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RESUMO

A familia Orchidaceae € conhecida por suas espécies possuirem belissimas flores e por sua
importancia econémica entre as plantas ornamentais. Contudo, apesar das milhares de
sementes contidas em cada cépsula (fruto) produzido, a propagacdo convencional de
orquideas ¢ reduzida devido a falta de endosperma, ou seja, pouca reserva nutritiva, que é
suprida na natureza com a presenca de fungos micorrizicos, estabelecendo uma relacéo
simbidtica. As sementes sintéticas surgem como uma alternativa para superar essa barreira
fisiolégica. Assim, o presente trabalho teve por objetivo realizar uma revisdo bibliogréfica
referente a utilizacdo do método de encapsulamento na producdo de sementes sintéticas em
espécies da familia Ochidaceae, além desse aspecto, buscou-se identificar quais outras
possiveis aplicagdes no segmento de propagacdo e também da conservacdo de espécies. As
informagdes foram coletadas em trés bases de dados bibliograficos — Web of Science, Scielo
e Science Direct. De acordo com os dados obtidos, as aplicacbes da técnica de
encapsulamento abrangem 0s segmentos de propagacdo em massa de plantas, beneficiando o
a cadeia de producdo, permitindo o transporte de germoplasma entre laboratérios,
armazenamento a curto e médio prazo, multiplicagdo clonal e manutencdo da estabilidade
genética; também é uma ferramenta importante para a conservacao de espécies de orquideas
ameagcadas de extingéo.

Palavras-chave: biotecnologia; cultura de tecidos; plantas ornamentais.



ABSTRACT

The Orchidaceae family is known for your species having beautiful flowers and for its
economic importance among ornamental plants. However, although the thousands of seeds
contained in each capsule (fruit) produced, the conventional propagation of orchids is reduced
due to the lack of endosperm, that is, little nutritional reserve, which is supplied in nature with
the presence of mycorrhizal fungi, establishing a symbiotic relationship. Synthetic seeds
emerge as an alternative to overcome this physiological barrier. Thus, the present work aimed
to carry out a bibliographic review regarding the use of the encapsulation method in the
production of synthetic seeds in species of the Ochidaceae family. The informations was
collected from three bibliographic databases — Web of Science, Scielo and Science Direct.
According to the data obtained, the applications of the encapsulation technique cover the
segments of mass propagation of plants, benefiting the production chain, allowing the
transport of germplasm between laboratories, short and medium term storage, clonal
multiplication and stability maintenance genetics, it is also an important tool for the
conservation of endangered orchid species.

Keywords: biotechnology; tissue culture; ornamental plants.



FIGURAS

Figural -

Figura 2

Figura 3 -

Figura 4 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Diversidade floristica das espécies encontradas no estado do
Espirito Santo, Brasil. .........cccceveieiiieiie e

Morfologia da flor da Familia Orchidaceae. .......c..ccccoovevvvrvennne.

Fotografias da sementes de Cephalanthera damasonium obtidas

a partir de microscopia eletrOniCa. ..........ccccoveeveririeiinieeisieeieeas

Aspecto da matriz de encapsulamento de sementes sintéticas in

vitro de Solanum tuberosum (Batata). .........c.ccccvveviiieinnieinnenn

14

15

16

18



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AV - Aranda Wan Chark Kuan 'Blue' x Vanda coerulea Grifft. ex. Lindl.
IUCN - Internation Union for Conservation of Nature
PBL - “protocorm-like bodies” - sdo corpos semelhantes a protocormos

CITES16 - Convencéo sobre o Comércio Internacional de Espécies Ameacadas da Fauna e
Flora Silvestres



1.

2.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

2.5.

3.

4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.

6.

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt en s n st es s snen, 12
CONTEXTO TEORICO ...ttt 13
Familia OrChidaceae.........ccueeiiii s 13
SemMENtES A8 OFQUIEAS ......eeveeeieeiiie ittt 15
SEMENEE SINEELICA. .....veetieeie ettt ettt ae e 16
Teécnica e aplicagdes da SEmMeNte SINTELICA ..........evverierieeiie e 17
Converséo da semente sintética em plantula ... 19
METODOLOGIA ...ttt e et e e e e st e e e e s nnbbe e e e s nnbbeae e 20
ANALISE E RESULTADOS......coiuiiieieiee ettt s ettt n s s sttt en s ennas 20
Aplicacdes N0 SELOr PrOUULIVO ......c.veveiiieeeiir e e e e e e 20
Aplicacdes na conservacao de germoplasma...........ccccocvveeviveiiiieciiie e 23
Dificuldades na obtencao de Sementes SINELICAS.........eeevvveeiiveeiiiee e sieeesiie e 25
CONSIDERACOES FINAIS ...ttt en st 26
REFERENCIAS ..ottt 27



12

1. INTRODUCAO

A micropropagacdo de plantas é uma das areas da biotecnologia vegetal que mais se
destaca devido a sua importancia comercial através da utilizagdo de técnicas que viabilizam a
propagacdo clonal de mudas, controle das condi¢cdes ambientais e regeneracdo de plantas in
vitro, além da possibilidade de preservacdo de espécies comerciaveis e das que estdo sob o
risco de extingdo (MANGENA, 2021).

