICA DA MATA
ATLANTICA, BRASIL

RESUMO: Os objetivos do trabalho foram desenvolver um protocolo eficiente para a
germinacao in vitro de sementes de Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum;
avaliar os efeitos dos reguladores vegetais na proliferacdo de brotos, e investigar o
efeito da sacarose no desenvolvimento das plantas. Para a germinagao in vitro foram
testadas diferentes concentragdes do meio de cultura MS (completo, 1/2, 1/3 e 1/4) e
dois meios alternativos por polpa de frutas. Para o estudo da multiplicacdo in vitro,
plantas foram inoculadas em meio de cultura com 1/3 dos sais do MS suplementado
com diferentes concentracdes de BAP (0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg.L™") combinadas
ou ndo a 0,1 mg.L™ de ANA. O crescimento in vitro foi testado utilizando-se o meio de
cultura com 1/3 dos sais do MS com diferentes concentragdes de sacarose (0, 10, 20,
40 e 70 g.L"). O uso do meio 1/3 MS na fase inicial do trabalho foi ideal para
promover uma cultura rica em protocormos. A utilizacdo de BAP na concentracao de
1,0 mg.L™" acrescido de 0,1 mg.L" de ANA promoveu maior nimero de brotos. A
concentracdo de 40 g.L™ de sacarose foi eficiente no crescimento in vitro das plantas.
Os estudos demonstram a possibilidade da propagacdo da espécie in vitro,
fornecendo informacgbes basicas para futuros trabalhos visando sua conservacéo e

comercializagao.

Palavras-chave: Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum, micropropagacao,

meio de cultura, reguladores de crescimento, sacarose.



IN VITRO PROPAGATION OF THE LADY SLIPPER ORCHID ENDEMIC TO THE
ATLANTIC FOREST IN BRAZIL.

ABSTRACT: The objectives of the present work were to develop an efficient
protocol for in vitro germination of Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum
seeds, evaluate the effects of plant regulators in the proliferation of buds and
investigate the effect of sucrose in plant development. For the in vitro germination,
different concentrations of the MS culture medium (complete,1/2, 1/3 and 1/4) and
two alternative medium with fruit pulps, were tested. For the in vitro multiplication,
plants were inoculated in culture medium with 1/3 MS salts supplemented with
different concentrations of BAP (0.0; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0 mg.L™") combined or not
with 0.1 mg.L™" of NAA. In vitro growth was tested using the culture medium with 1/3
MS salts with different concentrations of sucrose (0, 10, 20, 40 and 70 g.L™%). The
use of 1/3 MS medium in the initial phase of the work was ideal to promote a culture
rich in protocorms. The use of BAP in the concentration of 1.0 mg.L™ supplemented
with 0.1 mg.L™* NAA promoted a higher number of buds. The concentration of 40
g.L™ of sucrose was efficient in the in vitro growth of plants. Studies show the
possibility of in vitro propagation of the species also providing basic information for

future works aiming conservation and marketing.

Key-words: Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum, micropropagation,

culture medium, growth regulators, sucrose.



INTRODUCAO

A orquidea sapatinho, Phragmipedium lindleyanum var. sargentianum, € uma
espécie terrestre, endémica da Mata Atlantica (AMORIM et al., 2009; STEHMANN et
al., 2009), pertencente a subfamilia Cypripedioideae (ALBERT, 1994) e classificada
como espécie ameacada de extincdo no Apéndice | da Convencdo sobre o
Comeércio Internacional das Espécies da Fauna e Flora (CITES, 2010).

As orquideas em perigo de extincdo podem ser utilizadas em métodos de
propagacdo artificial, onde a cultura de sementes é uma estratégia sélida para a
propagacdo em massa por meio de amostragem nado-destrutiva da planta matriz
(KRIKORIAN, 1991; ZETTLER et al., 2001). A germinacdo assimbidtica de sementes
tem se mostrado uma ferramenta eficiente para a conservacédo ex situ e fins de
reintroducédo (STENBERG & KANE 1998; STEWART & KANE, 2006), pois possibilita
reducdo das pressdes sobre as populacdes selvagens (KALIMUTHU et al., 2007),
através da producdo em massa de uma grande quantidade de individuos, em curto
tempo e espaco fisico reduzido. Além disso, de servir como suporte a bancos de
germoplasma e programas de melhoramento genético (ARDITTI & ERNST, 1992;
RAO, 1997; TEXEIRA, 2003).

Na propagacdo in vitro de orquideas tém-se demonstrado que diferentes
espécies exigem diferentes e especificas composicées do meio de cultura, sendo as
etapas sequenciais de desenvolvimento e as mudancas histomorfolégicas do
embrido para plantula tragcadas apenas para algumas espécies (ROBINSON et al.,
2009). Entre os meios de cultura basicos utilizados para a propagacao in vitro de
espécies ornamentais, o meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) destaca-se como
um dos mais utilizados. Entretanto, para orquideas, a redugdo dos seus sais
promove melhor desenvolvimento das plantulas (HOFFMANN et al., 2001).

