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RESUMO

KUHN, Betty Cristiane, M.Sc., Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2011.
Analise de diversidade genética em Cattleya forbesii (Lindley) (Orchidaceae)
propagadas in vitro. Orientadora: Maria de Fatima Pires da Silva Machado.
Conselheiros: Claudete Aparecida Mangolin e Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre.

A proposta foi estabelecer a metodologia Touch Down RAPD (td-RAPD) para
investigar a diversidade genética em plantulas de Cattleya forbesii, formadas a partir
de sementes germinadas in vitro. E possivel que a ampla variabilidade genética
naturalmente descrita em estudos que analisam populagdes distribuidas em seus
habitats naturais também possa ser observada em plantulas de C. forbesii
produzidas a partir de sementes germinadas em in vitro. No td-RAPD, o programa
para PCR foi modificado em relacdo ao PCR convencional. Foi usada a temperatura
de 42 °C para o anelamento inicial e, em seguida, a cada ciclo ocorreu uma
diminuicdo de 0,5 °C, até que a temperatura de 37°C fosse atingida e mantida nos
ciclos seguintes. Dos 82 primers testados, doze (OPB17, OPB18, OPC02, OPCO05,
OPCO06, OPCO7, OPCO08, OPC19, OPM02, OPM03, OPM05 e OPP08) foram
escolhidos para amplificar o DNA de 43 plantulas de C. forbesii produzidas por
sementes germinadas em meio KC. Estes primers amplificaram um total de 148
fragmentos. O polimorfismo entre plantulas de C. forbesii foi 89,19%. O primer que
revelou menor polimorfismo (64,28 %) foi o OPM02, com 14 bandas, das quais cinco
foram monomorficas. O primer OPC-02 gerou maior numero de fragmentos, com o
total de 17 fragmentos, sendo todos polimérficos; os primers OPC02, OPCO07,
OPCO08, OPC19 e OPMOQ03 apresentaram 100% das bandas polimérficas. A base
genética das plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro, usando o meio KC
foi ampla (0,50 a 0,86), indicou que o cultivo in vitro produz mudas desta espécie de
orquidea com uma ampla variabilidade genética. O sistema de germinagao e cultivo
in vitro das sementes de C. forbesii ndo estabeleceu uma pressao de selecdo que
possa indicar uma redugao na diversidade genética da espécie. Este sistema pode
ser considerado adequado a producdo de mudas para reposicao de estoques a
serem cultivados na natureza, ou para realizar cruzamentos preferenciais para

estimular a producao de hibridos.

Palavras-chave: Cattleya forbesii, in vitro, td-RAPD, micropropagacao, diversidade
genética.
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ABSTRACT

KUHN, Betty Cristiane, M.Sc., Universidade Estadual de Maringa, February, 2011.
Analysis of genetic diversity in Cattleya forbesii (Lindley) (Orchidaceae)
propagated in vitro. Adviser: Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Commitee
Members: Claudete Aparecida Mangolin and Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre.

The purpose of the present study was to establish the Touch Down RAPD (td-RAPD)
methodology to investigate the genetic diversity of Cattleya forbesii seedlings
obtained from seeds germinated in vitro. It is possible that the wide genetic variability
naturally described in studies analyzing populations distributed in their natural
habitats, could also be observed in seedlings of C. forbesii grown from seeds
germinated in vitro. In the td-RAPD, the PCR program was adjusted, in which the
annealing temperature was modified in relation to conventional PCR. A 42°C was
used for the initial annealing temperature, from which the temperature decreased
0.5°C after each cycle, until the 37°C was achieved and maintained in the following
cycles. From the 82 tested primers, twelve (OPB17, OPB18, OPC02, OPCO05,
OPC06, OPCO7, OPC08, OPC19, OPM02, OPM03, OPM05 and OPP08) were
chosen to amplify 43 DNA samples of C. forbesii seedlings produced by seeds
germinated KC medium. The polymorphism among C. forbesii plants was 89.19%.
The primer that showed less polymorphism (64.28%) was the OPMO02, with 14 bands
from which five were monomorphic. The OPCO02 primer generated a larger number of
fragments, a total of 17 fragments, all being polymorphic; the OPC02, OPCO07,
OPCO08, OPC19 and OPMO03 showed 100% of polymorphic bands. The genetic base
of the seedlings grown from seeds germinated in vitro using KC medium was wide
(0.50 to 0.86), indicating that the in vitro growth can produce seedlings with large
genetic variability. The germination and in vitro growth system of C. forbesii seeds
didn’t established a selection pressure that could indicate a reduction in the genetic
diversity of the specie. This system can be considered appropriate to produce
seedlings for the replenishment of stocks to be grown in the wild, or with the

perspective of executing assortative mating to stimulate the production of hybrids.