Uma das técnicas com grande potencial de aplicacdo é a producdo de sementes
sintéticas formadas a partir do encapsulamento de embriGes somaticos envoltos em
tegumentos artificiais que sdo compostos por uma camada gelificante e resultam em sementes
analogas as sementes naturais (BASKARAN; KUMARI; VAN STADEN, 2015). Apos o
processo de conversdo em planta, o vegetal retoma o seu desenvolvimento para alcancar o
estagio de plantula e gradativamente se tornar uma planta adulta. Da mesma forma como em
sementes naturais, as sintéticas podem ser germinadas tanto em cultivo in vitro quanto no solo
de ambientes externos, facilitando a producao em grande escala de mudas comerciais com um
baixo custo e ainda, promovendo a possibilidade de estender o periodo de viabilidade das
sementes ao longo do armazenamento (GHOSH; SEN, 1994).

Entre os grupos de vegetais, especificamente o das Angiospermas, uma familia de
grande relevancia econémica e que enfrenta adversidades relacionadas ao armazenamento de
suas sementes é a Orchidaceae, sendo ela, segundo QI et al. (2021) a maior em quantidade de
espécies dentro desse grupo com cerca de 775 géneros e 24.500 espécies inclusas. Seus
representantes estdo distribuidos por todo o globo, exceto em desertos e geleiras, e com
presenca mais diversa e marcante nos trépicos, em particular, em regides montanhosas
(PEREZ-ESCOBAR, et al., 2017; SLIWINSKI et al., 2022).

As orquideas no Brasil e no mundo apresentam uma grande importancia no setor
comercial de plantas ornamentais, devido a grande variedade de cores, tamanhos e
exuberancia das flores (SCHOENMAKER, 2017). De acordo com Mezzalira e Kuhn (2019)
elas estdo presentes também na industria cosmética para fabricacdo de cremes, sabonete,
perfumaria, e outros; e por fim, sdo utilizadas na medicina natural devido as propriedades
medicinais dos 6leos e extratos vegetais oriundos de determinadas espécies.

De maneira geral, as sementes das espécies de Orquidaceae sdo diminutas e contém
pouquissimo tecido de reserva armazenado, exigindo que na natureza elas se associem a

fungos micorrizicos para viabilizar a germinacdo e o desenvolvimento da plantula, bem como
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a colonizagdo e distribuicdo territorial das mesmas (DEARNALEY, 2007). Assim, essa
caracteristica fisiologica € um dos alvos de estudos da biotecnologia vegetal utilizando
técnicas como o encapsulamento e producdo de sementes sintéticas. Essa ferramenta visa
contornar a dependéncia associativa aos fungos, permitir a producdo em larga escala de
mudas, possibilitar 0 armazenamento para a semeadura escalonada, como também para fins
de conservagdo em bancos de germoplasma.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo fazer uma reviséo
bibliogréfica referente a utilizacdo de encapsulamento na producdo de sementes sintéticas e
suas aplicacbes na propagacao e conservacao de espécies da familia Orchidaceae.

2. CONTEXTO TEORICO

2.1. Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae pertence a ordem monofilética dos Asparagales, compde 0
grupo das monocotiledéneas das Angiospermas e o nome da familia vem da palavra
‘orquideas’ no grego e significa testiculo, em decorréncia do formato dos tubéerculos que se
assemelham aos testiculos da anatomia animal (SUT; MAGGI; DALL’ACQUA, 2017).

Os géneros mais abundantes e tidos como os principais desta familia sdo Pleurothallis
(1120 espécies), Bulbophyllum (1000), Dendrobium (900), Epidendrum (800), Habenaria
(600), Eria (500), Lepanthes (460), Maxillaria (420), Oncidium (420), Masdevallia (380),
Stelis (370), Liparis (350), Malaxis (300), Oberonia (300), Encyclia (235), Eulophia (200),
Angraecum (200), Taeniophyllum (170), Phreatia (160), Polystachya (150), Calanthe (150),
Vanilla (100) e Catasetum (100), caracterizando-a como uma das maiores familias do planeta
(DRESSLER, 1981).

No que diz respeito a distribuicdo, trata-se de uma familia cosmopolita, presente em
todos os continentes, com excecdo da Antartica (POWO, 2022). No Brasil, as maiores
abundancias e riqueza de espécies sdo encontradas nos ecossistemas da Mata Atlantica (150
géneros e 1388 espécies) e na Bacia Amazoénica (135 géneros e 785 espécies), contudo, ainda
h& uma caréncia com relacdo ao volume de colecdes desses materiais quando comparado a
densidade populacional do grupo (ZAPPI et al., 2015; BRASIL, 2022).

Com relacdo ao habito, as orquideas em geral sdo epifitas que vivem em troncos e
galhos de arvores, ha também as parasitarias e saprofiticas. Existe uma grande pluralidade de
forma das flores como exemplificado pela Figura 1 (KRAHL; COGO; VALSKO, 2014), que
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garantem a visita de diferentes polinizadores e, segundo especialistas, isto esta relacionado ao
sucesso de sua colonizagéo intercontinental (FREUDENSTEIN; RASMUSSEN, 1999).