No caso das orquideas terrestres, verifica-se uma maior dificuldade para a
germinacdo quando comparadas as espécies epifitas, sendo observado que em
algumas espécies a germinagdo pode ser obtida tanto sob luz como no escuro



(ARDITTI & ERNST, 1984; PEDROSO & SALOMI-PAIS, 1992), havendo maiores
registros em condicdes escuras (KAUTH et al., 2006).

A utilizagao de substancias reguladoras de crescimento no meio de cultura,
COmo as auxinas e as citocininas, auxiliam no desenvolvimento de plantas in vitro,
influenciando a divisdo e o alongamento celular (GRATAPAGLIA & MACHADO,
1998). O regulador de crescimento BAP (6-benzilaminopurina) € uma citocinina
largamente utilizada para estimular a inducdo in vitro de brotos em plantas
ornamentais e em orquideas como as do grupo Cattleya, geralmente em
concentracdes que variam entre 0,05 e 10 mg.L* (CARVALHO, 2002). O &cido
naftalenoacético (ANA) faz parte do grupo de auxinas sintéticas, sendo também de
grande importancia em varios protocolos de cultivo in vitro (MERCIER, 2004).
Associado ao BAP, o ANA possibilita a anulacdo do efeito supressivo das altas
concentracfes desta citocinina sobre a elongacdo das brotacbes axilares,
restaurando o crescimento normal das mesmas (LUNDERGAN & JANICK, 1980).

Em trabalhos com orquideas visando a manutencdo da integridade genética
in vitro, deve-se reduzir a adicdo de reguladores de crescimento vegetal no meio de
cultura, pois sua utilizacdo pode possibilitar o aparecimento de variagdo somaclonal.
Uma alternativa a este problema é a manipulacdo dos nutrientes organicos e
inorganicos do meio de cultura para indugéo do crescimento e desenvolvimento das
plantas (NG et al., 2010). Véarias combinacdes de elementos tém sido acrescentadas
aos meios de cultura, a exemplo da polpa de batata e banana, agua de coco e suco
de tomate (CALDAS et al., 1998). O tipo e a concentracdo dos acucares também sdo
muito importantes, pois influenciam na germinacdo e crescimento das plantulas in
vitro (KERBAUY, 1993). Entre os acgucares mais utilizados para a promocdo do
crescimento de espécies vegetais pode-se citar, além da sacarose, glicose, frutose,
alcool acucar sorbitol, lactose e maltose (BOZENA & SZCZERBA, 1991; FOLLIOT &
MARCHAL, 1993; NICOLOSO et al., 2003).

Zenk et al. (1977) observaram que altas concentracdes de sacarose induziam
a biossintese de compostos inddlicos e, consequentemente, a sintese de auxinas,
as quais, juntamente com as giberelinas, promoviam o alongamento das brotagoes.
Faria et al. (2004), cultivando Dendrobium nobile Lindl. (Orchidaceae) em diferentes
concentracbes de sacarose em meio de cultura MS, observaram que houve
crescimento da parte aérea in vitro sem a adicdo de reguladores de crescimento,
porém ndo estimularam o crescimento de novas raizes adventicias. Varios autores

tém relatado a possibilidade de reduzir a concentracdo de sais do meio MS, para



diversas espécies, visando o melhor desenvolvimento das plantas e reducdo nos
custos (GEORGE & SHERRINGTON, 1984).

Este trabalho teve como objetivos: a) desenvolver um protocolo eficiente para
a germinagéao in vitro de sementes de P. lindleyanum var. sargentianum ; b) estudar
os efeitos dos reguladores vegetais na multiplicacdo de brotos; e c) investigar o

efeito da sacarose no crescimento das plantas.

MATERIAL E METODOS
1. Area de coleta.

O estudo foi realizado na Serra da Jibdia, regidao do Monte da Pioneira, nas
proximidades da Vila de Pedra Branca em Santa Teresinha no Estado da Bahia,
Brasil. A Serra da JibGia é composta por montes de altitude entre 750 m e 840 m, e
se estende no sentido Norte-Sul com uma crista de 26 km de comprimento. Sua
area aproximada é de 59,28 km?, abrangendo parte do territério de cinco municipios
integrantes da Regido Econdmica do Reconcavo Sul da Bahia, sendo eles Varzedo
(31%); Santa Teresinha (27%); Elisio Medrado (21%); Castro Alves (19%) e Sé&o
Miguel das Matas (2%). A localizacdo geografica da Serra da Jiboia situa-se em uma
zona ecotona ou de transicdo, com clima variando entre o tropical umido, mas ao
Sudeste e ao leste, e o tropical semi-Umido, mais ao Norte e a Oeste. A temperatura
média anual é de 21°C e o indice pluviométrico é de 1.200 mm, apresentando
variagbes em fungdo da altitude e da maritimidade. Na serra encontra-se um
mosaico de formagfes vegetais, desde floresta ombréfila densa, passando para a
floresta estacional decidual a caatinga arbdérea com palmeiras, e no topo 0s campos
rupestres. Os solos variam em funcéo da altitude, mas predominam os latossolos e
0s podzolicos (TOMASONI & SANTOS, 2003).