Key words: Cattleya forbesii, in vitro, td-RAPD, micropropagation, genetic diversity.
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1. INTRODUCAO

Considerando as plantas ja catalogadas, a familia Orchidaceae compde 7%
de todas as espécies do planeta, constituindo, aproximadamente, 35 mil espécies
naturais, nas suas duas subfamilias, duas divisées, cinco tribos, duas séries, duas
subséries, 85 subtribos e mais de 2.500 géneros, além de uma infinidade de hibridos
naturais e artificiais (Altafin et al., 2003).

As orquideas apresentam muitas particularidades, inclusive espécies do
mesmo género podem apresentar caracteristicas totalmente distintas, caso, por
exemplo, das caracteristicas florais e método de reproducdo, que podem variar
desde a autofecundacédo até a pseudocopula de insetos atraidos por ferorménios
mimetizados pela flor (Resende et al., 2008).

De acordo com Zanenga-Godoy e Costa (2003), as orquideas do género
Cattleya, em razdo da estrutura de suas flores, estdo associadas a muitos outros
géneros e hibridos de flores exuberantes e, portanto, sdo as orquideas mais
comercializadas na atualidade, o que I|hes confere consideravel importancia
econdmica.

Os dados disponiveis na literatura especializada no que se refere as
exportacdes de mudas de orquideas brasileiras sdo do ano de 2004 (Junqueira e
Peetz, 2004), documentando saidas principalmente para os Estados Unidos
(24,3%), Japao (21,0%), Alemanha (20,3%), Reino Unido (12,7%) e Hong Kong
(11,9%), acumulando vendas superiores a de US$ 122 mil.

Para suprir esta demanda, a germinacdo das sementes e a
micropropagagao in vitro tém sido apontadas como ferramentas para a produgéo em
larga escala em curto espago de tempo, produzindo plantas de alta qualidade
fitossanitaria, independentemente da época do ano (Soares et al. 2009). As
sementes de orquideas nao contém endosperma, sdo pequenas, muito leves e
podem ser dispersas pelo vento para longas distédncias, o que € importante para
promover o fluxo de genes, entretanto, necessitam da simbiose com fungos
micorrizas, devido ao fato da taxa de germinacédo ser baixa, fato que gera em
algumas espécies um nivel baixo de diversidade (Ding et al. 2008).

O meio de cultura usado na micropropagagcdo tem sido um fator

determinante para o sucesso do cultivo in vitro. Embora diferentes meios de cultivo



sejam utilizados, o meio “KC”, formulado por Knudson (1946), vem sendo o mais
recomendado, até o presente, para a germinagdo da maioria das espécies de
orquideas.

O cultivo in vitro pode gerar alteragéo no nivel de diversidade genética, que
pode ser constatado com a analise molecular das plantas. Para uma analise
molecular, pode ser usado o marcador RAPD que, apesar de ser um marcador
dominante, apresenta vantagens, principalmente pelo grande numero de segmentos
de DNA marcados e por ndo exigir conhecimento prévio do material genético a ser
estudado (Sun e Wong, 2001). Entretanto, na literatura especializada nao existem
registros de estudos da diversidade genética em populagdes de Cattleya forbesii. Os
estudos de diversidade genética usando marcadores moleculares disponiveis na
literatura foram realizados com outras espécies de orquideas. Ding et al. (2008),
analisando Dendrobium oficinales, uma espécie de orquidea Chinesa em extingao,
verificaram uma baixa diversidade genética em nivel populacional, mas um alto nivel
de diversidade genética na espécie. Goh et al. (2005) também obtiveram taxa de
similaridade intraespecifica maior do que interespecifica para 149 acessos,
representando 46 espécies do género Phalaenipsis. Estes resultados demonstram
que a diversidade interespecifica em orquideas tende a ser alta.