Figura 1 — Diversidade floristica das espécies encontradas no estado do Espirito Santo, Brasil.

a. Acianthera capillaris. b. Acianthera nemorosa. ¢. Aspidogyne argentea. d. Aspidogyne mendoncae. e.
Brasiliorchis consanguinea. f. Christensonella pumila. g. Cirrhaea dependens. h. Eltroplectris janeirensis. i.
Eltroplectris triloba. j. Epidendrum avicula. k. Epidendrum hololeucum. I. Grandiphyllum auricula. m.
Lockhartia lunifera. n. Mormolyca rufescens. 0. Octomeria juncifolia. p. Octomeria tricolor. g. Oeceoclades
maculata. r. Pabstiella hians. s. Pabstiella trifida. t. Prescottia plantaginifolia. u. Specklinia marginalis. v.
Stanhopea guttulata. x. Stelis papaquerensis. z. Wullschlaegelia aphylla. w. Xylobium variegatum.

Fonte: (KRAHL; COGO; VALSKO, 2014).

A morfologia é comumente caracterizada pela presenca de caules simples e nao
ramificados, a ramificacdo subterranea é formada por rizomas ou raizes fibrosas, as folhas
apresentam nervuras paralelas ou os géneros mais basais formam estruturas de rosetas e 0s
frutos sdo em forma de cépsula seca deiscente (DAHLGREN; CLIFFORD; YEO, 1984).

Por fim, a grande diversidade floristica se deve a variacdo da aparéncia de uma das
tépelas ou também chamadas de pétalas (modificada em labelo) do verticilo interior frente as
demais e é marcante para diferenciagdo em nivel de género. A morfologia da flor, descrita na

Figura 2 (SILVA; SILVA, 2010), é irregular, zigomodrfica, com simetria bilateral, o verticilo



15

exterior tem trés sépalas e o interior tem trés pétalas, normalmente contém os 06rgaos
masculinos (anteras) e femininos (estigmas) numa estrutura central da flor chamada coluna
(SLIWINSKI et al., 2022).

Figura 15 — Morfologia da flor da Familia Orchidaceae.
A. Flor completa: a) sépala; b) pétala; bl) labelo; B. Corte longitudinal mostrando as pecas florais: a) sépala; b)
pétala; bl) labelo; c) ovario (pedicelo); d) coluna; e) polinario.

Fonte: (SILVA; SILVA, 2010).

2.2. Sementes de orquideas

As sementes de orquideas destoam de outras sementes devido seu tamanho diminuto
(0,18-3,80 mm de comprimento), sendo conhecidas por sementes de poeira, isso porque cada
capsula ou fruto abriga milhares sementes e estas sdo adaptadas a dispersdo pelo vento
(ERIKSSON; KAINULAINEN, 2011).

Uma caracteristica importante é a falta de endosperma, ou seja, pouca reserva
nutritiva. Além disso, cada semente contém um embrido indiferenciado, ha a presenca de
espacos de ar, como é possivel visualizar na Figura 3 (AKCIN; OZDENER; AKCIN, 2009), e
ela € recoberta por uma fina camada que facilitam a dispersdo para longas distancias
(ARDITTI; GHANI, 2000).
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Figura 3 — Fotografias da sementes de Cephalanthera damasonium obtidas a partir de microscopia eletronica.

Fonte: (AKCIN; OZDENER; AKCIN, 2009)

Como dito acima, a falta de endosperma faz com o que haja uma caréncia nutritiva que
é suprida com a presenca de fungos micorrizicos, principalmente do Filo Basidiomycota.
Estes, associados as raizes da planta constituem as interacbes simbidnticas chamadas de
micorrizas, elas sdo responsaveis por disponibilizar &gua, vitaminas, nutrientes, minerais e
carbono necessarios a germinacéo e desenvolvimento da planta (HERRERA et al, 2019).

Dessa forma, essa interacdo implica em fatores ecologicos decisivos, principalmente
no que se refere ao sucesso da colonizacdo e diversificacdo das orquideas em diferentes
habitats (OTERO; FLANAGAN, 2005).

Diferentemente de outras associagdes planta-fungo, a dependéncia da orquidea em
relacdo ao fungo, essencialmente no estagio de germinacdo e formacdo do protocormo, €
Unica, j& que se trata praticamente de uma relacdo unilateral benéfica a planta, fornecendo
crucialmente o carbono necessario a sua sobrevivéncia (PECORARO et al., 2017).

Portanto, a germinacdo de sementes naturais SO ocorre através desta relacdo
simbidtica, tratando-se de uma importante barreira fisiologica a ser superada para a

propagacdo em massa dos géneros dessa familia (SUT et al., 2017).

2.3. Semente sintética

O conceito de semente sintética foi proposto por Murashige (1977) e Murashige,
(1978) e ¢ definido originalmente pela utilizacdo de embrides somaticos que sdo encapsulados
de maneira artificial em matrizes gelificantes para servirem como sementes sintéticas aptas a
semeadura.

Tais embrides somaticos sdo derivados de diferentes tecidos e 6rgdos da planta. Dessa

forma, baseando-se na totipoténcia das células meristematicas vegetais, é possivel induzir
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embribes secundarios de explantes oriundos de gemas apicais, extremidade de brotos e tecidos
zigdticos (RAVI; ANAND, 2012).