2. Material vegetal.

Foram coletadas capsulas maduras (Figura 1 A e B), naturalmente abertas,
em plantas de P. lindleyanum var. sargentianum localizadas em quatro populacées,
sendo elas encaminhadas ao Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa
Mandioca e Fruticultura para a instalacdo do experimento de germinagao in vitro.

Foram usadas sementes provenientes de uma amostra compostas pelas capsulas



coletadas, buscando-se obter uma maior variabilidade na constituicdo genética da
espécie. Os demais experimentos foram instalados utilizando-se plantas com 6
meses de idade medindo cerca de 10 a 15 mm de comprimento, procedentes da
germinacéo in vitro (Figura 1 E e F).

Figura 1. Céapsulas de P. lindleyanum var. sargentianum (A); sementes (B);

protocormos obtidos in vitro (C e D): D1 - semente ndo germinada, D2 - rompimento
da testa da semente, D3 - protocormo morto, D4 - protocormo com gema,; plantulas
com 10 a 15 mm de comprimento (E); plantula pronta para aclimatizacao (F).
Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010. Foto: Daniela de

Souza Hansen.

3. Germinagdo in vitro de P. lindleyanum var. sargentianum.

As sementes, 80 mg, foram desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sédio

comercial, Q boa ®, diluida a 2%, e agitadas manualmente durante 20 minutos. Com



auxilio de micropipeta de 5.000 pL e ponteiras autoclavadas, foi retirada a solucéo
de hipoclorito e posteriormente as sementes foram lavadas por trés vezes com agua
destilada autoclavada. Apdés a terceira lavagem adicionou-se 45 mL de agua
destilada autoclavada as sementes, com o intuito de auxiliar na distribuicdo durante
a semeadura.

Com auxilio da micropipeta, Foram retiradas 1.500 pL da solug¢do contendo
sementes, sendo semeadas em placas de Petri (15 x 90 mm), contendo 20 ml dos
meios de cultura: T1 — MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com a concentracéo total
de sais e vitaminas; T2 — MS com metade da concentracdo de sais e vitaminas
(MS/2); T3 — MS com 1/3 da concentracao total de sais e vitaminas (MS/3); T4 — MS
com 1/4 da concentracéo total de sais e vitaminas (MS/4); T5 — Meio alternativo
(AL1) composto por 50 g.L™* de polpa de banana “nanica” verde, 50 g.L™* de polpa de
mamé&o papaya, 50 g.L™" de polpa de tomate semi maduro, 120 ml.L™* de agua de
coco da marca Sococo®, 3 g.L™ de adubo Vitaplan contendo NPK (10:10:10) para
orquideas; T6 — Meio alternativo (AL2) composto por 1.000 mL de 4gua de coco da
marca Sococo® e 3 g.L™* do adubo Vitaplan. Em todos os tratamentos o meio de
cultura foi suplementado com 30g de sacarose e geilificado com 2 g.L' de
Phytagel®.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 6 x 2 (meios de cultura x efeito da luz), com 5 repeticbes para cada
tratamento, contendo uma média de 53 sementes em cada placa.

As placas de petri contendo as sementes foram incubadas a temperatura de
27+1°C, sob condicdo de intensidade luminosa de 30 mmol.m-2.s™, fotoperiodo de
16 horas, e na auséncia de luminosidade.

Apos 60 dias da inoculacdo das sementes avaliou-se, com auxilio de papel
milimetrado e estereomicroscépio da marca Leica EZ4D, o percentual de
germinacdo, contando-se o0 numero de protocormos formados em relagcdo
proporcional ao namero total de sementes inoculadas; o percentual de protocormos
mortos computando-se 0 numero de protocormos escurecidos e oxidados em
relacdo proporcional ao numero de protocormos formados; e o percentual de
protocormos com gema, contando-se o numero de protocormos com gemas em
relacdo proporcional ao numero total de protocormos vivos (Figura 1 C e D).

Para a avaliacdo do desenvolvimento das sementes foram identificadas as
etapas de germinacao propostas por Mitchell (1989), em amostras compostas por 25
sementes ou protocormos retiradas das placas de Petri. Foram obtidos dados de



tamanho referentes ao comprimento (mm) e largura (mm) das sementes e
protocormos utilizando-se estereomicroscopio com ocular milimetrada em aumento

de 1,5 vezes e fator de correcéo (Fc) de 0,065.

4. Influéncia do BAP na multiplicacdo in vitro de P. lindleyanum var.

sargentianum var. sargentianum .

Plantas oriundas da germinagédo in vitro, foram incubadas em frascos
contendo 30 ml do meio de cultura Murashige & Skoog (1962), com 1/3 da
concentragdo total de sais e vitaminas, suplementado com diferentes concentragdes
de BAP (0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg.L™) combinadas ou n&o a 0,1 mg.L™* de ANA.

Foram realizados trés subcultivos em intervalos de 30 dias, totalizando 120
dias de cultivo, sendo avaliados o numero médio de brotos adventicios (NB),
comprimento médio dos brotos adventicios (CMB, em mm) e explantes que
formaram brotos adventicios (EFB, em %).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 2 (concentracdes de BAP x auséncia ou presenca de ANA) com cinco
repeticdes, sendo cada parcela composta por 1 planta /frasco.

