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RESUMO

Encyclia cachimboensis é uma espécie Amazonica endémica da Serra do Cachimbo, localizada na divisa entre o norte do estado
de Mato Grosso ¢ o sul do Para. Estudos sobre o cultivo in vitro e a caracterizagdo citogenética da espécie ainda sdo escassos. O
objetivo do trabalho foi realizar a caracterizagdo citogenética e a identificag@o das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs) da
espécie Encyclia caximboensis cultivadas in vitro. Sementes de E. caximboensis foram desinfestadas utilizando-se de uma seringa
e, posteriormente cultivadas em meio de MS na auséncia de regulador de crescimento. A germinagdo iniciou-se aos 20 dias cultivo
com o desenvolvimento dos protocormos e, apds 90 dias foram obtidas 40.500 plantulas. Para a caracterizagdo citogenética, apices
radiculares de plantulas com 180 dias de cultivo in vitro foram submetidos ao tratamento de bloqueio utilizando solugéo de trifluralin
3 uM, sendo fixados em solugdo metanol-acido acético (PA) na proporgdo de 3:1. Os meristemas foram submetidos a digestao
enzimatica e fixados em solugdo metanol-acido acético (3:1) e as laminas foram coradas com Giemsa a 5%. No bandeamento Ag-
NOR, laminas com 20 dias de envelhecimento foram cobertas com solugdo de nitrato de prata (AgNO,) 50% e incubadas por 19
horas. Os resultados indicam que a espécie E. caximboensis possui complemento dipléide com 2n =24 com todos 0s cromossomos
do tipo metacéntricos. O tamanho dos cromossomos variaram entre 1,88 a 0,66 pm de tamanho, com RNOs simples em pequenos
blocos localizados na regido proximal do 3° par cromossomico.

Palavras-chave: micropropaga¢ao; orquidea; cromossomos; regido organizadora de nucléolo.

ABSTRACT
Cytogenetic characterization of Encyclia caximboensis cultivated in vitro (Orchidaceae)

Encyclia caximboensis is an Amazonian species endemic to the Serra do Cachimbo, which is located between the northern of the
Mato Grosso state and the southern part of Para state. Studies reporting in vitro cultivation and cytogenetic characterization of this
species are still scarce. Therefore, the objective of this work was to determine the cytogenetic characteristics and to identify the
nucleolar organizer regions (NORs) of the species £. Caximboensis, cultivated in vitro. Seeds of E. caximboensis were disinfected
using a syringe and subsequently cultivated in MS medium without growth regulators. The germination started after 20 days of
culture, with the development of protocorm and 40,500 seedlings were obtained after 90 days of culture. To perform the cytogenetic
characterization, root tips of 180-day-old seedlings were submitted to blocking treatment using 3 uM trifluralin and then fixed
in methanol-acetic acid solution, 3:1 (v/v). The meristems were submitted to enzymatic digestion, fixed in methanol-acetic acid
solution, 3:1 (v/v) and the slides were stained using 5% Giemsa solution. Ag-NOR banding was carried out on 20-day-old slides
by incubation in 50% silver nitrate solution (AgNO,) for 19 hours. The results indicated that E. caximboensis has 2n=2x=24 with
all metacentric type chromosomes, ranging from 1.88 to 0.66 pm in length, with simple NORs in small blocks localized in the
proximal region of the third chromosome pair.

Keywords: micropropagation; orchid; chromosomes; nucleolus organizer regions.

1. INTRODUCAO das Américas e do Caribe. O género Encyclia pertence a

subtribo Laeliinae e ¢ constituido por 56 espécies no Brasil,

A familia Orchidaceaec compreende uma das maiores
familias entre as faner6gamas ¢ apresenta grande variagdo
morfologica, cromossomica e alta diversidade genética
(DRESSLER, 2005; ARDITTI, 2008; CHUGH et al.,
2009) e, no Brasil ocorre aproximadamente 235 géneros
e 2.419 espécies (BARROS et al., 2011). A subfamilia
Epidendroideae ¢ a de maior representatividade, com
cerca de 650 géneros e 18.000 espécies, abrangendo mais
géneros e espécies do que todas as outras subfamilias juntas
(PRIDGEON etal., 2005). A subtribo Laeliinae compreende
aproximadamente 1.500 espécies (DRESSLER, 1993)
distribuidas em 39 géneros (VAN DEN BERG, 2005) ¢ ¢é
amplamente distribuida pelas areas tropicais e subtropicais

sendo 42 endémicas, como ¢ o caso da espécie Encyclia
caximboensis, que ¢ endémica da Serra do Cachimbo
localizada no norte do estado de Mato Grosso ¢ o sul do
Para (MILLIKEN et al., 2010).