Ao longo dos anos, o conceito se estendeu para propagulos vegetativos ndo
embriogénicos, como segmentos nodais, calos organogénicos e corpos semelhantes a
protocormos, dando uma énfase maior as possibilidades quanto ao armazenamento,
semeadura e producdo de plantula a partir dessa técnica (SHARMA; SHAHZAD; SILVA,
2013).

Contudo, de acordo com Gray, Purohit e Triglano (1991), o encapsulamento da
semente sintética é opcional e ird depender da sua aplicacdo, como por exemplo, embrides
somaticos quiescentes, onerosos a micropopragacdo sdo candidatos a germinacdo sem
protecdo, ja 0s ndo quiescentes sdo passiveis do encapsulamento por viabilizar a conservagédo
durante 0 armazenamento.

Trata-se de uma das possibilidades de aplicacdo da biotecnologia vegetal,
especificamente utilizando os conhecimentos voltados a cultura de tecidos, apresentando,
sobretudo, grande potencial de aplicacdo comercial devido a capacidade de producdo de
mudas em larga escala.

Para isso, a semente sintética necessita ter a capacidade de sofrer conversao em planta
novamente, e assim, desenvolver-se para formar um individuo adulto, tanto em condicdes in
vitro quanto ex vitro apos o periodo de armazenamento (ARA; JAISWAL; JAISWAL, 2000).

2.4. Técnica e aplicacdes da semente sintética

A técnica de producdo de sementes artificias e encapsulamento é antecedida pela
inducdo do embrido somatico em meio de cultura ou germinacdo in vitro de sementes
convencionais para posterior encapsulamento dos protocormos gerados. Em seguida, 0s
embrides sdo encapsulados individualmente utilizando um material gelificante que somado a
outros componentes constitui a matriz de encapsulamento, como mostra a Figura 4
(VARGAS et al., 2014). A depender da aplicacdo, essas sementes artificiais sao armazenadas
a curto ou médio prazo em condi¢bes especificas para cada espécie ou género, e

posteriormente, sdo convertidas em plantula novamente (HAQUE; GHOSH, 2017).
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Figura 4 — Aspecto da matriz de encapsulamento de sementes sintéticas in vitro de Solanum tuberosum (Batata).

Fonte: (VARGAS et al., 2014).

As sementes artificiais ou sintéticas tém sido utilizadas para propagacdo de diferentes
espécies desde que essa técnica foi desenvolvida. Isso porque, 0 seu baixo custo de producao
e facil manuseio, permitem que ela seja capaz de substituir outras técnicas mais tradicionais
dentro da biotecnologia vegetal que fazem uso de sementes naturais, hibridas ou mesmo
estaquia (MANGENA, 2021).

A capsula que envolve o explante realiza o papel do endosperma de uma semente
natural, propiciando nutricdo e regulando o crescimento, como também, confere protecéo
contra danos mecanicos feito o tegumento, mas de modo artificial (MALABADI; STADEN,
2005).

Em relacdo a composicdo da matriz de encapsulamento, muitos materiais em gel ja
foram testados para encontrar o que melhor se enquadra a necessidade do vegetal, permitindo
sua sobrevivéncia. Entretanto, segundo Rihan et al. (2017) a matriz composta por alginato se
destacou devido a sua espessura sensivel, fraca capacidade de fiacdo da solucéo, baixo custo,
caracteristicas de bioadequacdo e rapida gelificacdo.

Ademais, sdo adicionados a matriz reguladores de crescimento e nutrientes, que como
dito acima, fazem o papel de endosperma ao embrido somatico e sdo relevantes para a
manutencdo das sementes artificiais durante 0 armazenamento e consequentemente, uma alta
frequéncia de conversdao em planta e posteriormente, a germinacdo (SAIPRASAD, 2001).

Vale ressaltar que existem algumas barreiras que dificultam a ampla utilizacdo das
sementes sintéticas ou artificiais, e sdo referentes a deficiéncia de compreensdo sobre o0s
processos de encapsulamento do embrido somatico frente as diferentes necessidades

fisiologicas das espécies e também, relativo ao sucesso em produzir propagulos de alta
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qualidade que suportem o armazenamento e germinagdo sob condi¢des ex vitro (POND;
CAMERON, 2003).

Uma aplicacdo estd relacionada a propagacdo clonal em massa, como também a
conservacdo de gendtipos silvestres, hibridos simples e duplos, cultivares desenvolvidas a
partir do melhoramento génico que ainda ndo produziram sementes naturais ou mesmo, no
caso de orquideas, das quais as sementes sdo dependentes da interacdo com fungos
micorrizicos (SINGH et al, 2006).

Além dessas, é valido citar que as sementes sintéticas sdo produzidas em condicGes
assépticas, assim, sdo livres de patdgenos e por isso, conferem uma grande vantagem com
relacdo ao transporte deste material quando comparado as sementes tradicionais que acabam
atuando como vetores de diversas doencas para as plantas (DAUD; TAHA; HASBULLAH,
2008).

