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RESUMO

FARIAS, Cyntia Beatriz Magalh&es, M. sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; janeiro 2021; Quantificacdo do DNA nuclear de seis espécies do género
Catasetum Lindley (Orchidaceae); Orientadora: Isane Vera Karsburg.

O género Catasetum pertence a familia Orchidaceae, o qual possui aproximadamente
300 espécies distribuidas por todo o territério brasileiro, que vem sendo
gradativamente destruido por acéo antropica do homem. O conhecimento do genoma
vegetal desse género € imprescindivel, pois auxilia no esclarecimento do
comportamento genético das espécies pertencentes, que existem em grande
variabilidade, decorrente da hibridacdo natural entre essas espécies. E, sendo parte
integrante da citogenética, tem sua contribuicdo fundamental em estudos evolutivos,
taxondémicos, de melhoramento vegetal e no desenvolvimento de estratégias para
conservacgao. Diante do exposto, o presente trabalho visou quantificar o DNA por
citometria de fluxo seis espécies pertencentes ao género Catasetum: C. atratum, C.
albovirens, C. joaquinianum, e C. rooseveltianum, fornecendo resultados que possam
contribuir para caracterizar o género. Foram analisadas as quantidades de DNA
nuclear por meio da citometria de fluxo das espécies citadas. Para as analises, foram
utilizadas folhas jovens de plantas cultivadas no Orquidéario Altaflorestense das seis
espécies, tendo como padrao a Solanum lycopersicum. Com base nos dados obtidos,
podemos inferir que o contetido de DNA divergiu para todas as espécies de Catasetum
estudadas. Catasetum discolor foi 0 que apresentou a maior quantidade de DNA,
9,71pg, e o Catasetum rooseveltinianum apresentou o menor valor, 6,06pg. C. discolor
apresentou picos representativos de nucleos com valores de DNA de 2C, 4C, 6C, 8C
e 16C, com maior pico em 2C. Ainda s&o poucos os trabalhos com a quantificacédo do
DNA para Catasetum, sendo as avaliagOes realizadas nesse estudo inéditas e os
valores encontrados se aproximam dos de outras espécies pertencentes ao mesmo
género. As informagfes obtidas nessa pesquisa sdo importantes para auxiliar em
programas de melhoramento genético com as espécies visando o cruzamento e
obtencéao de hibridos, ja que se verificou a semelhanca na quantidade de DNA nuclear,

bem como base para outras areas de pesquisa, como a sistemeética e a evolucao.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, orquidaceas, melhoramento genético.
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ABSTRACT

FARIAS, Cyntia Beatriz Magalh&es, M. sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; janeiro, 2021; Quantification of nuclear DNA from six species in the genus
Catasetum Lindley (Orchidaceae); Advisor: Isane Vera Karsburg.

The genus Catasetum belongs to the Orchidaceae family, which has approximately
300 species distributed throughout Brazilian territory, that has been gradually
destroyed by human anthropic action. The knowledge of the plant genome of this
genus, is essential because it helps to clarify the genetic behavior of the species
belonging, which has great variability due to the natural hybridization between these
species. And, being an integral part of cytogenetics, it has its fundamental contribution
in evolutionary, taxonomic studies, plant breeding and in the development of a
conservation strategy. Thus, the present study aimed to quantify the DNA by flow
cytometry of six species belonging to the genus Catasetum: C. atratum, C. albovirens,
C. joaquinianum, C. hopkinsonianum, C. discolor, C. rooseveltianum, providing results
to help characterize the genre. It was analized the amount of nuclear DNA through flow
cytometry of the species mentioned above. For the analysis, it was used young leaves
of the six species from plants cultivated in the Orchidarium Altaflorestense and, as
standard, Solanum lycopersicum were used. Based on the data obtained, we can infer
that the DNA content differed for all the studied Catasetum species. Catasetum
discolor showed the highest amount of DNA, 9.71pg, and Catasetum rooseveltinianum
showed the lowest value, 6.06pg. C. discolor presented significant peaks of nuclei with
DNA values of 2C, 4C, 6C, 8C and 16C, its highest peak being 2C. There are still few
studies on the quantification of DNA for Catasetum, therefore, the analyses from this
study are original and the evaluations carried out in this study showed similarity to
other species belonging to the same genus. The information provided in this study is
important to assist in breeding programs with specific categories and the crossing and
generation of hybrids, since there was a similarity in the amount of nuclear DNA, as

well as a basis for other research areas such as systematics and evolution .

Key words: flow cytometry, orchidaceae, genetic breeding .
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1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae constitui-se de uma das mais interessantes familias de
plantas floriferas: sdo cerca de 35.000 espécies no mundo, sendo 2.500 espécies
registradas no Brasil, distribuidas nos biomas de mata atlantica, com cerca de 1.400
espécies, e na floresta amazoénica e cerrado, com cerca 700 espécies (Barros et al.,
2012; 2018; Dressler, 1993, 2005).

Distribuidas entre 700 géneros (Chase et al., 2015), 236 desses podem ser
encontrados no pais, na regido sudeste, centro-oeste (Barros et al., 2015), norte. (Da
Silva et al., 1995; Vieira et al. 2014), nordeste (Pessoa e Alves, 2014) e sul (Budke et
al. 2004; Buzatto et al., 2010).

Dentre eles, destaca-se 0 género Catasetum, o qual possui aproximadamente
300 espécies distribuidas por todo o territério brasileiro (Dressler, 1993, 2005), como
no Amazonas (Da Silva et al., 1995; Silva & Oliveira, 1998; Petini-Benelli, 2016),
Amapa (de Castro et al., 2018), Rondénia (Silva & Oliveira, 2001; Prestes, 2013;
Petini-Benelli, 2014), Maranh&o (Silva & Oliveira, 1999; Silva & Figueiredo, 2006),
Bahia (Bastos & Van den Berg, 2012), entre outros.

Com o avanco das fronteiras agricolas e o desmatamento, tem ocorrido,
consequentemente, a perda da diversidade de algumas espécies de orquidaceas
(Costa et. al., 2013), principalmente as que apresentam endemismo, como algumas
espécies do género Cyrtopodium, do cerrado brasileiro (Silva et al., 2013), género
Phymatidium, endémico do Parana (Royer, 2013), Catasetum atratum, endémica do
Mato Grosso e de outros estados brasileiros (Barros et al., 2014).

Por causa da beleza de suas flores, diferenciada morfologia floral, mecanismos
de polinizacdo, associagdo com fungos (micorrizas), entre outras, as orquideas séo
amplamente cultivadas, destacando-se como planta ornamental, de interesse
econdmico, ecologico e botanico (Galdiano-Junior et al., 2012; Linthoingambi et al.
2015), com importancia na industria cosmética, alimenticia e medicinal (Galdiano-
Junior et al.,, 2012), sendo considerada uma familia evolutivamente avancada de
monocotiledéneas (Linthoingambi et al. 2015).

Partindo do conhecimento sobre genoma vegetal de plantas aldgamas, a

quantificacdo do conteudo de DNA é de grande importancia para a caracterizacao do



germoplasma e imprescindivel para os estudos evolutivos, trabalhos de melhoramento
genético, planejamentos de atividades de sequenciamento e programas de
cruzamentos (Bennett & Leitch 2005). E, tratando-se da familia das Orchidaceae,
ocorre grande variabilidade genética por conta da alta hibridacdo que ocorre entre as
espécies.