Neste contexto, a proposta no presente estudo foi analisar a diversidade
genética em plantulas de Cattleya forbesii provenientes de sementes germinadas in
vitro, em meio Knudson (1946), sem a adicdo de reguladores de crescimento.

A estimativa da diversidade genética nas plantulas de C. forbesii cultivadas
in vitro foi realizada por meio de analises de segmentos aleatérios de DNA
amplificados pela técnica de Touchdown-PCR (td-PCR). A técnica Touchdown-PCR,
desenvolvida por Don et al. (1991), € uma modificagdo da PCR (Polymerase Chain
Raction: Reacdo em Cadeia usando Polimerase) convencional que usa apenas uma
determinada temperatura de “anelamento” para os primers. Esta técnica foi usada
para analisar segmentos especificos de DNA e foi também indicada para amplificar
os segmentos de DNA com primers aleatérios (Ince et al., 2009). Os primers
aleatdrios sdo empregados para analisar o polimorfismo de sequencias aleatérias de
DNA (RAPD: Random Amplified Polymorphic of DNA; Williams et al., 1990). A
finalidade da Touchdown-PCR é promover uma amplificacdo mais especifica dos
segmentos aleatérios de DNA. Para isso, € usada uma temperatura inicial de

“anelamento” mais alta do que a comumente usada na PCR convencional. Esta
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temperatura deve diminuir gradativamente 1°C a cada ciclo por segundo, até atingir
uma temperatura especifica de aterrissagem (temperatura de “anelamento”
touchdown) que é entdo usada para amplificar os segmentos de DNA nos ciclos
remanescentes. Este procedimento deve garantir um “anelamento” mais especifico
para os primers aleatorios, de forma a selecionar segmentos especificos para serem
amplificados e aumentar a reprodutibilidade da analise do RAPD.

Nos frascos de cultura in vitro de C. forbesii, verificou-se plantulas de
tamanhos diversos e a expectativa neste estudo € que o nivel de polimorfismo dos
segmentos de DNA aleatérios amplificados por td-PCR seja alto, mostrando que o
sistema de germinacdo de sementes in vitro ndo estabelece pressdo de selecao,

com consequente redugéo da diversidade genética em C. forbesii.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da familia Orchidaceae

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de
maior valor comercial. No Brasil, ja foram identificadas mais de 3.500 espécies de
orquideas, porém, muitas destas estdo correndo risco de extincdo, devido a
destruicdo de seu habitat e as coletas predatérias (Colombo et al., 2004).

As espécies do género Cattleya, sédo epifitas de ocorréncia natural no Brasil,
muito procuradas no mundo inteiro como plantas ornamentais, criando a
necessidade de se desenvolverem técnicas de propagacdo para atender ao
mercado e contribuir com a reposi¢cao de espécies ameacadas de extingao (Silva et
al., 2005).

As orquideas s&o classificadas conforme seus habitos vegetativos em:
epifitas, terrestres, rupicolas, saprofitas, dentre outros (Silva e Gutierre, 2004).

O recente reconhecimento do ambiente da copa das arvores das florestas
tropicais como um dos celeiros da biodiversidade do planeta tem incentivado
estudos que procuram o entendimento de processos ligados a comunidade epifitica,
destacando o seu papel na funcionalidade dos ecossistemas (Oliveira, 2004). O
epifitismo & responsavel por parte significativa da diversidade que faz das florestas
tropicais umidas um dos mais complexos ecossistemas da Biosfera, constituindo até
50% do total de espécies vasculares. A capacidade destas florestas em sustentar
grande numero de animais pode ser atribuida ao substrato e sustento provido pelas
epifitas e por sua respectiva capacidade de retencao de nutrientes de chuva, neblina
e particulas em suspensao (Nadkarni, 1986). As plantas epifitas ocupam troncos e
ramos de arvores, onde a escassez de agua e de nutrientes € frequente, e para isso
as espécies de orquideas epifitas possuem adaptagées morfoanatdémicas singulares,
sendo comuns os tecidos especializados para a reserva de agua, tanto nas folhas
quanto nas raizes e nos pseudobulbos (Silva e Gutierre, 2004).