Apesar disso, elas tém sido utilizadas como uma alternativa as espécies naturalmente
estéreis, ou seja, ndo produzem sementes, como também a espécies recalcitrantes, intolerantes
a secagem, viabilizando o armazenamento em bancos de germoplasma das mesmas (RAVI;
ANAND, 2012).

2.5. Conversao da semente sintética em plantula

O processo de conversao em plantula esta intrinsicamente relacionado a composicao
da matriz de encapsulamento que outrora abrigava a semente sintética, influenciando no
sucesso da formacdo dos brotos e raizes do embrido somatico (PRAKASH et al., 2018).

Outro fator determinante para a conversao em plantula é o tamanho do embrido
somatico, pois esta caracteristica ird implicar no desenvolvimento das mudas e plantas
(IQBAL; MOLLERS, 2019).

Assim, os meios de cultura ou também chamados de meios de regeneracdo para a
conversao apresentam comumente em sua composi¢do baixos teores de sacarose (2-3%), Y2
concentracdo de nutrientes do meio basal, agar, suplementado com horménios dos tipos BAP
(6-benzilaminopurina), uma citocinina comumente utilizada na cultura de tecidos para
estimular a divisdo celular e induzir a formacdo de brotos e GA3 (&cido giberélico), outro
regular que esta relacionado a divisdo celular e atua como estimulante de crescimento
(ZHANG et al., 2006; GRACA; MARTINS, 2009).
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3. METODOLOGIA

As informacdes coletadas acerca do uso e aplicacdo do encapsulamento, producédo de
sementes sintéticas e preservacdo em espécies da familia Orchidaceae foram realizadas em
trés bases de dados bibliograficos — Web of Science, Scielo e Science Direct, utilizando
filtros de pesquisa com temas “synthetic seeds”, “artificial seed”, “encapsulation seed”,
“synthetic seeds” e “Orchidaceae”, e “Orchidaceae” e “seed”. Ao finalizar as pesquisas em
cada base, as referéncias duplicadas foram excluidas. Foram selecionados artigos em inglés e
portugués publicados entre 1998, ano em que surgiu o conceito de semente sintética, e 2022.

4. ANALISE E RESULTADOS

Esta revisdo de literatura baseou-se no contetido de artigos que abrangem as tematicas
sobre encapsulamento e producdo de sementes sintéticas de espécies de orquideas, como
também de outras plantas ornamentais, incluindo pesquisas de aprimoramento das técnicas de
producdo das sementes sintéticas atraves de recursos tecnologicos e analises génicas.

Vale destacar que durante o processo de revisdo da literatura disponivel foi observado
que grande parte das pesquisas que envolvem a tecnica de encapsulamento esta direcionada
para a criopreservacdo de espécies de orquideas, contudo, ndo era o alvo de estudo do

presente trabalho.

4.1. Aplicacdes no setor produtivo

Uma das facilidades permitidas pelo uso de sementes sintéticas € o de transporte desse
material entre laboratérios ou industrias de flores de corte em decorréncia da capsula de
protecdo que recobre 0 embrido somatico encapsulado em cada semente, conferindo melhores
condicdes de manuseio e armazenamento (GANTAIT; BUSTAM; SINNIAH. (2012).

Hibridos de elite como a Aranda Wan Chark Kuan 'Blue’' x Vanda coerulea Grifft. ex.
Lindl. (AV), altamente comercializada nos tropicos pela beleza de suas flores (LEE et al,
1996), foi apontado como candidato ao uso de sementes sintéticas, iSso porgue, COmMo Nnos
demais géneros da familia Orchidaceae, o sucesso da propagacdo convencional € bastante
reduzido (GANTAIT; SINNIAH, 2012).

No trabalho realizado por Gantait, Bustam e Sinniah (2012), foi desenvolvido um

protocolo para producdo de sementes sintéticas em AV, visando 0 armazenamento e
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regeneracdo de plantas. Como explantes para o encapsulamento foram induzidos “protocorm-
like bodies” (PBL’s), que sdo corpos semelhantes a protocormos, diferindo apenas da origem,
ja que protocormos desenvolvem-se de sementes tradicionais € os PBL’s sdo induzidos em
meio de cultura e produzem grande quantidade de embriGes somaticos em um curto periodo
de tempo (LUO; ZHA; JIANG, 2003). Como resultado, as capsulas ideais foram obtidas
utilizando para o encapsulamento alginato de sédio a 3% com solucdo do sal CaCl, 75 mM, o
armazenamento obteve uma maior viabilidade das sementes sob a temperatura de 25° C,
resultando em 76,9% de germinacdo com capsulas armazenadas por 180 dias. Diante disso,
verifica-se a potencialidade de utilizacdo dessa técnica para armazenamento de curto a médio
prazo.

Em outro estudo com o mesmo hibrido, Gantait e Sinniah (2013) desenvolveram a
técnica de producdo de sementes sinteticas em AV utilizando explantes oriundos de pontas de
broto, isso porque, sdo tecidos com ampla atividade meristematica e costumam se desenvolver
diretamente em plantulas por inducdo em meio de cultivo, sendo outra maneira de obter
material para o encapsulamento. As capsulas ideais foram obtidas com a matriz gelificante de
alginato de sdédio a 3% com solugdo de CaCl. 75 mM. A temperatura ideal para o
armazenamento também se manteve em 25° C. Alem disso, foi avaliada a estabilidade
genética entre clones produzidos através de marcadores ISSR, que ndo pontuaram
polimorfismos mesmo apds 200 (duzentos) dias de armazenamento. Ou seja, a alta
estabilidade genética entre os clones demonstra resultados excelentes para a propagacdo em
massa da AV.