O cultivo foi realizado a temperatura de 27+1° C, intensidade luminosa de 30

mmol.m-2.s* e fotoperiodo de 16 horas.

5. Crescimento in vitro de P. lindleyanum var. sargentianum utilizando

diferentes concentracdes de sacarose.

O meio de cultura utilizado foi o de Murashige & Skoog (1962), com 1/3 da
concentracgdo total de sais e vitaminas, suplementado com sacarose (C;2H2,011) nas
concentracdes de 0, 10, 20, 40 e 70 g.L ™.

A avaliacdo foi efetuada aos 60 dias da inoculacdo, sendo realizada as
seguintes afericbes: comprimento da parte aérea (mm), numero de raizes,
comprimento da raiz (mm) e peso massa da fresca total (mg).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
cinco repeticdes por tratamento, sendo cada parcela constituida por 3 plantas/frasco
contendo 50 ml do meio de cultura. Sendo o cultivo realizado a temperatura de

27+1° C, intensidade luminosa de 30 mmol.m-2.s™ e fotoperiodo de 16 horas.



6. Analise estatistica.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia segundo o modelo
estatistico do delineamento inteiramente casualizado. As médias dos tratamentos
qualitativos foram agrupadas pelo teste de Tukey e Scott-Knott a 5% de
probabilidade e para as médias dos tratamentos quantitativos foram ajustados
modelos de regressdo polinomial. As analises estatisticas foram realizadas pelo
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Germinacdo in vitro de P. lindleyanum var. sargentianum.

A andlise de variancia (Tabela 1) apresentou efeito altamente significativo (p<
0,01) da interacdo “meios de cultura x luz” para a varidvel porcentagem de

germinacdo e de protocormos com gema.

Tabela 1. Andlise de variancia para % de germinacdo, % de protocormos mortos e
% de protocormos com gema de P. lindleyanum var. sargentianum , em funcdo de
diferentes tipos de meios de cultura e da presenca ou auséncia de luz. Embrapa

Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.

Quadrados Médios *

FV GL

% G % PM % PG
Meios de Cultura (MC) 5 0,14%* 0,25** 0,60**
Luz 1 0,01 0,01 1,16**
MC x Luz 5 0,02+ 0,01 0,18**
Residuo 48 0,00 0,00 0,05
CV (%) 14.95 135,51 76,05

G: Germinacéo; PM: Protocormos mortos; PG: Protocormos com gema.
! Médias transformadas em arco seno.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, p  elo teste de F.



Na Tabela 2, pode-se observar que em todos os tratamentos houve
germinacao apos 60 dias de inoculacdo das sementes, entretanto o melhor resultado
na presenca de luz foi obtido no meio de cultura 1/3 MS (32,82%), enquanto que na
auséncia de luz foi obtido no meio de cultura 1/4 MS (35,47%).

Mufoz & Jiménez (2008), utilizando 1/2 MS para germinacao de trés espécies
de Phragmipedium, observaram que em P. humboldtii a porcentagem de germinacéo
foi de 2,9%, enquanto que para P. pearcei foi de 38,7% e P. longifolium de 41,3%,
nao havendo efeito da presenca ou auséncia de luz.

De acordo com Pierik et al. (1988), a germinacdo de sementes de orquideas
terrestres in vitro costuma ser baixa, a exemplo do Paphiopedilum. Varias espécies e
hibridos de Paphiopedilum apresentam sementes recalcitrantes, cuja germinacao &

mais dificil quando comparada a de outras orquideas tropicais (ARDITTI, 1992).

Tabela 2. Valores médios para % de germinacao, % de protocormos mortos e % de
protocormos com gema de P. lindleyanum var. sargentianum (Orchidaceae) em
funcdo de diferentes tipos de meios de cultura e da presenca ou auséncia de luz.

Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.

Tratamentos Presenca de luz Auséncia de luz

% G % PM % PG % G % PM % PG
MS 16,22¢c 21,82 a 8,76 a 10,94 d 13,57 a 36,43 a
1/2 MS 16,60c 0,00b 3,53b 23,77b 0,00b 46,27 a
1/3 MS 32,82a 0,00b 19,21 a 2491b 0,00b 32,07 a
1/4 MS 22,26 b 0,00b 7,87 a 3547a 0,00b 47,80 a
AL1 10,94d 0,00b 0,00 b 16,22¢ 0,00 b 0,00 b
AL2 6,79 d 0,00b 0,00 b 7,92d 0,00 b 0,00 b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas pertecem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

MS: Meio de cultura Murashige & Skoog (1962); AL1: Meio de cultura composto por 50 g.L'l de polpa
de banana “nanica” verde, 50 g.L™" de polpa de maméo papaya, 50 g.L™ de polpa de tomate semi
maduro, 120 ml.L™ de 4gua de coco da marca Sococo® e 3 g.L™ do adubo Vitaplan para orquideas
contendo NPK (10:10:10); AL2: Meio de cultura composto por 1.000 mL de agua de coco da marca
Sococo® e 3 g.L™" de adubo Vitaplan. G: Germinacdo; PM: Protocormos mortos; PG: Protocormos
com gema.