Por meio da citometria de fluxo € possivel verificar a variabilidade em relagdo a
quantidade de DNA e a ploidia das espédies. E, sendo parte integrante da
citogenética, tem sua contribuicdo fundamental em estudos evolutivos e taxondmicos,
por fornecerem importantes dados acerca do processo evolutivo sofrido pelas
espécies (Oliveira, 2011).

De acordo com Leitch et al. (2019), apenas 414, entre as mais de 35 mil
espécies aceitas para a familia Orchidaceae, possuem estimativas para o valor C de
DNA. Observa-se que estimativas para alguns géneros sao notavelmente ausentes
como em Acacallis, Aspasia, Batemannia, Bifrenaria, Brassavola, Cycnoches,
Cyrtopodium, Encyclia, Galeandra e muitos outros.

Para Polystachya, Phalaenopsis, Dendrobium e Oncidium, o valor C definido é
de 57, 55, 44, 33, respectivamente. Para Cattleya e Laelia, as estimativas sdo poucas,
6 e 2, respectivamente, ja Epidendrum, o género mais numeroso da familia, possui
apenas 2 estimativas para as espécies Epidendrum rigidum
Jacg. e Epidendrum steinbachii Ames.

Para Leitch et al. (1994; 2019), a falta de dados para a familia Orchidaceae,
utilizando a técnica da citometria de fluxo. esta relacionada as dificuldades em se obter
estimativas precisas para essa familia, possivelmente devido a natureza recalcitrante
do tecido. Os procedimentos utilizados para as estimativas existentes variam muito,
dificultando comparacdes.

Diante do exposto, 0 presente trabalho visou quantificar o DNA nuclear por
citometria de fluxo das espécies Catasetum atratum Lindl., Catasetum albovirens
Barb.Rodr., Catasetum joaquinianum Campacci & G.F.Carr., Catasetum
hopkinsonianum G.F.Carr & V.P.Castro., Catasetum discolor Lindl. e Catasetum
rooseveltianum Hoehne, objetivando fornecer subsidios para caracterizar o género e

auxiliar nas pesquisas referentes ao melhoramento genético.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ordem Asparagales e seu potencial ornamental

Asparagales inclui muitas familias tradicionalmente relacionadas a Liliales,
como Amaryllidaceae e Orchidaceae. Distingue-se das Liliales pelas tépalas
geralmente ndo maculadas, nectarios septais (nos septos do ovario) e algumas vezes
com crescimento secundario anémalo (Dressler, 1993; 2005).

Segundo a classificagdo do APG IV (Angiosperm Phylogeny Group - Grupo de
Filogenia das Angiospermas), que reune e utiliza-se de dados de biologia molecular,
a ordem Asparagales reune 14 familias e 36.265 espécies, a maioria incluida em
Orchidaceae, com aproximadamente 35.000 espécies, distribuidas em 6 tribos, 80
subtribos e 800 géneros. A categoria apresenta grande diversidade, portanto, a maior
familia € a que melhor se destaca economicamente (Heywood, 1993; Soares et al.,
2011).

O sistema de classificacdo foi desenvolvido por séculos, foi estabelecido
principalmente por taxonomistas e inclui um namero de divisdes e subdivisdes que
agrupam as plantas com base em suas semelhancas na estrutura e aparéncia da flor
(Dressler, 1993). A classificacdo mais aceita atualmente, APG IV, leva em conta outras
caracteristicas, como dados citolégicos e moleculares.

Dentre as familias do grupo das Asparagales, a familia Orchidaceae vem
apresentando interesse e importancia econémica no setor de plantas ornamentais,
pela sua grande combinacdo de cores, tamanhos e fragancia, caracteristicas que
contribuem cada vez mais para a sua apreciagao (Dressler, 2005; Schoenmaker,
2017). Na floricultura tropical, muitos géneros s&o comercializados e a tendéncia &
gue deva continuar crescendo (Mattiuz et al., 2006; Mezzalira & Kuhn, 2019).

O aumento na produtividade e comercializagéo de flores no Brasil apenas foi
possivel pelas diversas pesquisas realizadas nas areas de genética, fisiologia,
nutricdo, entre outros. Esses estudos tém contribuido para o avanco das tecnologias,
elevando a producédo por area, caracteristica essencial para a viabilidade econémica
da produgédo comercial, além da promocao de plantas mais tolerantes e adaptadas as

condicdes climaticas do Brasil (Cardoso, 2010; Mezzalira & Kuhn, 2019).
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2.2 Familia Orchidaceae

Orchidaceae se divide em cinco subfamilias, sendo elas Apostasioideae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae (Shiraki & Diaz, 2012),
possuindo sete tribos, sendo elas Arethuseae, Cymdidieae, Epidendreae, Malaxideae,
Nervillieae, Triphoreae e Vandae, com mais de 10 mil de espécies distribuidos em 34
subtribos. A subfamilia Epidendroideae inclui a maioria das orquideas do Brasil que
apresentam grande valor ornamental (Chase et al., 2015).

A tribo Cymdidieae se subdivide em sete novas subtribos: Catasetinae,
Cyrtopodiinae, Cymbidiinae, Eriopsidinae, Maxillariinae, Oncidiinae e Stanhopeinae
(Shiraki & Diaz, 2012).

Catasetine (Pridgeon et al., 2009) é constituida pelos géneros Catasetum Rich.
ex Kunth, com mais de 176 espécies, Clowesia Lindl, com 7 espécies, Cyanaeorchis
Barb. Rodr, com 3 espécies, Cycnoches Lindl, com 34 espécies, Dressleria Dodson,
com 11 espécies, Galeandra Lindl, com 38 espécies, Grobya Lindl, com 5 espécies e
Mormodes Lindl, com 80 espécies (Chase et al., 2015).

As espécies de orquideas podem viver de forma terrestre, epifiticas, rupicolas,
saprdfitas e, raramente, subterraneas, sendo predominante a forma epifitica (Dressler,
1993; Shiraki & Diaz, 2012).

Elas estdo distribuidas em todo o mundo, exceto no hemisfério sul, na regido
polar austral da Terra. Ocupam os mais variados ambientes, com preferéncia para

regides tropicais (Dressler, 1993), como podemos observer na figura 1.

Figura 1: Distribuicdo da familia Orchidaceae no mundo, apresentada
em pontos amarelos no mapa. Adaptado de Trépicos.org. Missouri
Botanical Garden.



Conforme Barros et al. (2012; 2015), ha aproximadamente 2.443 espécies e
236 géneros distribuidos por todas as regides do Brasil, a regido sudeste € a mais
representativa, com 1566 espécies registradas, e a regido centro-oeste com menor

namero, 533 espécies registradas.

2.3 O género Catasetum

O nome do género Catasetum é uma palavra hibrida do grego “kata”, que
significa “para baixo”, e do latim “seta” o que significa “seda”, referindo-se aos
appendices florais, que sdo dois prolongamentos da coluna, muito semelhantes as
antenas voltadas para baixo, no interior do labelo, nas flores de sexo masculino, para
a maioria das espécies do género (Singer, 2019).