Outra aplicabilidade foi estudada por Bustam et al. (2013), onde eles avaliaram o
estagio ideal dos PBL’s para a produgdo de sementes sintéticas seguidas de regeneragdo direta
em mudas, com o intuido de recomendar um sistema de armazenamento de PBL’S que
permita a disponibilidade constante desse material. Além disso, ainda que seja regeneracao
direta, sem necessariamente 0 armazenamento dessas sementes artificias, elas atuam como
uma estrutura de protecdo dos PBL’s, outrora nus, durante o transporte para plantio em
campo, por exemplo, reduzindo as chances de infeccdo por patdégenos no material (ARA;
JAISWAL,; JAISWAL, 2000). Assim, o resultado obtido foi de que PLB’s provenientes do
hibrido Dendrobium Shavin White, uma orquidea muito popular por sua durabilidade, que
mediram de 3 a 5 mm com broto garantiram melhor uniformidade de mudas e os que foram
armazenados a 25 °C mantiveram alta viabilidade de germinacdo (88-96%) até 75 dias de

armazenamento.
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Ainda nesse contexto a titulo de exemplo, Asmah et al. (2011) testaram diferentes
concentracdes de alginato de calcio e CaCl, para o encapsulamento e producdo de sementes
sintéticas da espécie hibrida Acacia da familia Fabaceae. Como resultado, nas diferentes
concentragdes de alginato de sodio (3, 4 e 5%) com solu¢des de CaCl» variando entre 75 a 100
mM diferindo os tratamentos houve alta frequéncia de germinacdo (73,3 a 100%). Sobretudo,
é importante destacar sobre este trabalho que esse hibrido é resultante do cruzamento Acacia
mangium e Acacia auriculiformis, e apresenta vantagem em relacdo aos parentais quanto a
densidade de madeira que é maior, sendo indicado para a producao de celulose, papel, placas
de fibras e para a marcenaria em geral. Contudo, a utilizacdo das sementes das arvores desses
hibridos ndo é apropriada porque elas sdo de baixo desempenho e altamente polimorficas.
Essa caracteristica esta relacionada ao conceito de heterose ou vigor do hibrido, que supera o
desempenho dos parentais, porém é reduzida pela metade a cada nova geracdo. Para tanto, a
producdo de sementes sintéticas pode ser considerada como uma alternativa para manutencéo
da integridade genética dos hibridos.

Ha também outros trabalhos que descrevem metodologias especificas para diferentes
espécies de orquideas, avaliando diferentes concentracGes para a formulacdo da matriz de
encapsulamento e objetivando a propagacdo em larga escala. Manokari, Priyadharshini e
Shekhawat (2021), por exemplo, recomendam o uso de alginato de sodio a 3% e 100 mM de
CaCl, para encapsulamento de embribes somaticos diretos induzidos da superficie foliar de
Spathoglottis plicata, conhecida popularmente como orquidea roxa, uma planta comum em
jardins de casas e usada também para fins ornamentais (RECART; ACKERMAN; CUEVAS,
2013).

Semelhantemente, Mahdavi, Daylami e Aliniaeifard (2018) recomendam para o
encapsulamento de protocormos derivados de sementes de hibridos de Phalaenopsis, um
grupo de cultivares de alto valor econdmico usado como flores de corte e em vasos de plantas,
a concentracdo de alginato de sodio a 4% e solucdo de 150 mM de CaCl,. Foi observado
100% de germinacdo em meio MS apds 3 (trés) semanas de armazenamento.

Gantait, Subrahmanyeswari e Sinniah (2022) descreveram um protocolo de induc¢éo de
PBL’s, encapsulamento, armazenamento ¢ germinagdo pos-armazenamento de outro hibrido
comercialmente importante a Mokara Sayan x Ascocenda Wangsa gold (MA), conhecida
pela exuberancia de suas inflorescéncias. O uso de alginato de sédio a 3 % e 75 mM de CaCl,
resultou na producdo de sementes sintéticas claras, firmes e isodiamétricas, caracteristicas
consideradas ideais. Foi possivel a conversdo e recuperacdo em planta apos 180 (cento e

oitenta) dias de armazenamento sob a temperatura de 25° C, corroborando com os trabalhos
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citados acima que avaliaram a temperatura ideal para manter a viabilidade das sementes
sintéticas pos-armazenamento. Por fim, foi garantida a integridade genética entre os clones
apos serem submetidos a comparacdo com a planta-mae através de marcadores moleculares
RAPD, indicando 100% de monomorfismo. Mais uma vez, reforgando o potencial de manter
a estabilidade genética durante a multiplicacéo de clones com esta técnica.