Lee et al. (2006), estudando a orquidea Paphiopedilum delenatii, relatam a
presenca de material cuticular nas paredes do embrido e nas paredes internas do
tegumento, criando uma protecao responsavel pela retencdo de umidade nas células
do embrido e protecédo fisica. Entretanto, essa protecdo dificulta a absorcédo de
nutrientes e a germinacao in vitro, principalmente em sementes maduras onde a
camada cuticular estd completamente formada. Em Orchis papilionacea, por
exemplo, 0 uso de sementes imaturas para propagacao in vitro aumentou até 33% a
porcentagem de germinacéo (PEDROSO & SALOMI-PAIS, 1992).

Os reguladores vegetais também podem promover beneficios na germinagéo
de algumas espécies de orquideas, a exemplo de Cypripedium candidum e C.
calceolus, onde a adicdo de BAP reduz o tempo de germinagcdo e incrementa a
porcentagem de embribes germinados (WAES & DEBERG, 1986; PAUW et
al.,1995).

Os meios de cultura “alternativos”, quando comparados aos demais
tratamentos, apresentaram as mais baixas porcentagens de germinacdo nas duas
condi¢cbes de cultivo (Tabela 2). Em estudo com Encyclia alboxanthina, Sherlock
(2009) verificou que o0s meios de cultura compostos por polpa de frutas
proporcionaram baixa porcentagem de germinacdo (5,13%). Entretanto, quando
utilizados para o crescimento das plantulas em algumas orquideas, esses meios tém
demonstrado bons resultados (ARAUJO et al., 2006; STANCATO et al., 2008;
VIEIRA et al., 2009; FERREIRA et al., 2010), inclusive em Paphiopedilum (HUANG
et al., 2001).

A morte de protocormos foi observada apenas no meio de cultura MS, tanto
na presenca de luz como na auséncia de luz, possivelmente devido a uma maior
concentracdo dos sais e sensibilidade da espécie ao aumento do potencial osmoético.

A formagéo de gemas nos protocormos ocorreu em todas as concentragoes
de sais de MS, sendo os melhores resultados obtidos na auséncia de luz,
possivelmente por esta condicdo promover a desdiferenciacdo celular seguido de
uma nova diferencdo nas células competentes.

Aos 21 dias ap6s a semeadura foram observados embrides intumescidos e
ovalados dentro do tegumento das sementes, e embribes com coloracdo
esbranquicada rompendo a testa das sementes (Figura 2A), caracterizando a etapa

1 do desenvolvimento das sementes proposta por Micchell (1989), Tabela 3.



Figura 2. Processo de germinagao in vitro de sementes de P. lindleyanum
var. sargentianum. Al: Embrido da semente intumescido; A2: formacéo de
protocormo a partir da semente; B: protocormo; C, D e E: diferenciagéo do
protocormo; F: crescimento in vitro da plantula. Embrapa Mandioca e
Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010. Foto: do autor.

Tabela 3. Avaliacdo do desenvolvimento das sementes de P. lindleyanum var.
sargentianum (Orchidaceae) durante a germinagéo in vitro. Embrapa Mandioca e
Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.

Etapas*
Caracteres de tamanho do embrido 0 1 2 3 4
Comprimento (mm) 0,58 0,67 094 117 2,27
Largura (mm) 0,07 0,212 054 069 0,83

* Etapas segundo descri¢cdo de Micchell (1989).

Apés 10 dias do inicio da germinacdo ocorreu a etapa 2, onde constatou-se
um aumento na largura e comprimento dos protocormos e aparecimento de
radiculas em alguns deles. No cultivo em presenca de luz foi observado o

aparecimento de coloragéo esverdeada devido o inicio da sintese de clorofila (Figura



2B). A Figura 2C representa a etapa 3, onde observou-se 0 surgimento de uma
gema 26 dias ap0s a germinacdo. A etapa 4 (Figura 2D) ocorreu aos 30 dias apés a

germinacao.

2. Influéncia do BAP na multiplicacéo in vitro de P. lindleyanum var.

sargentianum.

A andlise de variancia (Tabela 4) para as concentracdes de BAP combinadas
a 0,1 mg.L™ de ANA, apresentou efeito significativo (p< 0,01) para nimero de brotos
e comprimento médio dos brotos. Para as concentragdes apenas de BAP, verificou-
se efeito significativo (p< 0,01) em todas as variaveis analisadas.

Tabela 4. Analise de variancia para numero de brotos (NB), comprimento médio dos
brotos (CMB, em mm) e porcentagem de plantas que formaram brotos (EFB) de P.
lindleyanum var. sargentianum, em funcdo de diferentes concentracbes de BAP
combinadas ou ndo a um lastro de 0,1 mg.L* de ANA. Embrapa Mandioca e
Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.

Quadrados Médios

FV GL BAP+ANA BAP

NB! CMB EFB! NB! CcMB EFB!

Concentragdes de BAP 4  0,76** 30,05** 0,03" 0,30 52,10** 0,11**
Residuo 19 0,02 2,72 0,04 0,05 9,28 0,02

CV (%) 9,08 15,01 14,47 17,58 35,42 12,36

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pe lo teste de F.
S N3o significativo pelo teste de F.