Embora o cultivo de orquideas tenha contribuido
para tornar o Brasil conhecido internacionalmente por
suas plantas exoéticas, essas em geral sdo obtidas, quase
sempre pelo extrativismo predatorio das matas tropicais
(KAMPF, 1997). Atualmente, inimeras variedades estdo
em risco, ou ja foram extintas, ¢ em muitos casos nao
foram estudadas ou classificadas (REZENDE et al., 2009).
Em condigdes naturais, a propagagido das orquideas se da
pela proliferacdo de mudas laterais ou pela disseminagao
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natural de suas sementes. As sementes das orquideas ndo
possuem endosperma, necessitando de associagdes com
fungos micorrizicos para cada espécie. Tais caracteristicas
reduzem significativamente as chances de um individuo
chegar a fase adulta em condi¢cdes naturais (COSTA
et al., 2009). Diante da demanda de orquideas para o
comércio floricola mundial, o cultivo in vitro representa
uma alternativa para contornar os obstaculos que limitam
a propagacao convencional (MOREIRA et al., 2007). No
género Encyclia ainda existem poucos relatos do cultivo in
vitro (STENBERG e KANE, 1998).

Em termos citoldgicos, a subfamilia Epidendroideae
apresenta grande variagdo cromossomica, de 2n=24 em
Malaxis pubescens a2n=240 em Epidendrum cinnabarinum,
que também ¢ a maior numero cromossomico para a
familia (FELIX e GUERRA, 2010). O género Encyclia
apresenta uma grande caréncia em estudos cariologicos,
sendo que das 154 espécies pertencentes a este género,
apenas sete apresentam registros cromossdmicos (FELIX
e GUERRA, 2010). Davifia et al. (2009) destacam que
a evolucdo dos cromossomos na familia Orchidaceae
ainda permanece inconclusiva. Essa escassez de dados
constitui uma lacuna importante para o entendimento dos
mecanismos de evolugdo cariotipica ocorrentes nesse
grupo de plantas (DAVINA et al., 2009). O conhecimento
do numero cromossomico e do comportamento meiotico,
associados com conhecimentos sobre os padrdes de
florescimento, frutificacdo e germinacao das sementes sdo
importantes para a compreensdo do processo evolutivo e
sucesso reprodutivo de qualquer espécie vegetal superior
(BATTISTIN et al., 2012).

Diante do acima exposto, o objetivo do trabalho foi
realizar a caracterizag@o citogenética e a identificacao das
Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs) de plantas da
espécie E. caximboensis cultivadas in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Obtencido do material vegetal

Flores de E. caximboensis (Fig. 1A) foram polinizadas
manualmente. Duas capsulas maduras recém abertas foram
coletadas e, as sementes desinfestadas sob condigdes
assépticas em camara de fluxo laminar, com o auxilio de
seringa descartavel. As sementes foram imersas em alcool
etilico a 70% (v v') por 1 min., em seguida mantidas em
solu¢do de hipoclorito de sddio comercial a 1% com a
adigdo de 3 gotas de Tween-20, durante 10 min. e seguido
de 4 lavagens consecutivas em dgua destilada e esterilizada.

As sementes foram inoculadas em meio de germinagao
semi soOlido, constituido de sais basicos de MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) em 30 frascos de cultivo,
sendo inoculado 1 mL de solucdo (dgua + sementes) em
cada frasco. O meio foi suplementado com vitamina B5
(GAMBORG et al., 1968), 3% de sacarose, 0,01% de
inositol, e 7% de agar como agente gelificante. O pH
do meio de cultura foi ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da
autoclavagem. Os frascos foram vedados com filme PVC
esticavel de 9-10 um de poro (Goodyear, Brasil). As culturas
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foram mantidas em sala de cultivo, com temperatura de 25
+ 2 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro,
e irradiancia de 36 umolm?s™! providas por duas lampadas
fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil).
Aos 90 dias de cultivo in vitro as plantas obtidas foram
contadas manualmente.

Caracterizacio citogenética

Os cromossomos foram obtidos utilizando 4pices
radiculares das plantulas com 180 dias de cultivo in vitro
(Figura 1C). O tratamento de bloqueio dos processos de
divisdo celular foi realizado através da permanéncia dos
meristemas em uma solucao de trifluralin na concentragao
de 3 uM por 18 horas a 4 °C. Em seguida, os meristemas
foram lavados em agua destilada e fixados em solugdo
metanol-acido acético (PA) na propor¢ao de 3:1 a 4 °C por
um periodo de 24 horas. Os meristemas foram retirados da
solucdo fixadora, submetidos a lavagem com dgua destilada
e transferidos para tubos de microcentrifuga contendo 200
pL da enzima pectinase na concentracdo de 3 puM, onde
permaneceu por 50 minutos a 36 °C em banho Maria. Apos
a digestdo enzimatica, o material foi lavado e fixado em
solucdo metanol acido acético (3:1) por 24 horas a 4 °C.

