Bancos de germoplasma: estratégias para a conservacio de orquideas e outras

epifitas nativas do Parana

Areas do conhecimento:
2.00.00.00-6 - ciéncias bioldgicas
2.03.00.00-0 — botanica
2.03.03.02-5 - reprodugdo vegetal

Breve historico da instituicao:

A UEM foi fundada na década de 60, sendo o curso de graduagdo em Ciéncias
Biologicas um dos primeiros a se consolidar. Atualmente a UEM ¢ considerada a
primeira universidade paranaense, e a 31° lugar no Ranking Iberoamericano SIR, tendo
em vista sua alta capacidade de produ¢do cientifica. Desde 1995, nela encontra-se
instalado no Museu Dinamico Interdisciplinar da UEM (Mudi), atualmente o segundo
maior museu de ciéncias da regido Sul do Brasil, e o maior museu de ciéncias do estado do
Parand, tanto em éarea de exposi¢do quanto em numero de visitantes. Neste museu de
ciéncias esta o laboratério de cultivo de orquideas e bromélias, contando com bons
equipamentos e onde sdo desenvolvidos ensaios para dissertagcdes e teses de programas
de pos-graduagdo em agronomia (PGA) e Biologia Comparada (PGB) da UEM, além de
projetos de iniciagdo cientificas diversos (PIC e PIBIC). Académicos dos cursos de
biologia e agronomia, ap6s capacitacdes, recebem os visitantes deste museu, repassando

os resultados obtidos com as pesquisas realizadas no local.

RESUMO

A sociedade necessita unir-se pela preservacdo ambiental. O apoio de entidades e
representantes da sociedade civil, engajados nos estudos de preservacdo e
sustentabilidade ambientais, ¢ fundamental para que essa unido seja vitoriosa, pois ¢ por
meio delas que os estudos se desenvolvem e aprofundam, trazendo conhecimentos
importantes para todos nos. Projetos que prevéem a conservacdo de espécies nativas
devem ser executados com a maxima urgéncia, evitando-se assim a erosdo genética na
biodiversidade brasileira. Dentre as técnicas mais atuais de conservacdo da flora
destacam-se os bancos de germoplasmas in vitro ¢ em nitrogé€nio liquido, ambos pouco
dispendiosos para as instituicdes mantenedoras e com garantia de producdo de milhares

de mudas, assim que se fizerem necessarias nos projetos de repovoamento de areas



nativas. Este estudo tera como objetivo coletar sementes de orquideas, bromélias,
Cactaceas, Piperaceas e outras angiospermas epifitas nativas nas areas da floresta
atlantica do litoral do Parand, e propor métodos de manutencdo das mesmas em bancos
germoplasma in vitro (sobre meio de cultura) e em nitrogé€nio liquido (criopreservagio)
por muitos anos, devendo serem retiradas amostras, periodicamente, para semeadura e
produgdo de novas mudas. Os métodos de manutencdo das culturas de orquideas e
bromélias in vitro ja estdo relativamente bem estabelecidos para algumas espécies de
valor comercial, enquanto que para as demais pouco (ou nada) sabemos. Por sua vez, a
manutengdo das pequenas sementes das epifitas em nitrogénio liquido ainda necessita
de estudos mais aprofundados, mesmo para as espécies de orquideas mais conhecidas.
Estudos prévios realizados nos laboratorios do Departamento de Biologia e no Museu

Dinamico da UEM (MUDI, www.pec.uem.br/mudi), com sementes de epifitas nativas

do noroeste e centro do Parana tem revelado que a manutencdo de ambos os tipos de
banco de germoplasma podem fornecer dados imprescindiveis para a conservagdo de
epifitas nativas, contribuindo para acdes efetivas de producdo de mudas em larga escala.
A cada seis meses, lotes de plantulas in vitro ou sementes criopreservadas serdo
retiradas para analises dos pardmetros morfométricos usuais, e seguirdo para viveiros
para aclimatizagdo das mudas, e posteriormente serem recolocadas em seus respectivos
ambientes naturais. Em adi¢fo, nas a¢des extensionistas realizadas no Museu Dindmico,
ao receber diariamente dezenas de visitantes, a maioria em idade escolar, tem-se uma
oportunidade unica de repassar a comunidade, através de visitas monitoradas, todas as
informagdes acerca dos métodos de preservacdo das espécies nativas acima citadas,
contribuindo com a educacdo ambiental e consolidando positivamente a imagem das
instituicdes que apoiam as pesquisas, basicas e aplicadas, junto a comunidade cientifica
e leiga.