Verificou-se que com o incremento na concentracdo de BAP no meio de
cultura, houve a formacéo de maior quantidade de brotos adventicios, Figura 3 e 4C.
Sendo, a concentracéo de 1,0 mg.L™" de BAP combinada a 0,1 mg.L* de ANA , a
que possibilitou maior nimero médio de brotos (4,6).
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Figura 3. Efeito das concentracdes de BAP combinadas a 0,1 mg.L™
de ANA no numero médio de brotos adventicios de P. lindleyanum
var. sargentianum, apos trés subcultivos in vitro. Embrapa Mandioca
e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.

Neelam & Chandel (1996) estudando a multiplicac&o in vitro de Orchis latifolia
observaram bons resultados para numero de brotos em meio de cultura MS
suplementado com BAP (1,0 mg.L™) e ANA (0,1 mg.L™).

Ramos & Carneiro (2007), em trabalho com Cattleya x mesquitae observaram
que o uso do regulador vegetal BAP (0,5 mg.L™") combinado com ANA (0,1 mg.L™)
proporcionou a formagdo de brotagbes de tamanho médio e mais robustas,
indicando maiores possibilidades de regeneracédo e formacao de novos explantes.

Nayak et al. (1997) obtiveram os melhores resultados para a formacéo de
brotos em Cymbidium aloifolium com a utilizacdo de 22 uM de BAP isoladamente ou
combinado a 5,4 uM de ANA.

Costa et al. (2009) relatam que para a multiplicacéo in vitro de orquideas, o
meio de cultura mais utilizado é o MS semissolido, suplementado com 0,5 mg.L™ de
ANA e 2,0 mg.L™ de BAP.

A utilizacdo de auxina no meio de cultura visa anular o efeito inibitério que as
citocininas tém sobre o alongamento das plantas (HU & WANG, 1986). Souto et al.
(2010) relatam que a utilizacdo de ANA no cultivo in vitro de Cattleya bicolor

estimulou o desenvolvimento caulinar e radicular da espécie.



De acordo com Colombo et al. (2010), durante a fase de isolamento dos brotos
nota-se a necessidade da utilizacdo e combinacdo de reguladores de crescimento
gue possam suprir as deficiéncias dos teores enddégenos de hormdnios, ja que estes

se encontram isolados da planta matriz.

\ A

Figura 4. Aspecto da multiplicacdo de brotos adventicios em P.
lindleyanum var. sargentianum formados a partir de plantas
germinadas in vitro. A e B: Brotacdes obtidas com meio adicionado
de 1,0 mg.L™" de BAP; C: Brotacdes obtidas com meio adicionado de
1,0 mg.L* de BAP combinado a 0,1 mg.L? de ANA. Embrapa
Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010. Foto: Daniela de

Souza Hansen.

Quanto ao comprimento médio dos brotos, Figura 5, observou-se uma relacéo
inversa ao aumento das concentracdes de BAP. Resultados semelhantes foram
relatados por Lucas et al. (2007) estudando a multiplicacdo in vitro em violeta-
africana, e por Cantagallo et al. (2005) em citrumelo 'Swingle'. Para Nachtigal et al.
(1995) e George, (1984), este fato se deve provavelmente a competicdo entre os
brotos por nutrientes, luz e oxigénio.

A obtencdo de brotos com comprimentos reduzidos implica na necessidade
de se induzir um alongamento visando acelerar o processo de producao in vitro.
Segundo Mayer (2006), as brotagcBes mais alongadas sdo mais desejaveis, pois

podem ser transferidas diretamente para o meio de cultura de enraizamento.
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Figura 5. Efeito das concentracdes de BAP combinadas a 0,1 mg.L™
de ANA no comprimento médio dos brotos de P. lindleyanum var.
sargentianum, apos trés subcultivos in vitro. Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Cruz das Almas-BA. 2010.

Com relagcédo ao efeito isolado do BAP, o maior valor para niumero meédio de
brotos, Figura 6, foi obtido no meio de cultura acrescido de 1,0 mg.L?,
proporcionando a formacao de 2,0 brotos adventicios por explante (Figura 4 A e B).
Esse comportamento foi semelhante ao experimento com 1,0 mg.L”' de BAP

combinado a 0,1 mg.L™ de ANA, entretanto o nimero médio de brotos foi inferior.
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Figura 6. Efeito das concentracdes de BAP no numero de brotos de
P. lindleyanum var. sargentianum, apo0s trés subcultivos in vitro.

Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.



Em Oncidium sp., a multiplicacdo e desenvolvimento das plantulas foi obtida
com sucesso em meio de cultura MS suplementado com 2,0 mg.L* de BAP
(KALIMUTHU et al., 2007). Araujo et al. (2004) estudando a multiplicacdo in vitro de
gloxinia observaram que o maior niumero de brotos ocorreu no meio de cultura 1/2
MS acrescido de 2,25 mg.L™ de BAP. Diniz et al. (2008) relatam que em lirio-da-paz
a maior emissdo de gemas foi observada em meio de cultura MS com 2,0 mg.L™* de
BAP independente da presenca do ANA.