O género Catasetum foi proposto por Jonh Lindley em 1836. S&o reconhecidas
1566 espécies no mundo, dessas, 121 estao distribuidas no Brasil e 93 sdo endémicas
com mais 72 variedades registradas no Brasil (Petini-Benelli, 2020). O género
Catasetum tem mais de 170 espécies, a maior parte sendo terrestre ou epifitas e seu
habitat se estende do México até a Argentina, com o centro de diversidade no Brasil,
com maior numero na Amazébnia, sendo considerado seu centro de radiagéo, e 21
espécies sao especificamente encontradas no estado de Mato Grosso. Incluindo
algumas das mais belas e raras espécies, como Catasetum atratum, além de hibridos
naturais como Catasetum x santo-antoniense e Catasetum x canaense (Raposo,
1992; Scaglia, 1998; Pridgeon et al., 2009; Benelli, 2012; Govaerts et al., 2019).

As populacdes naturais do género de Catasetum, que ocorrem no Mato Grosso,
podem estar sob o efeito da fragmentacao, pois na década de 1970 o estado deu inicio
a emancipacao de suas areas agricolas e de pecuaria, sendo intensamente ocupadas.
Com a retirada da vegetacdo nativa para a implantacdo de culturas, a vegetacéo
original foi reduzida a pequenos fragmentos, por isso tem sido considerada area
prioritaria para investigacéo cientifica (Maury, 2004).

Desse modo, alguns pesquisadores da area da botanica vém realizando
trabalhos de identificacdo, resgate e catalogagéo de novas espécies como Catasetum

telespirense (Benelli & Soares-Lopes, 2015), Catasetum x canaense (Petini-Benelli,



2016), Catasetum paranaitense (Benelli & Soares-Lopes, 2017), Catasetum x

nogueirae e Catasetum x santo antoniense (Ferreira & Filho, 2019).

2.4 Aspectos botanicos, vegetativos e reprodutivos

Um dos géneros encontrado no Brasil que vem atraindo a atencdo de
colecionadores e pesquisadores € o Catasetum (L. C. Richard ex Kunth), pertencente
a subfamilia Epidendroideae, tribo Cymbidiae, subtribo Catasetinae (Pridgeon et al.,
2009), pela sua incrivel adaptagéo a entomofilia, pelo dimorfismo sexual de suas flores
e pelo mecanismo de disparo do polinario (Raposo, 1992; Romero, 1992).

Geralmente as plantas desse género apresentam ramos de crescimento
simpodial, alongados ou com entrends formando pseudobulbos e folhas simples,
geralmente alternas, frequentemente com bainha (Hoehne, 1942).

Os pseudobulbos sdo carnudos, oblongos, anelados e cespitosos, com folhas
disticas, deciduas, estreitas, nervuradas e com bainha sobreposta em sua parte
inferior, que permanecem recobrindo os pseudobulbos ap6s a senescéncia da folha
nos periodos de seca, conforme a figura 2 (Hoehne, 1942; Machado, 1998; Scaglia,
1998; Singer, 2019).

Aste floral PRiEic

Bulbo do ano gy ho do ano anterior

Figura 2: Estrutura vegetativa de um Catasetum. Fonte da imagem: autor.



As plantas apresentam raizes que podem estar associadas a fungos
micorrizicos, sdo geralmente suculentas, com uma camada multipla, espessa e
absorvente de células mortas da epiderme (velame) nas epifitas, que tem espessura
variada dependendo do habitat em que a espécie se encontra (Dressler, 1981; Silva
et al., 2010; Silva et. al., 2015).

Também apresentam trés tipos diferentes de flores: masculinas, femininas e,
ocasionalmente, hermafroditas, essa ultima comum em hastes separadas, raro na
mesma inflorescéncia e inférteis (Figura 3). A inflorescéncia é produzida a partir das
gemas dos nés nas laterais do pseudobulbo, perto da base, sendo racemosa, ereta,
curvada ou pendente, geralmente apresenta muitas flores masculinas quando

comparadas com as femininas (Hoehne, 1938).
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Figura 3: Flores de Catasetum (A) femininas, (B) flores masculinas e (C) hermafroditas. Fonte
da imagem: Do autor.

O Catasetum apresenta flores masculinas (Figura 4) de formatos variaveis, séo
normalmente de cores vistosas e ocasionalmente verdes, com coluna espessa, semi-
rolica e ereta, com antenas voltadas para baixo, proximas ao estigma, cuja fungéo é
expelir o polinario contendo células em tétrades aglutinadas em numero de 2 a 8
polinios, (Hoehne, 1933, 1942; Singer, 2019).
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Figura 4: FIor"mascuIi?\és'ae C.:atas‘étum e suas estruturas. Fonte da imagem: Do autor.

As pétalas e sépalas sao inteiramente livres, normalmente curvadas para tras,
acanoadas ou coniventes. O labelo & carnoso, séssil e muito variavel em formato nas
flores masculinas, mas saquiforme nas femininas (Hoehne, 1933; 1938).

As flores femininas (Figura 5), de quase todas as espécies, sdo de coloracdo
verde e formato bastante parecido, de modo que dificulta a identificacdo da espécie
somente pelas flores femininas. O que dificulta também a identificacdo desse tipo de
planta sdo os pseudobulbos, que sdo muito parecidos (Hoehne, 1942).

O gineceu tricarpelar, unilocular, fundido ao androceu em um ginostémio, dando
origem a coluna; 6évulos diminutos numerosos. Os frutos séo do tipo capsulas secas;

sementes puverulentas, diminutas, sem endosperma (Hoehne, 1942).
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Bulbo antigo POINZA030

Figura 5: Flor feminina de Catasetum sp. e suas partes. Fonte da imagem: Do autor.

Devido ao dimorfismo, a polinizacdo em Catasetum é cruzada. Os principais
insetos polinizadores das orquideas sdo geralmente os individuos machos das
abelhas (Figura 6) Euglossini (Singer, 2019). A abelha Euglossosa sp. e a Eulaema
sp., ao procurar alimento e substéncias aromaticas no labelo da orquidea, acabam
por tocar nas antenas da flor, que promove o desprendimento e disparo das polineas,
as quais atingem geralmente o dorso do inseto se fixando pelo viscidio (Dodson 1962,
Hoehne 1933, 1942; Oliveira et al., 2006).

Estrutura
vegetativa da
planta

Abelha do
género Bombus

Ii =
égﬁ,{é%%%% Catasetum rooseveltianum

Abelha do
género
Euglossini
polinizando

Catasetum schimiditianum

Figura 6: Flores masculinas de Catasetum sendo polinizadas. Fonte da imagem: Do autor.



Ao procurar alimento nas flores femininas, o inseto desavisadamente deposita
no estigma as polineas, que transporta em seu dorso (Figura 7), realizando a

fecundacéo. Apos a flor ser fecundada ira ocorrer a formacao de um fruto capsular

gue abriga milhdes de sementes (Hoehne 1933; Grade, 2007).

Figura 7: Estrutura da polinea aderida ao escutelo da abelha operaria M. capixaba (Moure & Camargo,
1994). Fonte da imagem: Rezende et al., 2008.