Palavras-chaves: germoplasma, epifitas, conservacdo, educagdo ambiental.

OBJETIVO GERAL

Este projeto prevé a consolidacdo de metodologias efetivas para a criagdo e
manutengdo de bancos de gemoplasma in vitro e em nitrogénio liquido
(criopreservagdo) de espécies de orquideas e outras epifitas nativas do estado do Parana,

e o repasse destes conhecimentos a comunidade em geral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS



= (Coleta lotes de sementes de orquideas e outra epifitas nativas do Parana.

= Adequar das salas tematicas de atendimento ao publico visitante do MUDI

(educagdo ambiental).

= Elaborar e publicar trabalhos cientificos nas areas de colecdes de flora em

bancos de germoplasma.

= Esclarecer a populacdo do compromisso e da preocupacdo das instituigdes e
pessoas envolvidas neste projeto em relacdo as acdes efetivas para a preservacao

ambiental.

INTRODUCAO

O estado do Parana, atualmente conta com numeros inferiores a 5% de suas
exuberantes florestas nativas (Soares-Silva et al., 1992), com destaque para a Floresta
Estacional Semidecidual, que ocupavam a maior parte do norte e noroeste do estado, a
Floresta Estacional Semidecidual com Araucarias, originalmente ocorrente nas regides
centro e sul do Parana, e a Floresta Ombroéfila Densa, localizada sob influéncia atlantica.
Sob os dominios dessa esta a Area de Preservagio Permanente de Guaratuba (APA de
Guaratuba), abrangendo a Microrregido de Paranagud. Segundo o mapeamento da
Floresta Atlantica realizado pela SEMA/PRO-ATLANTICA (2002), a extensio da
Floresta Ombrofila Densa é bastante expressiva, destacando-se a Formagdo Sub-
Montana (com 64.756 ha), seguida pela Formacdo Montana (com 41.070 ha) e Alto
Montana (com 1.309 ha). A cobertura conservada da Floresta Ombrofila Densa Aluvial
¢ bastante significativa (65,6 %, ou 5.112 ha).

Por toda a floresta atlantica brasileira observa-se a abundancia de espécies de
habito epifitico. Entende-se por plantas epifitas aquelas que se utilizam de outras
espécies como substrato para seu desenvolvimento, com auséncia da relacdo
interespecifica denominada parasitismo. Essas plantas sdo divididas em dois grandes
grupos: holoepifitas, encontradas sempre ou quase sempre na condi¢cdo epifitica, sem
nenhum contato com o solo; e hemiepifitas, que apresentam contato com o solo em pelo
menos uma fase de seu ciclo de vida.

As espécies epifitas compdem um dos importantes grupos floristico das florestas
tropicais por apresentarem alto grau de endemismo (com dispersdo restrita a areas de

pequenas dimensoes) e frequente especificidade de microambientes, sendo diretamente



influenciadas pelo clima e nivel de disturbio antropico (Benzing, 1990). Segundo Kress
(1986), aproximadamente 10% de todas as plantas vasculares sdo epifita, sendo
encontradas quase exclusivamente em florestas tropicais, estando distribuidas em 84
familias, chegando a representar mais de 25% das espécies de muitos paises. Sdo
portanto, responsaveis por grande parte da diversidade as florestas tropicais.

A importancia ecologica do epifitismo, nas comunidades florestais, consiste na
manuten¢do da diversidade bioldégica e no equilibrio interativo dentre as espécies, visto
que proporcionam recursos alimentares (frutos, néctar, polen, 4gua) e microambientes
especializados para a fauna do dossel, constituida por uma infinidade de animais
voadores, arboricolas e escansoriais (que vivem tanto no estrato arboreo quanto no
chao) (Waechter, 1992). Em adicao, as aves também podem utilizar varios recursos das
epifitas, tais como frutos, flores, sementes, agua (reservada entre as folhas),
invertebrados que nelas vivem e que lhes servem de alimento, além de material e local
para nidificacdo (Coelho et al., 2002).