Analisando as epifitas vasculares em floresta da planicie litoranea da llha do
Mel, Parana, Brasil, as plantas com maior valor de importancia epifitica para o
estudo foram as orquideas (41%), seguidas por espécies das familias
Polypodiaceae (18,12%) e Bromeliaceae (15,71%). Kersten e Silva (2001) também

constataram que, na regido, a orquidea C. forbesii, por exemplo, € uma das



espécies que mostraram preferéncia pelo estrato de 2-4 m da floresta analisada e é
considerada uma holoepifita caracteristica.

As orquideas sdo plantas herbaceas, perenes, bastante diversificadas
quanto ao tamanho, forma e cor das flores. Exibem caracteristicas altamente
especializadas que servem para favorecer a reprodu¢ao sexuada, com uma grande
diversidade floral e também adaptacdo para polinizadores, sendo registrado que
aproximadamente 60% das espécies de orquideas possuem um unico polinizador
(Palomino e Theil3en, 2009).

2.1.1. Morfologia

As flores das orquideas possuem particularidades marcantes que
desempenham importante papel na atracdo do agente polinizador o que,
consequentemente, favorece a polinizagdo cruzada (Dressler, 1993). O perianto
consta de dois verticilos trimeros (3 sépalas e 3 pétalas), sendo que a pétala
mediana geralmente é maior e apresenta glandulas (nectarios, glandulas de dleo,
osmoforos, entre outros) ou ornamentagdes (calos), com fungdes relacionadas ao
processo de polinizagdo. Por ser morfologicamente diferenciada, a pétala mediana é
denominada de “labelo” (labio, em latim), que é apresentado para baixo por ocasiao
da abertura da flor. Assim, o labelo pode atuar como plataforma de pouso ou guia
mecanico para os polinizadores. O androceu e o gineceu encontram-se fusionados
em maior ou menor grau, formando uma estrutura unica denominada coluna. O
nuamero de anteras férteis em geral € muito reduzido (normalmente uma, mas

raramente duas ou, muito mais raramente, trés) (Singer, 2009).

2.1.2. Sementes

As sementes de orquideas se diferenciam da maioria das outras espécies
por ndo possuirem reservas nutritivas para promover sua germinagado (Ramos,
1969), a qual ocorre, sob condigdes naturais, somente depois de instalada uma
simbiose com fungos micorrizicos. Tal processo pode ocorrer em troncos de arvores,
em rochas, ou no solo. Tal simbiose mostra-se bastante delicada, podendo nao
ocorrer frente a aplicagado de agrotoxicos ou em condi¢cdes adversas (Paula e Silva,
2002).

As sementes sao muito leves e podem ser dispersas pelo vento para longas
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distancias, o que é importante para promover o fluxo de genes. Entretanto, algumas
espécies possuem um nivel baixo de diversidade devido ao fato da taxa de
germinacgao ser baixa. O grande numero de sementes produzidas por fruto tem sido
considerado uma resposta as diversas pressdes seletivas do ambiente (Ding et al.,
2008).

Buscando obter a propagacao in vitro das espécies de orquideas, Knudson
(1946) desenvolveu um meio de cultura apropriado para a germinagdo de sementes
destas espécies na auséncia de simbiose com fungos micorrizicos, sendo este o
meio mais utilizado atualmente.

Diversos sao os aditivos ou suplementos que podem ser adicionados ao
meio de cultura conhecido como “suplementos indeterminados”, tais como: agua de
coco (endosperma liquido de Cocus nucifera), carvao ativo, polpa de frutas, em
especial a banana, e os conhecidos como “suplementos determinados”, tais como
reguladores de crescimento (auxinas e citocininas). Os suplementos indeterminados
e determinados s&do usados para aumentar a taxa de germinagdo, crescimento,

brotac&o, e outros fatores de interesse (Dixon, 1985).

2.2. Aspectos gerais das espécies do género Cattleya Lindley (Orchidaceae)

As orquideas comecaram a ser cultivadas em maior escala a partir de 1818,
quando William Cattley de Barnet, na Inglaterra, observou a floragdo de uma espécie
de Cattleya pela primeira vez na Europa. John Lindley denominou esta espécie de
Cattleya labiata, devido ao seu labelo proeminente (Araujo, 2009). O género Cattleya
tem uma distribuigdo geografica ampla, desde o hemisfério norte (até a Ameérica do
Sul, onde ocorre maior numero de espécies. No Brasil, o género Cattleya possui
representantes em todos os estados, desde o extremo norte até o Rio Grande do Sul
(Araujo, 2009).