2.4.1. Catasetum atratum Lindl. (John Lindley, 1838)

Segundo Faria et al. (2016), C. atratum é uma planta epifita que apresenta
pesudobulbo com altura média de 12,5 cm e didametro médio de 6cm, de formato
fusiforme e obovalados, eretos, de base atenuada e apice acuminado. Suas folhas
lanceoladas, acuminadas, para a base atenuada em pseudo-peciolo, com nervuras
longitudinais apresentando tamanho médio de 31 cm de comprimento e 4 cm de
largura.

Sua inflorescéncia possui tamanho médio de 40cm de comprimento, com
formato curvado na extremidade, exibindo em média 14 flores. Essas possuem
bracteas de aproximadamente 1,8 cm de comprimento, lanceolartriangulares. A
sépala dorsal e lateral medem cerca de 3,2 cm de comprimento por 1,2 cm de largura.
A primeira sendo lanceolada, acuminada e a segunda oblanceoladas, acuminadas e
recurvadas, ambas de coloracéo verde, com caixa de maculas vermelho-escuro. As

pétalas sdo oblongas, acuminadas e recurvadas medindo 2,8 cm de comprimento por
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1,2 cm de largura, de cor verde, com grandes maculas mais notaveis vermelho-escuro
(Petini-Benelli, 2012; Faria et al., 2016).

O labelo é levemente denticulado nas bordas, carnoso, retangular na base com
medidas de 2 cm de comprimento por 1,9 cm de largura, o apice e o lado interno da
cavidade sdo esbranquicados. A coluna mede em torno de 1,75 cm de comprimento,
obtusa, ereta e espessada na parte superior, o apice é rostrado com antenas paralelas
e eretas, alcancam o fundo do saco do labelo, medindo 2 cm de comprimento,
cruzadas. Floresce entre os meses de novembro a maio (Petini-Benelli, 2012; Faria et
al., 2016).

C. atratum é endémica do Brasil ocorrendo preferencialmente nos estados de
Minas Gerais, S8o Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e no Mato
Grosso (Figura 8). Nesses estados, € uma planta que estd entre as espécies
ameacadas pela degradacgéo de seu habitat e coleta indiscriminada pelo seu potencial
ornamental (Colombo et al., 2004; Petini-Benelli, 2012; Barros et al., 2014).

Flores femininas \

Sép’ala
Labelo
Pétala
; Cavidade
i estigmatica
| Flores masculmasf‘, l sépala 8
Pétala
¢ Labelo
Antenas Estrutura que C: otratiiin

cobre o polinario

Figura 8: Flor do C. atratum. Imagem disponivel no site do Sistema de Informacédo sobre a
Biodiversidade Brasileira (SiBBr).
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2.4.2. Catasetum albovirens Barb. Rodr. (Barbosa Rodrigues, 1877)

C. albovirens séo plantas epifitas com pseudobulbos chegando a 16 cm de
comprimento com 3,5 cm de diametro, de coloracdo verde, quando com folhas, e
marrom, quando maduro, ou, apés a senescéncia das folhas, as quais sdo de
coloragéo verde levemente descorada, chegando a medir até 50 cm de comprimento
e 5 cm de largura. A inflorescéncia pode chegar a ter até 34 flores com o marior
comprimento de 24 cm. As flores sdo de coloracdo marrom-rosadas ou marrom-
avermelhadas (Engels, et. al., 2016), conforme a figura 9 (SiBBr, 2020). Encontram-
se distribuidas nos estados do Amazonas, Para, Mato Grosso e Maranhao.

N

Estrutura que cobre o

‘' polinério
Agente polinizador do

género Euglossini .
Flores masculinas C. albovirens

Labelo

Sépala

Figura 9: Flor do C. albovirens. Imagem disponivel no site do Sistema de Informagdo sobre a
Biodiversidade Brasileira (SiBBr).

2.4.3. Catasetum rooseveltianum Hoehne (Frederico Carlos Hoehne, 1916)

C. rooseveltianum € uma planta epifita com pseudobulbos eretos ou arqueados,
delgados, com comprimento médio de 25 cm e 2,5 cm de diametro. Suas folhas séo
estreitas e alongadas, com cerca de 30 cm de comprimento e 5 cm de largura. Os
racemos florais podem chegar até 40 cm de comprimento com até 8 flores pequenas
de coloragéo esverdeada e labelo vinaceo proximo as margens, as pétalas e sépalas

dao a impressao de que ainda estéo por abrir (Figura 10). Tem distribuicdo geografica
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na Bolivia e no Brasil, sendo endémica do estado de Mato Grosso. Sua floracdo sob
condig¢des de cultivo ocorre entre os meses de marco a dezembro (Koch & Silva, 2012,
Petini-Benelli, 2012; 2020).

v

+ Bulbo

* Labelo

. Pétalas e
sépalas Pétala -+
fundidas

Flores masculinas A
Sépala

Labelo *—

Flores femininas

C. rooseveltianum

Figura 10: Flor do C. rooseveltianum. Imagem disponivel no site do Sistema de Informacao sobre
a Biodiversidade Brasileira (SiBBr).

2.4.4. Catasetum discolor (Lindl.) Lindl. (John Lindley, 1838)

C. discolor pode apresentar habito epifita, geralmente em palmeiras de Inaja
(Attalea maripa (Aubl.) Mart.) e Buriti (Mauritia flexuosa L. f.), rupicola ou terrestre,
suas folhas podem chegar até 50 cm de comprimento, com nervuras salientes e
grandes pseudobulbos oblongos. A inflorescéncia sai da base dos pseudobulbos. Sua
floragdo ocorre entre 0os meses de junho e novembro, com flores arométicas que
medem aproximadamente 6 cm e duram cerca de sete dias. A coloragédo é bastante
variavel, por isso o nome (Figura 11). Esta distribuido geograficamente nos estados
do Amazonas, Para, Roraima (Luz, 2001), Maranhdo, Ceara, Bahia, Pernambuco,

Paraiba, Alagoas, Sergipe, Espirito Santo e Rio de Janeiro (SiBBr, 2020).
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Figura 11: Flor do C. discolor. Imagem disponivel no site do Sistema de Informacdo sobre a
Biodiversidade Brasileira (SiBBr).

2.4.5. Catasetum. Joaquinianum Campacci & G. F. Carr (Marcos Antonio
Campacci & George Francis Carr Jr., 2011)

C. joaquinianum € uma planta epifita encontrada no estado de Minas Gerais,
na regido de Mata Atlantica, em altitudes em torno de 900 metros. A planta é de
pequeno porte, apresenta pseudobulbo oblongo-fusiforme, com cerca de 10 cm de
comprimento e 3 cm de diametro. As folhas sdo oblongo-lanceolados, margens
onduladas, com aproximadamente 25 cm de comprimento e 5 cm de largura. Sua
inflorescéncia racemosa, arqueada, sai da base do pseudobulbo, com cerca de 30 cm
de comprimento com até 12 flores (Figura 12), semelhante ao C. fimbriatum, mas se
difere sempre por ser verde e nunca ter manchas, enquanto o C. fimbriatum é mais
comumente amarelo com pétalas e sépalas manchadas de roxo ou marrom (Petini-
Benelli, 2020).
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Sépala «
Antenas *—

Flores masculinas C. joaquinianum

Figura 12: Flor do C. joaquinianum. Imagem disponivel no site do Sistema de
Informacéo sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr).