Os recursos genéticos vegetais sdo reservatorios naturais de genes com potencial
de uso para a produgdo sustentdvel de géneros essenciais a humanidade, tais como
alimentos, fibras ¢ medicamentos, ou pelo simples fato de comporem uma floresta
nativa. Entretanto, essa biodiversidade esta sendo destruida numa velocidade alarmante,
devido ao crescimento desorganizado e a exploragdo sem controle dos ecossistemas.
Varios métodos de conservacdo in situ e ex situ do germoplasma de ragas locais,
cultivares domésticas e parentes silvestres de espécies agrondmicas ja foram propostos
como medida de prevencdo desse processo de erosdao genética (Bajaj, 1995), mas pouco
sabemos das espécies nativas do Brasil.

A possibilidade de obter plantas inteiras a partir de células isoladas, pequenos
pedagos de tecidos ou 6rgdos vegetais e plantulas advindas de sementes, pelo uso de
técnicas de cultura de tecidos levou ao estabelecimento dos bancos de germoplasma in
vitro. Este tipo de banco envolve a manuten¢do de culturas em crescimento ativo através
de subculturas periddicas das brotacdes laterais e segmentos nodais (caulinares),
conforme salientou Santos (2001). No caso das orquideas, cujas sementes sdo
produzidas aos milhares em cada fruto, raramente ultrapassam 0,5mm de comprimento,
mas apenas germinam na presenga de fungos micorrizicos, ou sob condigdes
laboratoriais, na presenca de formulacdes nutritivas contendo sais minerais ¢ sacarose.
A preservacdo de gendtipos sob cultura in vitro é reconhecida como um método de facil

aplicagdo e baixos custos operacionais.



Outro método de preservacdo de germoplasma ¢é a criopreservagdo, definida
como a conservacdo de material bioldgico em nitrogénio liquido a -196°C, ou em sua
fase de vapor, a -150°C. Essa técnica pode assegurar a conservacdo de material
biolégico por longos periodos de tempo, uma vez que sob temperatura ultra baixa o
metabolismo celular fica tdo reduzido que a deterioragdo biologica ¢ virtualmente
paralisada. As técnicas de criopreservagdo desenvolvidas mais recentemente sdo
relativamente simples e estdo baseadas na vitrificagdo dos tecidos vegetais. Neste
processo (ou formacdo do estado vitreo) a agua sofre uma transicao da fase liquida para
um estado solido amorfo e meta-estavel (Fahy et al., 1984). O so6lido assim formado ¢&,
na verdade, uma solu¢do super-saturada e de alta viscosidade, o que lhe confere as
propriedades mecénicas de um soélido, embora ndo haja formacdo de uma estrutura
cristalina, capaz de perfurar e destruir os sistemas de membranas celulares. A transi¢cao
para o estado vitreo ndo envolve mudancas quimicas, mas apenas mudangas fisicas na
viscosidade do liquido. No caso especifico das pequenas sementes de orquideas,
existem propostas divergentes quanto a metodologia a ser empregada no momento da
criagdo do banco de germoplasma sob nitrogénio liquido, tendo alguns autores afirmado
a real necessidade do processo de verificagdo dos tecidos, enquanto que outros afirmam
que a simples imersdo em nitrogénio liquido mostra-se suficiente para manter a
viabilidade das mesmas, como relatado por Pritchard (1984) para 10 espécie de
orquideas, mas amplas variagdes de resultados podem ocorrem, dependendo da espécie
e mesmo do lote de sementes utilizado. Atualmente a aplicacdo da solucdo de
verificacdo proposta por Sakai et al. (1990) tem revelado-se como o método mais
adequado para varias espécies da flora em geral.

Em adicdo as técnicas de preservacdo ambiental, em teoria, todas as espécies
podem ser conservadas ex situ, desde que possam ser periodicamente multiplicadas.
Tradicionalmente conservaram-se ex situ recursos importantes para o homem como as
espécies luteis na alimentacdo e agricultura, cuja conservagdo exige seguranga e
disponibilidade imediatas e futuras. Entretanto, com as constantes perdas dos ambientes
naturais, a manuten¢do de bancos de germoplasma de espécies nativas torna-se uma
técnica muito importante e util para a reestruturacdo das comunidades vegetais junto aos
projetos de reestruturagdo ambiental.

