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Resumo:

O género Cattleya pertence a subtribo Laeliinea (Epidendroideae). A origem
de Cattleya fidelensis € bastante controversa, mas existe uma hipotese que ela seja
um hibrido natural, oriunda do cruzamento das espécies C. perrinii (Lindl.) e C.
bicalhoi (Van den Berg). A analise cromossGmica proporciona a compreensao de
aspectos da filogenia e pode contribuir significativamente para a elucidacdo dos
possiveis parentais desta espécie. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi
estabelecer um protocolo eficiente na obtencdo de cromossomos de Cattleya
fidelensis, a fim de subsidiar estudos direcionados a determinacdo do namero de
cromossomos e do caridtipo desta espécie. Para a obtencdo das raizes, sementes
maduras de Cattleya fidelensis foram germinadas em meio de cultura. Em 3 meses,
obteve-se raizes para tratamento. O antimitdtico que produziu as melhores
metéfases foi a 8-hidroxiquinoleina a 0,002M e o tempo de tratamento mais
adequado foi o de 24 horas. As primeiras observacfes indicam que esta espécie
possui em torno de 72 cromossomos, a na sua grande maioria metacéntricos.

Introducao

A familia Orchidaceae é composta por cerca de 25.000 espécies e 700
géneros (CHASE et al., 2015), e no Brasil ocorrem 2.473 espécies e 221 géneros.
As orquideas sdo subdivididas em cinco subfamilias: Apostasioideae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae (SHIRAKI E DIAZ,
2012). Dentre as subfamilias tem-se as tribos: Epidendreae, Vandae, Cymdidieae,
Malaxideae, Arethuseae, Nervillieae e Triphoreae, com mais de 10 mil espécies
distribuidos em 34 subtribos (CHASE et al., 2015). O género Cattleya pertence a
subtribo Laeliinea (Epidendroideae).

A primeira descricéo feita de Cattleya fidelensis (Van den Berg), foi no ano de
1967 por Pabst que a nomeou Laelia x fidelensis. Depois de vérias classificacfes
botanicas diferentes, no ano de 2008, foi estabelecido o nome da planta como
Cattleya x fidelensis (Pabst) por Van den Berg, sendo esta a homenclatura aceita
atualmente. A origem desta orquidea € bastante controversa, entretanto, a hipotese

Vo

niversida 3 FUNDACAO RS
z=w (RCNPq ARAUCARIA covErnG B

Conselho Nacional de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico
tiicoe.  Tecnolégico do Parand

DO ESTADO DO PARANA



V=N

29° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica 29°EAIC
9° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica Junior QoEAIGr
&

\,,\i‘///
mais aceita € que ela seja um hibrido natural oriunda do cruzamento entre duas
espécies diferentes de orquideas: C. perrinii (Lindl.) e C. bicalhoi (Van den Berg).
Isto se deve ao fato destas espécies terem sido encontradas na mesma regiao e

possuirem caracteristicas morfologicas semelhantes.

A analise cromossOGmica proporciona a compreensdo de aspectos da
filogenia, taxonomia, evolugcdo cromossémica e melhoramento genético. Dentro da
familia Orchidaceae, as contagens cromossomicas tém ajudado a compreender as
relacbes filogenéticas. Apenas 2,51% da subtribo Laelinea € conhecida
citogeneticamente. Esta subtribo caracteriza-se por apresentar nimero basico de
cromossomos X = 20 e ter evoluido principalmente por poliploidia (FELIX e
GUERRA, 2010). O género Cattleya apresenta uma variagdo cromossOmica entre
2n =40 e 2n = 80 (TANAKA E KAMEMOTO, 1984). A falta de estudos citogenéticos
constitue uma lacuna para os mecanismos de elucidacdo da evolucédo cariotipica e
origem destas plantas. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi estabelecer um
protocolo eficiente na obtencdo de cromossomos de Cattleya fidelensis, a fim de
subsidiar estudos direcionados a determinacdo do niamero de cromossomos e do
cariotipo desta espécie.