2.4.6. Catasetum hopkinsonianum G. F. Carr & V. P. Castro (George Francis
Carr Jr. & Vitorino Paiva Castro, 2008)

C. hopkinsonianum ocorre nos estados de Rondbnia e Mato Grosso. Tém habito
epifito em floresta ciliar ou de galeria, pseudobulbos de aproximadamente 7 cm de
comprimento por 1 cm de didmetro. Folhas com até 30 cm de comprimeto e 6 cm de
largura. A inflorescéncia € do tipo racemo, basal, arqueada com flores nos dois tercos

superiores, com, no maximo, 40 cm de comprimento (Figura 13) (Petini-Benelli, 2020).
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Cavidade Labelo Estrutura qge' .
estigmatica cobre o polinario
Labelo H Aste floral sai da Aritenas
pétala base do bulbo s

I

Bulbo

Sépala

Flores femininas Flores masculinas C. hopkinsonianum

Figura 13: Flor do C. hopkinsonianum. Imagem disponivel no site do Sistema de Informacao
sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr).

2.5 Importéncia ecoldgica e econdmica

As plantas do género Catasetum desempenham significativo papel na ecologia
das regibes tropicais, sdo consideradas bioindicadores da conservacdo dos
ecossistemas florestais (Menine Neto et al., 2009).

Apesar de muitas espécies serem cultivadas, um grave problema para a familia
€ a acao antropica, 1/3 das espécies estdo ameacadas de extincdo devido ao
desmatamento desordenado, fragmentacao das areas nativas, mineracao, pecuaria,
poluicdo, retirada illegal e trafico de espécies vegetais para fins comerciais (Forni-
Martinez et al., 2011; CNC Flora, 2019).

As orquidaceas apresentam estruturas florais e vegetativas bastante atraentes
comercialmente, sendo consideradas com grande potencial de comercializacdo
(Roberts & Dixon, 2008).

Elas tém exercido grande destaque no comércio mundial, no ano de 2009
chegavam a apresentar cerca de 8 % das plantas comercializadas no mercado
internacional. Essa atividade encontra-se em expansao e vem ganhando espac¢o no

mercado interno também (Lorenzi & Souza, 2001; Chung et al., 2009).
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A floricultura brasileira, desde 2011, é uma atividade econémica importante no
agronegaocio do pais. O potencial da atividade, voltada tanto para o mercado interno
como externo, é consideravel e oferece oportunidades promissoras em varias regides
do pais (Reis, 2019). As orquideas sado plantas ornamentais muito apreciadas e de
alto valor comercial (Unemoto et al., 2007).

Orquideas do género Catasetum sdo consideradas plantas ornamentais de
grande destaque na orquideocultura, especialmente por suas flores apresentarem
formato e cores bastante exéticas, sendo cultivadas em vasos e caxep0s. As espécies
cultivadas e comercializadas podem apresentar valores médios de R$ 30,00 por
planta e até R$ 250,00 por seus hibridos, como, por exemplo, Catasetum “Joao
Stivalle var. albo” (Pedroso-de-Moraes et al. 2007). O C. discolor e o C. barbatum séo

vendidos com valor médio de R$35,00 (De Castro Cantuaria et al., 2018).

2.6 Ploidia

A ploidia é um importante e natural processo pelo qual cerca de 60% das
plantas silvestres e cultivadas na agricultura ja passaram (Schifino-Wittmann, 2004).
O maior numero de cromossomos geralmente favorece uma maior quantidade e
tamanho de raizes, folhas, flores e frutos, além da intensificacdo do colorido,
durabilidade e resisténcia a doencas (Linden, 2008).

De todas as espécies vegetais descritas pela citogenética classica, cerca de
75% delas ja passaram, ao menos uma vez na sua historia evolutiva, por um processo
de duplicacdo dos cromossomos, ndo podendo ser diferente para as orquideas, no
qual sdo consideradas que cerca de 90% das espécies apresentam poliploidizacéo
(Mondin & Docha Neto, 2006).

Esse evento genético, que provoca falhas na segregacdo dos cromossomos
alterando o seu numero (Mondin & Docha Neto, 2006), sdo importantes em estudos
de melhoramento genético de plantas (Pagliarini & Pozzobon, 2005; Mondin & Docha
Neto, 2006).

Com isso, a cada geragdo ocorre uma maior variabilidade genética (Pagliarini
e Pozzobon, 2005), sendo a poliploidiza¢cdo um dos acontecimentos mais importantes
para a evolucdo e especiacdo dos vegetais (Félix & Guerra, 2000; Pagliarini e

Pozzobon, 2005; Mondin & Docha Neto, 2006).
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A poliploidizagdo demonstra um papel significativo na evolugdo do género
Catasetum, podendo ser a principal causa da alta variagdo cromossémica (De Oliveira
et al., 2014).

Pelo processo de poliploidizacdo pode ocorrer a autopoliploidia e a
alopoliploidia. A autopoliploidia € a duplicacdo dos cromossomos pela espécie, de
modo que essa tenha duas cépias do mesmo cromossomo, um vindo do pai e outro
da mée, passando a ter 4, 5, 6, 7 ou mais cOpias do mesmo cromossomo. Dessa
forma, os autopoliploides sdo chamados de tripldides (3x), tetraploides (4x),
pentapldides (5x) e assim consecutivamente, o que significa que eles tém mais do que
duas coOpias de cada cromossomo (Mondin & Neto, 2006). Em relacdo aos
alopoliploides, ocorre hibridizacdo entre duas espécies diferentes logo apés a
duplicacdo cromossdmica, dessa maneira, 0 pareamento ocorre somente entre os
cromossomos do mesmo genoma (Sybenga, 1992).

Em espécies vegetais, a poliploidia normalmente promove o gigantismo,
alterando uma série de caracteristicas anatbmicas como comprimento e espessura
das folhas, acentuacdo das cores, tamanho dos estématos, textura e tamanho das
flores, bem como o seu periodo de floracdo (Mondin & Docha Neto, 2006; Xu et al.
2010), sendo essas caracteristicas normalmente desejadas em programas de
melhoramento genético de plantas e desenvolvimento de novas cultivares de
orquideas (Tang & Chen, 2007) e outras ornamentais (Pompelli et al., 2007).

Pois, organismos poliploides sdo fontes de muitos genes que podem
proporcionar, por exemplo, resisténcia a doencas e pragas, tolerancia ao estresse e
variabilidade genética, visto que a poliploidia possibilita uma maior adaptacéo a novos
nichos (Chen, 2007).

2.7 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo, uma técnica capaz de medir caracteres de particulas em
suspensdo, tem sido muito utilizada para estudos diversos em plantas. E capaz de
analizar o contetdo de DNA nuclear de nucleos isolados (Fritsche, 2012), inferir sobre
a ploidia relativa das células, o contetdo de DNA nuclear e o ciclo celular, identificar
hapléides e duplo haploides, hibridos e polissomatia, detectar aneuploides, estudar a

apomixia, acompanhar o desenvolvimento da semente, entre outros, com a vantagem
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de estudar um grande nuamero de células em um curto espago de tempo (Dolezel,
1997).