Toda esta preocupacdo com a preservacao ¢ justificada pelo perigo de extingao
sob a qual as espécies se encontram. O nivel de ameaga pode ser determinado

consultando a lista vermelha de espécies em perigo de extingdo (Red List Categories) da



The World Conservation Union (IUCN). Quanto as espécies de orquideas, bromélias,
Piperaceas e outras epifitas paranaenses, pouco sabemos a respeito de suas estratégias
reprodutivos, ¢ menos ainda das especificidades de suas sementes para serem
conservadas por longo periodo de tempo. Desta forma, a conservacdo dos recursos
fitogenéticos ¢ um trabalho continuo, a longo prazo, que implica investimentos
importantes em tempo, pessoal, instalacdes e operacionalidade, justificaveis em funcao
das necessidades, e ndo do desejo ou conveniéncia de se conservar espécies da extingao.

Atualmente o laboratorio de cultivo de orquideas e bromélias do Museu Dindmico
Interdisciplinar da UEM ja conta com um banco de germoplasma in vitro, com mais de
40 espécies de orquideas nativas da regido central do estado do Parana, no qual estdo
sendo definidas as especificidades de cada espécies quanto & composicdo do meio de
cultura. Este projeto em muito possibilitou o aprimoramento das técnicas de semeadura
e manutencdo deste banco de germoplasma. Entretanto, os métodos de criopreservacdo
ainda necessitam de pesquisas aprofundadas para que se tornem padronizados e
proporcionem condi¢cdes seguras para a manutencdo da viabilidade das sementes
mantidas sob esta condicdo.

Em adi¢do, tendo em vista que o Museu Dindmico Interdisciplinar da UEM
(MUDI) conta com ambientes tematicos para a educagdo informal, repassando a
comunidade os conhecimentos académicos nas areas das ci€ncias ambientais, anatomia
humana, quimica, fisica e inclusdo digital. Todas as técnicas de conservacdo da
biodiversidade propostas neste estudo serdo repassadas para a comunidade visitante do
MUDI, contribuindo para incrementar a conscientizagdo ambiental e a importancia de se

manter o patrimonio genético das populagdes vegetais de nosso estado.

MATERIAIS E METODOS

Este projeto sera desenvolvido na area de abragéncia da APA de Guaratuba, ¢
nos laboratdrios tematicos de cultivo de orquideas e bromélias do Museu Dindmico
Interdisciplinar (Bloco O-33) da UEM.

Na fase inicial deste projeto serdo adquiridos reagentes e equipamentos
necessarios para adequagdo dos laboratorios do Mudi, prevendo-se a implantagdo do
banco de germoplasma in vitro e sob criopreservacdo (em nitrogénio liquido).

A seguir serdo realizadas expedicdes a APA de Guaratuba, com intervalos de 50-60
dias, para coletas frutos maduros das epifitas, marcagdo (por georeferenciamento) ou

coleta de matrizes com frutos imaturos (as quais serdo posteriormente devolvidas aos



respectivos locais de origem. As sementes que coletadas no ano de 2013 e primeiro
semestre de 2014 serdo subdivididas em lotes, acondicionadas em criotubos (2mL) e
submersas diretamente em nitrogénio liquido, ou entdo, submetidas ao processo de
vitrificagdo segundo Sakai et al. (1990) por 1 hora (Carvalho, 2006) e imediatamente
depositadas em galdes de nitrogénio liquido. Salienta-se que o departamento de Fisica
da UEM e o0 COMCAP (Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa, vinculado a Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo) da UEM disponibilizam o nitrogénio liquido aos
demais departamentos, o que facilita a manutengéo deste tipo de coleg@o bioldgica.

Para se manter o fluxo génico nas populacdes nativas, devem ser mantidos nos
bancos de germoplasma diversos “acessos” (amostras de uma mesma espécie), € sua
analise indicard se as metodologias sdo aplicaveis ou ndo as espécies com amplas
variagdes genotipicas, como € o caso das orquideas brasileiras.

Em adicdo, cada lote de semente coletado também sera subdividido em pequenas
por¢des, desinfectado superficialmente com etanol 70% por 1minuto, lavado com agua
esterilizada em abundancia, novamente desinfectado pela a¢do do hipoclorito de sédio a
15% (solug@o comercial), lavado com dgua em abundancia e inoculado sobre meio de
cultura “C” de Knudson (nitrato de célcio (lg), sulfato de amonio (0,5g), fostato
monobasico de potassio (0,25g), sulfato de magnésio (0,25g), sulfato ferroso (0,025g) e
sulfato de manganés (0,0075g), além de 20g de sacarose ¢ 3-5g de agar (agente
geleificante), suplementado com agua de coco (100 mL/L) ou polpa de banana “nanica”
(90g/L) (pH mantido entre 4,8 a 5,5), conforme as indicacdes de Arditti et al. (1982)
para orquideas tropicais. Este mesmo meio de cultura mostra-se também adequado para
a germinacdo de outras espécies epifitas, como bromélias e cactos.