Em gérbera, Barbosa et al (1993) verificaram um maior nimero de brotos em
meio de cultura MS acrescido de 1,0 mg.L™ de BAP. Chagas et al. (2004) estudando
a multiplicac&o in vitro de crisantemo observaram que a concentracdo de 1,4 mg.L™
de BAP na auséncia de ANA foi a que apresentou maior taxa de multiplicacéo.

Segundo Santos et al. (2008), o maior nimero médio de brotos por explante
em abacaxi ornamental foi obtido em meio de cultura MS liquido com a
concentracdo de 1,2 mg.L™" de BAP. Em Aechmea blanchetiana o maior nimero de
brotacdes foi obtido no tratamento com 5,0 mg L-1 de ANA + 5,0 mg L-1 de 6-BA em
meio liquido, e com 1,0 mg L-1 de ANA + 1,0 mg L-1 de 6-BA no meio semi-solido
(GALVANESE et al., 2007).

Na figura 7 pode-se observar que o comprimento médio dos brotos foi maior na
concentracdo 0,75 mg.L™ de BAP, podendo estar relacionado & baixa producéo de
brotos e menor competicao por nutrientes. Comportamento semelhante foi obtido por
Sherlock (2009) em Encyclia alboxanthina, onde houve um maior comprimento

médio dos brotos com o0 aumentou das concentragdes de BAP.
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Figura 7. Efeito das concentra¢cdes de BAP no comprimento medio
dos brotos de P. lindleyanum var. sargentianum, apés trés subcultivos
in vitro. Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.



O numero de explantes que formaram brotos quando submetidos as
diferentes concentragbes de BAP, embora tenha apresentado significancia
estatistica, ndo possibilitou um ajuste de modelo estatistico com valor biolégico e

alto valor de R?.

3. Crescimento in vitro de P. lindleyanum var. sargentianum utilizando

diferentes concentracdes de sacarose.

A concentracdo de sacarose interferiu diretamente no comprimento da parte
aérea, comprimento da raiz e massa fresca total das plantas, conforme resumo da

analise de variancia (Tabela 6).

Tabela 5. Analise de variancia para comprimento da parte aérea (CPA, em mm),
namero de raizes (NR), comprimento da raiz (CR, em mm) e massa fresca total
(MFT, em mg) de P. lindleyanum var. sargentianum, em funcdo de diferentes
concentracfes de sacarose. Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA,
2010.

Quadrados Médios

FV GL

CPA NR' CR MFT
Concentracdes de Sacarose 4 92,68** 0,09™ 224,17* 1199,77*
Residuo 19 5,48 0,08 49,62 214,90
CV (%) 7,24 21,92 39,11 11,24

' Médias transformadas em raiz quadrada (x+5).
** Significativo ao nivel de 1%, * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.

S Nso significativo pelo teste de F.

Observar-se, Figura 8, que a melhor concentragdo de sacarose para
comprimento da parte aérea (39,77 mm) foi de 40 g.L™%.

Os niveis de sacarose no meio de cultura influenciam varios processos
metabdlicos devido a sua alta solubilidade e rdpida metaboliza¢do pela maioria das
células vegetais (THORPE & BEAUDOIN-EAGAN, 1984), atuando no crescimento e
diferenciacdo dos tecidos. Entretanto, concentracbes de sacarose acima de 4%
podem aumentar o potencial osmoético do meio de cultura, acarretando prejuizos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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Figura 8. Efeito das concentra¢cbes de sacarose no comprimento da
parte aérea de P. lindleyanum var. sargentianum, apdés 60 dias de
cultivo in vitro. Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA,
2010.

FRAGUAS et al. (2003) relatam que em estudo com um hibrido de Cattleya
labiata X Laelia itambana cultivado em meio de cultura Knudson e diferentes
concentragdes de sacarose, constatou-se que a concentracdo de 40 gL de
sacarose proporcionou o melhor resultado para comprimento da parte aérea.
Moreira et al. (2007) observou que, em um hibrido de Laelia purpurata var. venosa X
Cattleya warneri alba, o maior comprimento das plantas foi obtido com 20 g.L™ de
sacarose em meio de cultura Knudson.

A relacdo positiva entre 0 aumento da concentracdo de sacarose e aumento
no comprimento da parte aérea também foi observada por Rego-Oliveira (2003) em
Oncidium varicosum cultivado em meio de cultura 1/2 MS, sendo o melhor resultado
obtido com a concentracdo de 60 g.L de sacarose. Em Oncidium baueri o
tratamento contendo 40 g.L™* de sacarose em 1/2 MS, foi o mais eficiente (SORACE
et al., 2008).

Estudo realizado por Pivetta et al. (2010) com Caularthron bicornutum
demostrou que a concentracdo de 23 g L™ de sacarose apresentou melhor valor
para comprimento da parte aérea. Besson et al. (2010), em estudo com Miltonia
flavescens Lindl., observaram que o meio de cultura 1/2 MS suplementado com 30

g.L™ de sacarose foi o melhor.



No crescimento in vitro de copo-de-leite, a obtencdo de maior comprimento da
parte aérea foi observada em meio de cultura MS acrescido de 45,3 g.L* de
sacarose e 10 mg L™ de GA;3 (RIBEIRO et al., 2009).