Galbraith et al. (1983) desenvolveu uma técnica onde foi possivel realizar a
extracdo de nucleos intactos de células vegetais para analise em citometria de fluxo e
promover varios avangos cientificos nessa area. O uso dessa ferramenta da
citogenética permite o estudo aplicado do genoma nuclear baseado na fluorescéncia
relativa de nucleos corados com fluorocromos especificos, o mais frequentemente
usado.

Uma grande vantagem é que a técnica nao exige células em fases especificas
do ciclo celular, sendo que os resultados permitem a observacao de caracteristicas
de todas as células do tecido analisado (Fritsche, 2012).

Essa técnica pode ser caracterizada como uma microfotometria fluorescente
dindmica que envolve a andlise das propriedades Opticas (dispersdo da luz e
fluorescéncia) de particulas (células, protoplastos, nucleos e cromossomos),
impulsionadas pela vazado de um fluido no qual estdo em suspenséo. As particulas
passam através do sitio de medicdo da fluorescéncia emitida permitindo andlises de
alta velocidade, tendo suas propriedades medidas de forma aleatoéria (Dolezel, 1997,
Greilhuber, 2007; Moraes, 2007; Clarindo et al., 2008).

Por meio da citometria de fluxo é possivel avaliar a intensidade relativa de
fluorescéncia dos nucleos isolados a partir de células obtidas dos tecidos vegetais,
resultando em um histograma tipico. Esse histograma apresenta um pico maior
(nimero de nucleos na fase GO/G1 do ciclo celular) e um pico menor (nUmero de
nacleos na fase G2), enquanto a regido entre os dois picos corresponde ao nimero
de nucleos em fase S (Galbraith et al., 1983; Price et al., 2000; Dolezel & Bartos,
2005).

O conteudo nuclear de DNA (valor C) é geralmente expresso em picogramas
(pg). Para estimar esses conteudos de DNA de uma determinada espécie deve-se
proceder a analise dessa juntamente com uma planta de valor C conhecido (padrao
de referéncia). O DNA nuclear é calculado em fungéo da relacdo da fluorescéncia
entre as duas espécies (Dolezel et al., 1998; Dolezel & Bartos, 2005).

Por meio desse estudo é possivel estudar uma grande quantidade de células

em um curto espaco de tempo, além de permitir o estudo das células em todos os
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estagios de seu desenvolvimento, sendo que os resultados permitem a observagéo
de caracteristicas de todas as células do tecido analisado (Fritsche, 2012).
Atualmente, jA se conhece o conteido de DNA nuclear de muitas espécies
vegetais e o0s resultados sugerem que a familia Orchidaceae é, entre as
angiospermas, a que possui maior variabilidade nos conteidos de DNA nuclear. Para
0 género em estudo, as espécies que tém o tamanho do genoma conhecido estdo

descritas na tabela 1.

Tabela 1: Genoma conhecido para as espécies do género Catasetum por analise de citometria de fluxo
e citogenética

Espécie Quantidade NUumero Autor
de DNA cromosso
nuclear mico
Catasetum x altaflorestense Benelli & Grade 6,04 pg 2n=4x=80 Vieira (2013)
Catasetum boyi Mansf. 6,03 pg 2n=3x=54  Vieira (2013)
Catasetum blackii Pabst 6,06 pg 2n=3x=66 Vieira (2013)
Catasetum juruenense Hoehne. 6.06 pg 2n=3x=66 Vieira (2013)
Catasetum schimidtianum Miranda & Lacerda 6,05 pg 2n=3x=54  Vieira (2013)
Catasetum fimbriatum Lindl. 11,34 pg 2n=6x=108 Vieira (2013)

No entanto, acredita-se que a falta de dados para a familia Orchidaceae,
utilizando a técnica da citometria de fluxo, esteja relacionada as dificuldades em se
obter estimativas precisas para essa familia, possivelmente devido a natureza
recalcitrante do tecido (Leitch & Bennett, 2007).

Portanto, um citdmetro de fluxo é um equipamento que faz a analise de
particulas em suspensdo e em movimento, esses fragmentos sdo excitados com a
emissdo de luz ultravioleta ou laser e emitem fluorescéncia em determinados
comprimentos de onda. Essa fluorescéncia é filtrada por uma série de espelhos
dicroicos e captada por sensores, 0s sinais sdo enviados para um software especifico
que analisa e converte os sinais em gréaficos passiveis de interpretacao.

Esses histogramas sao construidos em fungéo da intensidade da fluorescéncia
emitida (eixo xX) em contraste com o numero de células ou particulas que emitiram tal
comprimento de onda (eixo y), podendo também outras variaveis serem analisadas,
gerando graficos com mais de dois parametros (Ochatt, 2006; Macey, 2007; Fritsche,
2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

As plantas foram adiquiridas de orquidarios comerciais do Estado de Mato
Grosso e cultivadas no Orquidario Alta Florestense — UNEMAT, sob as coordenadas
geograficas 9°8608740” S e 56°0682100” W.

3.2 Anélise da citometria de fluxo

As andlises citométricas foram realizadas no Laboratério de Citogenética e
Citometria de Vegetal, localizado no Departamento de Biologia Geral (DBG) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Como amostras foram utilizadas folhas jovens de plantas de C. joaquinianum,
C. discolor, C. hooppkinsonianum, C. rooseveltinianum, C. atratum e C. albovirens.

Como padréo de referéncia foi utilizado folhas de Solanum lycopersicum, que
possui como padréo interno: 2C= 1,95 pg de DNA, (Praca-Fontes et al., 2011), cedidas
pelo laboratério da UFV.

A extracdo de nucleos foi feita em conformidade com o protocolo adaptado de
Otto (1990), assim, folhas jovens, de cada espécie do género Catasetum, foram
postas em agua destilada a temperatura de 4° C, logo em seguida, as folhas foram
secadas com papel toalha e cortadas em fragmentos de 2 cm? processadas juntas ao
padrdo. Os nucleos foram extraidos por retalhamentos (chopping), feitos com laminas
de aco inoxidavel em placa de Petri (Galbraith et al., 1983).

O material vegetal foi extraido em placa de Petri contendo 0,5 ml de OTTO-I
tampao de lise (Otto, 1990), fazendo o retalhamento das folhas, a suspensao foi
mantida por 3 minutos no gelo, para diminuir a agcdo de compostos fenolicos. A
suspensao foi filtrada em filtro verde, em malha de nylon com 30 um de diametro de
poro, transferida para microtubo de 2 mL (Partec Gmbh, Munster, Alemanha),
subsequentemente, 0,5 mL do mesmo tampé&o foi adicionado com a finalidade de lavar
0 material vegetal, posteriormente, centrifugada por 5 minutos a 1100 rpm com

temperatura média de 5 °C.
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O sobrenadante foi removido, deixando cerca de 100ul do tampao sobre o
pellet, seguido pela ressuspensdo com agitacédo leve apés adicdo de mais 100ul de
tampéo OTTO-I. ApGs 10 minutos de incubacéo, foi corado com 1,5 ml de solucéo de
OTTO-II (Otto, 1990), suplementado com 75 uM de iodeto de propidio (IP Sigma®) e
50 ug ml* de RNAse (Sigma®) pH=7,8.