Antes de seguirem para os bancos de germoplasma, todos os lotes de sementes
serdo submetidos ao teste de viabilidade com cloreto de 2,3,5 trifenil-tetrazolio
estabelecido pela “International Seed Testing Association” (ISTA, 1993), e analisadas
a0 microscopio Optico (no caso das orquideas) ou sob estereomicroscopio (para demais
espécies com sementes maiores), quanto a porcentagem de embrides coradas em
vermelho vivo (vidveis), cinza (ndo viaveis) ou sem embrido. Caso as porcentagem das
ultimas 2 classes citadas sejam superior a 95%, o lote de sementes devera ser
descartado.

Para a analise do banco de germoplasma em nitrogénio liquido, semestralmente,
lotes de sementes serdo descongelados em banho-maria e novamente analisados quanto

a viabilidade de seus embrides. Aqueles lotes que se mantiverem vidveis serdo



semeadas em placas de Petri com papel de filtro umedecidos com agua destilada, ou
sobre meios de cultura especificos para orquideas, bromélias e Cactos, conforme
especificado acima, culminando na produgdo de centenas de mudas. Essas serdo
encaminhadas as estufas agricolas do Departamento de Biologia e posteriormente aos
seus locais de origem, em futuros projetos de aclimatizagdo e recolocacdo de espécies
nativas em areas de florestas nativas.

Os ensaios cientificos acima citados serdo mantidos sob condi¢des de
iluminacao e temperatura controladas no laboratorio de cultivo de orquideas e bromélias
do MUDI, sob temperatura de 25+3°C e ilumina¢do controladas por lampadas
fluorescentes de 40W, tipo luz do dia.

Todos os procedimento e trabalhos cientificos acima realizados serdo utilizados
para a elaborag@o de pequenas palestras a serem apresentadas aos visitantes do MUDI, e
proferidas pelos graduando deste projeto (que atuardo como monitores neste museu).
Estes académicos utilizardo os dados cientificos acima obtidos para a elaboracdo de
textos e apresentacdes com figuras, de modo a expor aos visitantes os métodos que
estdo sendo utilizados para a preservagdo das espécies epifitas deste projeto, auxiliando,

de modo informal, com a educagdo ambiental.

Resultados esperados

Espera-se com a execugdo deste projeto a consolidacdo de metodologias
facilmente aplicaveis para a manutengdo de colecdes de sementes viaveis (em
nitrogénio liquido) e plantulas sob condi¢cdes assépticas (in vitro) por muitos anos.
Assim, dezenas de espécies de epifitas paranaenses poderdo, a qualquer momento,
serem propagadas e servirem para os projetos de repovoamente de areas florestadas, e

onde ocorriam naturalmente.

Plano de divulgacao

Os resultados desta pesquisas serdo divulgados em congressos e encontros
cientificos nas areas de botanica e ecologia, assim como em revistas cientificas
cientificas nas areas de botanica e conservagao da biodiversidade.

Diariamente, os resultados obtidos serfo divulgados para a comunidade
académica e leiga (grande parte composta por estudantes do ensino fundamental e

médio) na sala tematica da botanica, no Museu Dindmico Interdisciplinar (Mudi/UEM).



interfaces

Atualmente encontra-se em fase final de elaboracdo um banco de germoplasmas
in vitro, com mais de 60 acessos de sementes de orquideas obtidas na area de supressao
da vegetagdo da Usina Hidrelétrica Maua (Telémaco Borba e Ortigueira), além de em
banco de germoplasma em nitrogénio liquido com 10 espécies, como as anteriores,
pertencentes a um projeto de pesquisa sob convénio com a Eletrosul Centrais Elétricas
S.A., o qual serviu como experiéncias e treinamento da equipe, para a implantagdo das
metodologias aplicadas no laboratério do Museu Dindmico da UEM.

Espera-se para os proximos anos a continuidade deste projeto, com a produgdo
de centenas de mudas aclimatizadas, para serem replantadas em seus respectivos locais

de origem da Floresta Atlantica.
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