Além disso, visando aprimorar ainda mais esta importante técnica Mahfeli et al.
(2022) utilizaram o software Image J para determinar as condigdes ideais para formagdo de
sementes sintéticas e pontuar quais devem ser as caracteristicas fisicas desejaveis. Este
software através do processamento de imagens consegue mapear a forma, area objeto,
dimensdes ortogonais, circunferéncia, didametro radial e tangencial, classificagdo baseada em
tamanho, abundéncia de particulas e outras caracteristicas fisicas (IGATHINATHANE;
PORDESIMO; BATCHELOR, 2009).

Até o presente momento, a germinacdo das sementes sintéticas em todos os trabalhos
acima citados ocorreu de maneira assimbidtica. Contudo, sob um diferente e inovador ponto
de vista, Tan et al. (1998) infectaram sementes sintéticas de orquideas com o fungo
micorrizico Rhizoctonia para obtengdo de germinacdo simbidtica. As sementes infectadas com
fungos foram capazes de se desenvolver em protocormos e em 6 (seis) semanas tornaram-se
mudas de duas folhas. Segundo os autores, existem algumas vantagens em realizar a infeccéao
e estdo relacionadas a exclusdo da sacarose na matriz de encapsulamento que € utilizada como
fonte de carbono na germinagéo assimbiotica, mas que pode ter efeitos adversos como inibir a
germinacdo por conta do aumento da pressdo osmotica nas células. Por fim, concluem que um
sistema com auséncia de sacarose € 0 ponto de partida inicial para a germinacdo de sementes

sintéticas de orquideas livres de germes e bactérias.

4.2. Aplicacdes na conservacao de germoplasma

Muitas espécies de orquideas compdem as Listas Vermelhas de espécies ameacadas de
extincdo. A exploracdo comercial para fins medicinais, aromaticos, ornamentais e tantos
outros, acabam por deixar muitas espécies em situacdo de vulnerabilidade levando em
consideracdo principalmente as barreiras fisioldgicas enfrentadas para a germinacdo em
ambiente natural (IUCN, 1999; MYERS et al, 2000; SWARTS; DIXON, 2009).

A fim de estabelecer um protocolo de encapsulamento, armazenamento e regeneracéo
de plantas da espécie Ansellia africana Lindl. que os autores Bhattacharyya, Kumar e Staden

(2018) induziram PBL’s como explantes para a produgdo de sementes sintéticas. A espécie
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esta classificada como “vulneravel” e pela IUCN (BAILLIE; HILTON-TAYLOR; STUART,
2004), e ainda € explorada comercialmente por suas propriedades medicinais no tratamento de
distarbios nervosos (BHATTACHARYYA; STADEN, 2016). A matriz de encapsulamento
com concentracdo de alginato de sodio a 3% e 100 mM de CaCl; foi considerada ideal e a
capacidade de regeneracdo de plantulas foi melhor quando o armazenamento ocorreu a 8° C,
diferindo de outras orquideas. Além disso, foi realizada a estabilidade genética através de
marcadores IRAP e SCoT que apontaram uma Vvariacdo somaclonal de 7,40%, considerada
uma baixa variabilidade. Assim, os autores enfatizam a importancia de avaliacdo das
condicdes ideais especificas para cada espécie, como também a necessidade de mais estudos
relacionados a variacdo somaclonal durante processos de micropropagacao.

De acordo com as listas do Apéndice Il da CITES16, outro género com espécies
ameacadas de extincdo € o Cymbidium, altamente explorado para fins terapéuticos,
comercializagéo ilegal e alvo de colecionadores de orquideas (VERMA; PATHAK, 2021).
Nesse trabalho, Verma e Pathak (2021) induziram PBL’s oriundos de pontas de caules de
Cymbidium aloifolium a fim de determinar a matriz gelificante ideal para o encapsulamento, o
efeito de aditivos de crescimento e capacidade de regeneracdo em plantula apds diferentes
periodos de armazenamento. Foi observado que a concentracdo de alginato de sodio a 3% e
100 mM de CaCl, formaram capsulas com caracteristicas ideais e a maior viabilidade de
regeneracdo foram em sementes armazenadas sob 4° C. Houve uma reducdo gradual da
viabilidade das sementes ao longo dos 60 dias de armazenamento. Com isso, 0S autores
sugerem que sejam testadas substancias de revestimento para as capsulas, como cera ou
resina.

Do mesmo modo, Bektas e SOkmen (2016) desenvolveram um protocolo para
producdo de sementes sintéticas da espécie Serapias vomeracea (Burm.f.) Briq. Esta espécie é
explorada comercialmente para a producdo de bebidas quentes e sorvetes, levantando a
preocupacdo de que possivelmente ela entrara para a lista de espécies ameacas de extingéo.
Assim, através da inducdo de PBL’s e encapsulamento, foi determinado que a matriz
gelificante ideal é com alginato de sddio a 3% e 75 mM de CaCl2. Foi possivel observar
100% de germinacdo em meio de cultura apds o armazenamento e 91% das mudas
permaneceram viaveis ap0Os transferéncia para o meio de turfa esterilizado. Contudo, os
autores sugerem estudos relacionados & adaptagdo das mudas regeneradas em campos
agricolas e sob diferentes condi¢fes ambientais.