Na analise de variancia (Tabela 5) verifica-se que nao houve significancia
guanto ao numero de raizes sob as diferentes concentracdes de sacarose, sendo
que os valores médios variaram entre 1,06 a 2,17. O maior valor para comprimento

da raiz (35 mg) ocorreu na concentracdo de sacarose de 70 g.L™ (Figura 9).
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Figura 9. Efeito das concentracfes de sacarose no comprimento da
raiz de P. lindleyanum var. sargentianum, apos 60 dias de cultivo in

vitro. Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.

Aumentos na porcentagem de enraizamento com o0 incremento da
concentracdo de sacarose tém sido relatados em alguns protocolos in vitro
(SRISKANDARAJAH & MULLINS, 1981; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).
Rezende et al. (2009) observaram que em Cattleya loddigesii sp. o melhor
enraizamento e crescimento da raiz ocorreu na presenca de 60 g L™ de sacarose em
meio de cultura MS acrescido de 2,0 g de carvdo vegetal. Em Caularthron
bicornutum as concentracdes de sacarose de 13 a 29 g.L™* em meio de cultura 1/2
MS demonstraram bons resultados para comprimento da raiz (PIVETTA et al., 2010).
Em copo-de-leite 0 melhor resultado para comprimento da raiz foi observado em
meio de cultura MS acrescido de 51,13 a 56,5 g.L™ de sacarose (RIBEIRO et al.,
2009).



O maior valor para massa fresca total (152,48 mg) ocorreu na presenca de 40

g.L ™! de sacarose (Figura 10).
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Figura 10. Efeito das concentragfes de sacarose na massa fresca
total de P. lindleyanum var. sargentianum, apos 60 dias de cultivo in

vitro. Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, 2010.

Besson et al. (2010), em estudo com Miltonia flavescens Lindl., observaram
que o meio de cultura 1/2 MS suplementado com 30 g.L™* de sacarose promoveu
massa fresca total (0,70g). Em Oncidium varicosum cultivado em meio de cultura MS
verificou-se que o melhor resultado para massa fresca total foi obtido em 60 g.L™ de
sacarose (REGO-OLIVEIRA et al., 2003).

CONCLUSAO

O uso do meio 1/3 MS na presenca de luz e 1/4 MS na auséncia de luz
promoveram culturas ricas em protocormos.

A utilizacdo de BAP na concentracdo de 1,0 mg.L™ acrescido de 0,1 mg.L™ de
ANA promove maior nimero de brotos.

A concentracdo de 40 g.L™ de sacarose é eficiente no crescimento in vitro das
plantas.

Os estudos demonstram a possibilidade de producdo da espécie in vitro
fornecendo informagfes basicas para futuros trabalhos visando sua conservagéo e

multiplicacéo para fins comercial.
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CONSIDERACOES FINAIS

A degradacdo da vegetacdo encontrada no Monte da Pioneira e a extracado
ilegal do P. lindleyanum var. sargentianum para suprir o mercado informal, tém
provocado uma forte pressdo sobre as populacdes nativas, sendo observado uma
reducdo acentuada do numero de individuos, que diante da situacdo néo
disponibilizam de tempo para que ocorra uma regeneracao natural no ambiente. Isso
demonstra a necessidade de uma postura mais rigida das autoridades responsaveis
pela fiscalizacdo ambiental na regido, e da conscientizagdo por meio da educacao
ambiental, tanto das comunidades do entorno do Monte da Pioneira, quanto das
demais cidades vizinhas desestimulando atividades predatorias.

O presente trabalho possibilitou realizar um diagndstico preliminar do
comportamento de P. lindleyanum var. sargentianum no seu habitat natural (Cap. | e
II), assim como o desenvolvimento de um protocolo de micropropagacao (Cap. Ill).
Verificou-se que as populacbes possuem variabilidade genética e que a sua
reproducdo nas condicdes naturais tem ocorrido de maneira eficiente. O
desenvolvimento in vitro da orquidea, é lenta, onde barreiras relacionadas a
velocidade de desenvolvimento das plantas precisam ser vencidas. Sugere-se 0
desenvolvimento de estudos envolvendo marcadores moleculares a fim de fortalecer
o conhecimento sobre a variabilidade genética da espécie, estrutura populacional e
fluxo génico. Além disso, estudos devem ser desenvolvidos com outras
combinagdes e concentracdes entre reguladores vegetais a fim de se obter uma
formulacdo mais eficiente para a producéo in vitro de plantas para fins comerciais. A
realizagcdo de trabalhos envolvendo conservagcdo in vitro para uma possivel
instalacdo de Banco de germoplasma, e novos estudos sobre a adaptacao eficiente
das plantulas em condi¢cGes ex vitro devem ser realizados. Sugere-se também, que
haja a construcdo de um viveiro na Vila de Pedra Branca para a producdo da
espécie, aléem de outras orquideas nativas da regido, visando gerar renda para a
comunidade, desestimulando a coleta no meio ambiente e conscientizando o0s

visitantes do dano que essas a¢des podem gerar.