Materiais e métodos

Para a obtencédo das raizes foram usados dois meios de cultura. As radiculas
com 0,5 a 1,0 cm de comprimento foram coletadas e tratadas com dois antimitoticos
(colchicina 2%, 8-hidroxiquinoleina 0,002M) em diferentes tempos de exposicao (12,
18 ou 24 horas) em temperatura ambiente. Apos os tratamentos, as radiculas foram
lavadas em agua destilada com trés trocas de 5 min cada e fixadas em Carnoy 3:1
(3 partes de alcool etilico P.A.: 1 parte de acido acético glacial) com 3 trocas a
intervalos de 15 min cada e armazenadas em geladeira por 24h. ApGs este periodo,
radiculas foram transferidas para etanol 70%, e estocadas em geladeira até o
momento de utilizagao.

Para a determinacao do tempo de hidrolise em HCILN a 60°C foram testados
tempos 15 e 20minutos.

As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento, com coloracao
em Fuelgen a 2% e orceina acética a 2%. As laminas serdo observadas em
microscopio Optico e a captura das imagens mais representativas foi feita em
microscopio optico Olympus CX 31, camera SC 30 pelo programa AnalySIS getIT.

Resultados e Discussao

Para a obtencdo das raizes, sementes maduras de Cattleya fidelensis foram
germinadas em meio de cultura. Inicialmente, o meio de cultura utilizado foi o KC
(KNUDSON, 1946) suplementado com 10% de banana. O tempo descrito para
obtencdo de raizes de Cattleya em meio de cultura é de trés a quatro meses
(FRANCO, 1942). Passado este periodo, como ndo houve germinacdo das
sementes, foi testado um segundo meio de cultura. Este novo meio de cultura
consistiu em uma composicdo de agua destilada (1L), acucar comercial (20g),
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(59). Em 3 meses, obteve-se raizes para tratamento.

A técnica de semeadura utilizada foi por meio de seringas de 20 mL
acopladas com agulhas veterinarias de grosso calibre. As sementes foram
desinfestadas com hipoclorito de s6dio comercial a 2% e em seguida lavadas 4x em
agua destilada e transferidas para seringas com soro fisioldgico para serem
distribuidas em frascos. Um total de 12 frascos, cada um contendo 50mL de meio
de cultura e 3 a 5mg de sementes, foram mantidos em casa de vegetagcao em
temperatura ambiente (25 a 30°C), sem luz artificial até o terceiro més.

Apds trés meses, cada frasco gerou em torno de 20 a 25 raizes. As raizes
com 0,5 a 1,0 centimetro foram tratadas com 8-hidroxiquinoleina a 0,002M ou
colchicina a 2%, nos tempos de 12, 18 ou 24 horas. O antimitético que produziu as
melhores metafases foi a 8-hidroxiquinoleina a 0,002M e o tempo de tratamento
mais adequado foi o de 24 horas. Estas metafases apresentaram 0s cromossomos
mais condensados sendo possivel identificar a sua morfologia o que permitird uma
melhor descrigdo do cariétipo desta espécie.

Entre os tempos de hidrolise em HCI 1N testados, o melhor tempo foi o de 15
minutos, uma vez que, no tempo de 20 minutos houve degradacdo completa do
material. Apesar da hidrolise ter se mostrado eficiente sugere-se a utilizacdo de
tratamento enzimatico para melhor degradacdo das raizes maiores (1,0 cm de
comprimento).

Embora ndo tenha sido possivel uma perfeita determinacdo do protocolo
eficiente para obtencdo de cromossomos mitdticos em Cattleya fidelensis, as
primeiras observac¢des indicam que esta espécie possui em torno de 72
cromossomos. De acordo com Tanaka e Kamemoto, 1984 o género Cattleya
apresenta uma variacdo cromossomica entre 2n = 40 e 2n = 80. Outra observacgéo
preliminar é a presenca de uma maioria de cromossomos metacéntricos.

Conclusodes

Embora exista um protocolo para obtengdo de cromossomos mitéticos considerado
eficiente para diversas espécies, sempre ha a necessidade de se fazer adaptacdes
para a espécie em estudo. A obtencéo de boas metafases é essencial para o estudo
cromossOmico e cariotipico.
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