Ainda sobre protocolos de conservacdo de germoplasma em espécies ameagadas de

extingdo e neste caso, uma espécie que é endémica da india e Siri Lanka, com distribuic&o
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extremamente restrita, a Ipsea malabarica (Reichb. f.) J. D. Hook. foi alvo de pesquisa do
trabalho formulado por Martin (2003). Os explantes decorrentes da multiplicacdo de gemas
axilares e inducdo de brotos foram cultivados até desenvolverem-se em bulbos, e foram
posteriormente encapsulados em alginato de sédio a 3% e CaCl; a 0,7%, resultando em 100%
de conversdo em plantulas. Segundo o autor, este protocolo € capaz de produzir mais de
40.000 plantulas em 250 dias, um resultado excelente tanto para fins de conservacgao, quanto
para o setor produtivo.

Por fim, uma aplicacdo muito relevante da técnica de encapsulamento que nao envolve
necessariamente a producdo de sementes sintéticas para regeneracdo a curto e médio prazo de
tempo € a criopreservacdo. A criopreservacdo de maneira resumida é o armazenamento de
células, tecidos e orgdos vivos na temperatura do nitrogénio liquido (-196° C) e é apontada
como a forma mais eficaz de preservacdo de germoplasma a longo prazo sem implicar em
alteracdes génicas (ENGELMANN, 2000). Ela tem sido aplicada com esse intuito em
diferentes espécies de plantas ornamentais e de algumas orquideas.

No trabalho realizado por Flachsland et al. (2006) foi descrito um protocolo de
encapsulamento de sementes e protocormos de Oncidium bifolium Sims, uma espécie de
ampla distribuicdo na América do Sul, contudo, esta sob ameaca de extincdo devido ao
desmatamento e exploracdo comercial de suas flores. O resultado obtido foi de que, o material
criopreservado oriundo de sementes teve uma taxa de regeneracdo em plantula de até 4,8% e
0s oriundos de protorcomos, 11,3%. Ainda que sejam valores baixos, essas mudas podem ser
aproveitadas para a producdo de sementes sintéticas, e assim, multiplicacdo clonal e

propagacdo em larga escala.

4.3. Dificuldades na obtencéo de sementes sintéticas

A tecnologia de encapsulamento e producdo de sementes sintéticas apresentam alguns
gargalos. A variacdo somaclonal em alguns métodos de propagacdo em massa precisa ser
amplamente estudada e superada, a fim de obter resultados proximos a 100% de
monomorfismo entre os clones (GANTAIT; SUBRAHMANYESWARI; SINNIAH, 2022).
Sobre fatores genéticos, o aparecimento de plantulas mutantes também é relatado na literatura
(SILVA et al, 2015). Diante disso, compreender as mudancas de ploidia dos vegetais através
do uso de colchicina, substancia que tem a capacidade de interromper a formacdo das fibras

do fuso durante a meiose, impedindo a distribuicdo regular do conteido génico nas células-
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filhas e transformando células diploides em triploides ou tetraploides, € alternativa para
aproximar-se também da estabilidade genética entre clones.

A utilizagdo de carvao ativado no endosperma de sementes sintéticas tém demonstrado
melhorias na germinacao e regeneracao de plantulas, aumentando a difusdo de gases, difuséo
de nutrientes e respiracdo dos embrides somaticos (THOMAS, 2008). Contudo, a literatura
diverge bastante com relacdo as concentragdes ideais, que por vezes sao especificas para cada
espécie ou género. Assim, estudos de determinacdo de concentracGes ideais de carvao ativado
na sintese de sementes sintéticas também séo de grande valia para avancos dessa técnica.

Outra aplicacdo que precisa ser mais explorada é a de criopreservacdo em espécies de
orquideas. Segundo Das et al. (2021), apenas 0,34% das mais de 25.000 espécies esta
documentada, por isso, mais esforcos devem ser investidos para aumentar esse percentual e
abastecer os bancos de germoplasma findados a conservacdo, principalmente de espécies

ameagadas de extingao.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A principal técnica utilizada no encapsulamento e producéo de sementes sintéticas é a
formacdo de capsulas recobertas pela matriz gelificante em orquideas e composta
essencialmente por alginato de sddio, sendo a concentracdo variavel de acordo com a espécie
e a condicdo de armazenamento. Essas capsulas conferem protecdo contra danos mecanicos
ao material encapsulado e também ¢ fonte de nutricdo para a regeneracdo em plantula e
desenvolvimento em muda.

O tempo de armazenamento de sementes sintéticas de orquideas varia de curto a
médio prazo. Foram observadas sementes vidveis com até 200 (dias) de armazenamento,
contudo, também € uma caracteristica variavel de acordo com a espécie e com a finalidade de
aplicacao.

Os explantes utilizados para o encapsulamento sdo quase que na totalidade dos
trabalhos oriundos de PBL’s, corpos semelhantes a protocormos, que sdo induzidos em
laboratdrio a partir de regides meristematicas ou de outros érgaos da planta através da cultura
de tecidos e assim, fornecem material para produzir as sementes sintéticas.

Os estudos sobre encapsulamento e producdo de sementes sintéticas em orquideas tém
crescido, porém ainda ha muito a se pesquisar, principalmente com relagdo ao
desenvolvimento de metodologias de propagacdo em massa de espécies muito exploradas

economicamente e que estdo ameacadas de extingdo, viabilizando também sua conservacéo.
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