A suspensao foi mantida em temperatura ambiente por 30 minutos no escuro
reagindo com o corante, sendo posteriormente filtrada em filtro laranja com 20 um de
diametro de poro.

A suspenséao foi analisada com um citometro de fluxo Partec PAS (Partec
Gmbh, Munster e Alemanha), equipado com uma fonte de luz a laser (488 nm). A
fluorescéncia IP emitida foi detectada por filtro de passagem da banda RG 610
nandémetros (nm).

Os histogramas de intensidade de fluorescéncia relativa foram avaliados no
software FLOWMAX (Partec®). A razdo entre as médias dos picos GO/G1 das
amostras e do padréo de referéncia foi calculada e convertida em picogramas (pg) de
DNA. Cada amostra foi analisada 3 vezes, com mais de 5000 ndcleos analisados.

O tamanho do genoma nuclear foi calculado a partir das leituras dos nucleos
em GO/G1, de acordo com a férmula:

r= (@)
=\z,)-»9

Onde:

V: valor do contetido de DNA nuclear 2C (pg) de Catasetum

L1: leitura média do pico GO/G1 de Catasetum

L2: leitura média do pico GO/G1 do padréao

pg: valor do conteudo de DNA do padrdo em picogramas

Para a conversdao em pares de bases (bp) considerou-se que 1 pg de DNA
corresponde a 0,978 X 10° pb (Dolezel et al., 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos por citometria de fluxo do conteddo de DNA
dos nucleos corados com iodeto de propidio na fase GO/G1, esses presentaram
valores até quatro vezes maior que o padrdo Solanum lycopersicum (2C = 1,95 pg),
sendo que a espécie Catasetum discolor apresentou o maior genoma, com 2C = 9,711
pg; e o menor foi obtido por Catasetum rooseveltinianum, com 2C = 6,063 pg. As
espécies C. hooppkinsonianum, C. rooseveltinianum, C. atratum e C. albovirens
apresentaram valores de genoma proximos uns dos outros, 0s quais podem ser

observados abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Quantificacdo do conteado de DNA nuclear, em picogramas (Pg), das espécies analizadas
com uso de iodeto de propideo como fluorocromo e Solanum lycopersicum (2C=1,95 pg) como padrao
interno

Espécie DNA (Pg) Valor de DNA
C. discolor 9,71 2c
C. joaquinianum 8,74 2c
C. hooppkinsonianum 6,18 4c
C. rooseveltinianum 6,06 2c
C. atratum 6,15 4c
C. albovirens 6,14 2c

Os resultados obtidos por meio da citometria de fluxo geraram histogramas
informativos de boa qualidade. Com base nas analises de citometria, podemos
observar que todas as espécies demonstraram picos de valores que sao multiplos
entre si, como podemos ver na espécie C. discolor, que apresentou picos
representativos de nucleos com valores de DNA de 2C, 4C, 6C, 8C e 16C, com maior
pico em 2C. Esse resultado indica a existéncia de células com diferentes niveis de
ploidia dentro do mesmo orgao (mixoploidia) nesse caso especifico, as folhas de
planta adulta (Figura 14) e pentaploide (2n = 5x = 90), como identificado por Silva et
al. (2014).

As espécies C. joaquinianum (Figura 15), C. rooseveltinianum (Figura 16), C.

albovirens (Figura 17) apresentaram picos representativos de nucleos com valores
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DNA de 2C e 4C, com maior pico em 2C. O contrario foi observado para C.
hooppkinsonianum (Figura 18) e C. atratum (Figura 19).

Os dados obtidos por meio da andlise citométrica para a espécie C. atratum
demonstra a existéncia de folhas mixoploides, com pelo menos 2 niveis de ploidia,
sendo que a quantidade de células 4C é considerada maior em relagdo a 2C, como

podemos ver no histograma representado na figura 19.
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Figura 14: Histograma de intensidade de fluorescéncia de C. discolor — O primeiro pico nos dois
histogramas é referente ao padréo interno Solanum lycopersicum, o segundo pico maior é da
amostra C. discolor. PI (Percentual de Interfase). FL2 e FL3 (Filtro 2 e 3). Nuclei cont (nimero de
células contadas).
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Figura 15: Histograma de intensidade de fluorescéncia de C. joaquinianum — O primeiro pico nos dois
histogramas € referente ao padrdo interno Solanum lycopersicum, o segundo pico maior é da
amostra C. joaquinianum. PI (Percentual de Interfase). FL2 e FL3 (Filtro 2 e 3). Nuclei cont (nimero
de células contadas).
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Figura 16: Histograma de intensidade de fluorescéncia de C. rooseveltinianum - O primeiro pico nos
dois histogramas é referente ao padrao interno Solanum lycopersicum, o segundo pico maior é da
amostra C. rooseveltinianum. PI (Percentual de Interfase). FL2 e FL3 (Filtro 2 e 3). Nuclei cont (nimero
de células contadas).
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Figura 17: Histograma de intensidade de fluorescéncia de C. albovirens. — O primeiro pico nos dois
histogramas € referente ao padrdo interno Solanum lycopersicum, o segundo pico maior é da
amostra C. albovirens. Pl (Percentual de Interfase). FL2 e FL3 (Filtro 2 e 3). Nuclei cont (nimero de
células contadas).
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Figura 18: Histograma de intensidade de fluorescéncia de C. hooppkinsonianum - primeiro pico nos
dois histogramas é referente ao padrao interno Solanum lycopersicum, o segundo pico maior é da
amostra C. hooppkinsonianum. Pl (Percentual de Interfase). FL2 e FL3 (Filtro 2 e 3). Nuclei cont
(numero de células contadas).
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Figura 19: Histograma de intensidade de fluorescéncia de C. atratum — O primeiro pico nos dois
histogramas € referente ao padrao interno Solanum lycopersicum, o segundo pico menor é da
amostra C. atratum, o pico maior na sequéncia é referente as células 4C. PI (Percentual de Interfase).
FL2 e FL3 (Filtro 2 e 3). Nuclei cont (nimero de células contadas).

Ainda séo poucos os trabalhos com a quantificacdo do DNA para Catasetum,
sendo as avaliacdes realizadas nesse estudo inéditas, e os valores encontrados se
aproximam de outras espécies pertencentes ao mesmo género, como podemos
observar em Vieira (2013), que obteve valores aproximados para as espécies
Catasetum x altaflorestense Benelli & Grade (6,04 pg); Catasetum boyi Mansf. (6,03
pg); Catasetum blackii Pabst (6,06 pg); Catasetum juruenense Hoehne. (6.06 pg) e

Catasetum schimidtianum Miranda & Lacerda (6,05 pg). Ainda nesse trabalho, a
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espécie Catasetum fimbriatum Lindl. (11,34 pg) foi a que apresentou maior valor.
Tirando por base os resultados encontrados por Vieira (2013), podemos dizer que os
valores aqui abordados estdo dentro dos vistos para o género.