As laminas foram confeccionadas de acordo com
Carvalho e Saraiva (1993), e coradas com Giemsa a 5%
por 3 minutos, lavadas em éagua destilada e secas em
temperatura ambiente.

As metafases de interesse foram fotodocumentadas
em um microscopio Fotomico Binocular (Leica ICC 50)
acoplado a um computador com sofiware LAZ EZ V1.
7.0. As laminas foram analisadas através do programa
Image SXM (BARRET, 2002) de dominio publico. Os
bragos de cada cromossomo foram medidos em pixels e
convertidos em escala de micrometros. Os cromossomos
foram classificados de acordo com o indice centromérico
(IC = BC x 100 T'), sendo: IC = indice centromérico,
BC = comprimento do brago curto; T = comprimento
cromossomico total e a razdo entre os bragos (r) que foram
determinados segundo os critérios propostos por Levan et
al. (1964) e revisados por Guerra (1986).

Identificacdo de Regides Organizadoras de
Nucléolo (RONs)

Apds 20 dias de envelhecimento, as laminas foram
submetidas ao bandeamento Ag-NOR segundo Funaki et
al. (1975). A solugdo de nitrato de prata (AgNO,) 50% foi
gotejada sobre cada lamina e depois cobertas com laminula
e mantidas em camara umida e escura a 34 °C, durante 19
horas. Decorrido o tempo de incubagao, as laminulas foram
removidas com jato de agua e as laminas foram lavadas em
agua corrente por 2 minutos, em seguida em agua destilada
por 1 minuto. A analise das ldminas foi realizada com uso
de microscopio OlympusTM, iluminacdo de campo claro,
usando a objetiva de 100 x (imersdo a 6leo). As imagens
foram capturadas pelo programa ACDsee e digitalizadas
pelo Corel Photo-Paint X3 (versaol3).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo in vitro
A germina¢do das sementes de E. caximboensis
variou entre 20 e 30 dias de cultivo in vitro (Figura 1B)
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no desenvolvimento dos protocormos. A conversao dos
protocormos em plantulas, ou seja, a expansdo das folhas
e desenvolvimento dos primordios radiculares ocorreu
aproximadamente aos 60 dias e, aos 90 dias foram obtidas
40.500 plantulas (Figura 1D).

Figura 1. Flor e cultivo in vitro de E. caximboensis. Haste floral (A); (B) Germinagao in vitro das sementes € o
desenvolvimento de protocormos. Bar. 2 mm. (C) Plantula cultivada aos 180 dias. As setas indicam os apices radiculares
utilizados na caracterizagdo citogenética. Bar. 15 mm. (D) Plantulas ap6s 60 dias de cultivo in vitro. Bar. 10 mm.

Figure 1. Flower and in vitro cultivation of E. caximboensis (A) Stem floral (B) Flower in detail In vitro
germination of seeds in the protocorm of development. Bar = 2mm., (C) Seedling grown to 90 days. The arrows indicate
the root apices used for cytogenetics Bar = 15 mm, (D) Seedlings after 60 days in vitro cultivation Bar = 10 mm.

O cultivo in vitro ¢ considerado o mais efetivo método
para a multiplicagdo em massa de orquideas ameacadas
de extingdo (THAN et al., 2011). Atualmente diversos
estudos tém sido desenvolvidos com a finalidade de definir
meios de cultivo mais adequados para propagar cada
espécie de orquidea, assim como incrementar a viabilidade
genética e resgatar espécies raras e em risco de extingdo
(STEPHENSON e FAHEY, 2004).

Varios trabalhos vém demonstrando a eficiéncia do
meio de cultura MS na micropropagacdo de orquideas
(UNEMOTO, 2007; RUIZ et al., 2008; REZENDE et al.,
2009; FARIA et al., 2012). O grande numero de individuos
obtidos nestas condigdes in vitro pode estar relacionado
com as caracteristicas do meio de MS, pois disponibiliza
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ao explante elevada concentragdo de sais minerais e
proporcionam condi¢des ideais para a germinagdo, o
desenvolvimento e a producdo em larga escala de plantas
de orquideas.

Caracterizacio citogenética

Nas analises citogenéticas, as células em metafases
apresentaram cromossomos com distinta condensagdo da
cromatina, bem distribuidos, na auséncia de sobreposigoes,
citoplasma e deformidades da cromatina. Através das analises
verificou-se que a espécie E. caximboensis possui 2n = 24
cromossomos (Figura 2), variando de 1,88 a 0,66 um de
tamanho (Tabela 1), com RON simples em pequenos blocos
na regido proximal do 3° par cromossémico (Figura 2).

V.21, N2.3, 2015, p. 345-350
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Tabela 1. Medidas e morfologia dos cromossomos de E. caximboensis de acordo com a posicdo do centrdmero.
Table 1. Measures and morphology of the chromosomes of E. caximboensis of according to the position of the centromere.

Cromossomo  Comprimento Brago (um) Razao entre os Indice Morfologia
total (um) Curto Longo bracgos Centromérico (IC) Cromossomo
1 1,88 0,92 0,96 1,04 48,93 M
3 1,43 0,59 0,84 1,42 41,26 M
5 1,40 0,62 0,78 1,26 44,28 M
2 1,27 0,58 0,69 1,19 45,67 M
6 1,26 0,63 0,63 1,00 50,00 M
4 1,10 0,44 0,66 1,50 40,00 M
7 0,92 0,45 0,47 1,04 48,91 M
8 0,89 0,43 0,46 1,07 48,31 M
10 0,78 0,33 0,45 1,36 42,31 M
9 0,75 0,32 0,43 1,34 42,66 M
12 0,66 0,32 0,34 1,06 48,48 M

O numero cromossdmico basico da familia Orchidaceae
ainda ¢ incerto. Porém, a frequente ocorréncia den=10 e
n = 20 na familia, pode-se determinar que x = 10 como
sendo o numero basico mais provavel (DODSON, 1957).
O ntmero basico de cada género ¢ identificado como o
nimero hapléide que mais parcimoniosamente explica
a variabilidade cromossomica estabelecida no taxon
(GUERRA, 2000). Desta forma ¢ possivel indicar o nimero
que, mais provavelmente, representa o complemento
haploide original de cada género (CONCEICAO e
BARBOSA, 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho, ou seja, que o
complemento diploide modal de E. caximboensis é 2n =
24, diverge com o descrito na literatura, a qual relata que
em geral as espécies pertencentes a subtribo Lacliinae
apresentam 2n = 40, tendo x = 20 como numero basico
Felix e Guerra (2010) e sugerem que a evolugdo desta
subtribo tenha sido por poliploidia ¢ Loveless ¢ Hamrick
(1984) citam a agdo conjunta de mutagdo, migragao,
sele¢@o e deriva genética como outros fatores que podem
ocasionar altera¢cdes no numero e estrutura do conjunto
cromossomico das espécies de orquideas.

A identificagdo de Regides Organizadoras de Nucléolo
(RONs) também constitui uma importante caracteristica
para o estudo da evolugdo das plantas, que em conjunto
com a analise da variagdo cromossomica permitem o
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entendimento de variagdes genéticas envolvidas na
evolugdo de um grupo e a delimitagdo taxondomica das
espécies (PEDROSA et al., 1999; COZZOLLINO et al.,
2004; KOEHLER et al., 2008).

Pelo bandeamento Ag-RON identificou proteinas com
atividade transcricional dos genes rDNA pela impregnagao
da prata nos cromossomos da espécie E. caximboensis,
ou seja, ou segmentos de DNA que transcrevem o
RNA ribossomico (PIEROZZI, 2007). A caracterizagdo
cromossomica fornece informagdes imprescindiveis
para verificar as ocorréncias de descontinuidades
genéticas dentro e entre as espécies, € contribuem para o
entendimento da relagdo filogenética em todos os niveis
taxonomicos.

4, CONCLUSAO

A germinagdo das sementes de E. caximboensis variou
entre 20 e 30 dias de cultivo in vitro, sendo que a conversao
em plantulas acorreu em aproximadamente 60 dias e com
90 dias foram obtidas 40.500 com + 2 cm de comprimento.
O complemento diploide de E. caximboensis obtido foi de
2n = 24. Os cromossomos foram do tipo metacéntricos,
variando de 1,88 um a 0,66 pm de comprimento ¢ as
RONSs simples localizadas na regido proximal do 3° par
cromossomico.

V.21,N2.3, 2015, p. 345-350
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Figura 2. Metafase e caridtipo da espécie E. caximboensis (2n=24), evidenciando Regides Organizadoras de
Nucléolo (RON) simples em pequenos blocos na regiado mediana do 3° par cromossomico. Barra = S5um
Figure 2. Metaphase and karyotype E. caximboensis species (2n = 24), evidencing the Nucleolus Organizing
Regions (RON) simple in small blocks in the midline of the 3rd chromosome pair. Bar = 5um
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