Na familia das orquideas, cerca de 414 espécies tém estimativas do valor C de
DNA. Os dados mostram que Orchidaceae € a familia que apresenta maior variacao
nos contetdos de DNA nuclear, com valores entre 0.38 e 55.4 pg (Leitch et al., 2019;
Leitch et al. 2009).

Félix & Guerra (2000), ao trabalharem com 44 espécies do clado Cymbidioid,
verificaram que o numero base x = 7, para a subtribo Catasetinae Schltr., o nUmero
basico n = 28, corroborando com os resultados encontrados por De Oliveira et al.
(2014), com possivel disploidia n = 27, assim como para Jones & Daker (1968), o
ndamero basico do género Catasetum € x = 27. O numero basico n = 7 ja ndo é
apresentado em muitas espécies de Orchidaceae, entretanto vem ser um
complemento de haploides ancestrais. Confirmando, assim, essa disploidia
ascendente originaria a partir de ancestrais (Félix & Guerra, 2000).

A orquidaceas manifestam uma ampla variacdo em nameros cromossdmicos,
com episédios envolvendo poliploidia e displéidia no qual consiste em alteracdes do
namero de cromossomos que ndo vem acompanhada de mudancas na quantidade de
DNA (Félix & Guerra, 2000). As consecutivas variacdes e aumentos do numero
cromossOdmico basico podem estar intimamente relacionados com a ocorréncia de
aneuploidias, paleopoliploidias e neopoliploidias (Guerra, 2008).

Younis et al. (2013), estudando o género Cymbidium, observou valores de
12,55 pg (Cymbidium toyo Olof Swartz) até 17,75 pg (Cymbidium toyo tetra Olof
Swartz), para esse género a variacao foi devido a ploidia, pois esse autor descreve a
presenca de gendtipos diploides (2n = 2x = 40), triploides 2n = 3x = 60) e tetraploides
(2n = 4x =80). Jones et al. (1998) verificou a existéncia de espécies de orquideas com
conteudo de DNA nuclear de 1,53 pg (Dendobrium cruentum Olof Swartz) até 15,19
pg Vanilla phaeantha Rchb.f. com 32 cromossomos. Desse modo, podemos afirmar
gue os valores encontrados nesse estudo estao dentro dos valores estimados por
Jones et al. (1998), demonstrando o amplo expectro de genomas existente dentro
dessa familia.

Essas diferentes variagcbes encontradas para o C-DNA dos Catasetun em

estudo devem estar relacionadas a algum evento genético como mudancas na
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posicdo do centrdmero, tamanho dos cromossomos, translocagdes robertsonianas ou
inversoes.

Vieira (2013) afirma que os valores encontrados de quantidade de DNA para
as espécies C. altaflorestense, C. boyi, C. blackii, C. juruenense, C. schimidtianum e
C. fimbriatum demonstram que as espécies apresentam diferentes niveis de ploidia
podendo ser tripléides, tetraploides e hexaploides.

Jones et al. (1998), em seu trabalho com a familia Orchidaceae, verificaram
qgue pode haver uma variacdo no valor em picogramas de DNA entre espécies do
mesmo género, tal qual foi verificado entre as espécies avaliadas do género
Catasetum.

Ja que diferentes niveis de ploidia sugerem que esse mecanismo evolutivo esta
ligado as condi¢des do ambiente, que propicia a diversificacao ecoldgica e a ocupacao
de habitats particulares (Félix & Guerra, 2000; 2005), poliploidia € o tipo dominante de
variacdo cromossomica visto na evolucéo das plantas, uma vez que, aparentemente,
aumenta a variabilidade genética dos individuos e favorece uma rapida especiacao
(Soltis et. al, 2007; Colley & Fischer, 2013).

De acordo com Jones & Daker (1968), poliploidia tem desempenhado um papel
importante na evolucdo da espécie Catasetum e pode ser uma das principais causas
das suas variacdes intraespecificas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Fritsche (2012), que verificou
3 picos de fluorescéncia relativa, nas espécies Catleya intermedia Graham ex Hooke,
Catleya forbesii Lindl. (2n = 54—-60) representando nucleos com quantidades 2C, 4C
e 8C de DNA.

Ja para a espécie Epidendrum fulgensl L., Fritsche (2012) observou 4 picos de
fluorescéncia relativa, representando células com contetdo 2C, 4C, 8C e 16C de DNA,
0 que corrobora com os resultados encontrados para C. discolor, demostrando, assim,
gue esta ocorrendo endorreduplicacédo, o que leva a inferir que as ploidias sejam 2C
no primeiro pico, 4C no segundo, 8C no terceiro e 16C no quarto.

O processo de endorreduplicacdo acontece durante a diferenciacao de células,
tornando-as especializadas na sua morfologia, sendo um processo evolutivo que
trouxe beneficios para a planta e desenvolvimento de alguns 6rgéo, como € 0 caso
das folhas suculentas em Cattleya e bulbos de Catasetuns, que armazenam grande

quantidade de 4gua internamente (Chevalier et al., 2011).
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Com os resultados obtidos nesse estudo, podemos inferir que as espécies C.
joaquinianum e C. rooseveltinianum apresentam folhas mixoploides com pelo menos
dois niveis de ploidia, apesar de precisarem de confirmacdo por analises
citogenéticas.

A mixoploidia pode ser definida como a presenca, em uma mesma planta, de
células poliploidizadas juntamente com células diploides, podendo ocorrer de forma
natural em diferentes familias de plantas, como acontece com algumas espécies do
género Zephyranthes (Felix, 2009) e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., que contém
células na epiderme foliar com nucleos com a quantidade de DNA variando de 2C a
16C e em outras plantas de forma induzida em células culivadas in vitro (Sedov et al.,
2014)

O autor Jones et al. (1998) estimaram o valor C de DNA de C. forbesii em
1,65 pg, valor esse muito proximo do encontrado por Fritsche (2012), 1,76 pg.
Conforme Leitch et al. (2019), no Plant DNA C-value Database nédo estédo disponiveis
estimativas do valor C de DNA para a maioria das orquidaceas brasileiras, indicando
a insuficiéncia de pesquisas nesse sentido.

Portanto, a utilizagdo da citometria de fluxo para determinacdo da quantidade
de DNA é um avanco e uma contribuicdo importantissima tanto para estudos mais
académicos como também para o melhoramento genético especialmente no manejo
de grandes colecdes de germoplasma e no controle dos niveis de ploidia em

resultados de cruzamentos (Schifino-Wittmann, 2001).
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5. CONCLUSOES

A citometria de fluxo mostrou-se um bom método para determinacdo do
conteudo de DNA nuclear das espécies de Catasetum por sua rapidez, eficiéncia e
acuracia.

As informacdes obtidas nesse estudo sédo importantes para auxiliar programas
de melhoramento genético com as espécies visando o cruzamento e obtencdo de
hibridos, ja que se verificou a semelhanga na quantidade de DNA nuclear, bem como
base para outras areas de pesquisa como a sistemética e a evolucéao.

Recomenda-se o estudo complementar cariolégico, molecular e filogenético

das espécies do genéro Catasetum avaliadas nesse trabalho.
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