2.2.1. Cattleya forbesii

As plantas de C. forbesii (figura 1) sdo epifitas, encontradas em arvores,
pedras e arbustos, proximo a corregos e na beira-mar, apresentando em média 2-5
flores por inflorescéncia, com 10-12,5 centimetros, sépalas e pétalas verde palido e
labio castanho rosado com amarelo no centro (Figura 2) (Groves, 2009). Em razao

de seu sistema vegetativo, o género Cattleya é dividido em duas categorias: plantas
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monofoliadas e plantas bifoliadas; C. forbesii € um exemplo de planta bifoliada
(Araujo, 2009).

C. forbesii € considerada de facil cultivo, necessitando de luminosidade
intensa e apresentam um bom desenvolvimento em nivel do mar até 300 m de
altitude. Também precisa de umidade elevada com um periodo de repouso no
inverno ndo muito rigido. Um clima variando de temperado a quente é considerado
como o ideal, mas, por ser uma planta resistente, pode suportar temperaturas mais

baixas no inverno (Araujo, 2009).

Figura 1 - Cattleya forbesii, fonte: Araujo, 2009.

Foi observado, também, que a autopolinizacdo reduziu a producido de
semente em orquideas. Medindo a formagdao de embrido em 14 espécies de

Cattleya alégamas, comparando o fruto produzido por autopolinizagao e polinizagao
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cruzada observou-se uma média de 15,3% e 47,5% de sementes respectivamente.
Embora sementes obtidas de polinizagdo natural sejam melhores que de
autopolinizacdo, raramente alcanca 100% de viabilidade. Cattleya forbesii, planta
nao autégama, apresentou uma taxa de 6,4% para auto-fecundacéo e 57,0% para

fecundagao cruzada (Tremblay et al., 2005).

Figura 2 - Flor de Cattleya forbesii. Foto cedida pela professora Maria Auxiliadora
Milaneze Gutierre.

2.3. Comportamento populacional em orquideas

A maioria das espécies de orquideas possui dependéncia forte por habitat e
polinizadores preferenciais, por isso a perda de habitat natural pode levar uma
espécie a extingdo, como, por exemplo, a fecundagao por um polinizador especifico.
Perdendo o habitat, perde-se o polinizador e consequentemente a orquidea nao
consegue se reproduzir (Singer et.al., 2004).

Ding et al. (2008), analisando Dendrobium oficinales, uma espécie de
orquidea Chinesa em extingdo, verificou uma baixa diversidade genética em nivel

populacional, mas um alto nivel de diversidade genética na espécie, provavelmente
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resultantes da distribuicdo da populacdo e fluxo genético limitado, principalmente
devido a fragmentacao e a perda de habitat. O referido autor apontou que pdlen e
sementes s&do modos eficazes de fluxo génico em D. officinale. Entretanto, essa
espécie € normalmente encontrada em penhascos a uma altitude entre 800 e
1.500m, sendo dificil para os polinizadores fazerem a transferéncia de podlen
interpopulacional, outro fator determinante para a diferenciacdo alta entre as
populacdes € o fato de que as sementes ndo possuem reserva, sendo assim, sao
mais leves e podem ser levadas facilmente pelo vento.

Para explicar a baixa diversidade genética intrapopulacional em espécies de
orquideas raras e ameacadas de extingdo, Chung e Chung (2007) apontaram
fatores como a ocorréncia de endogamia dentro das populagdes, deriva genética
aleatdria associada a um efeito do pequeno tamanho da populagao (efeito fundador),
e/ou a combinagao de alguns desses fatores. Varias técnicas tém sido empregadas
para avaliar o polimorfismo das orquideas, entre elas o marcador molecular RAPD
(Besse et al., 2004; Chung et al., 2006, Goh et al., 2005 e Wallace, 2002).

Um exemplo de adaptacdo de orquidea e polinizador ocorre na espécie
Mormolyca ringens. Singer et al. (2004) descreveu o0 comportamento de
pseudocopula por um zangao (Apidae meliponini) sexualmente excitado por falso
ferorménio liberado pela flor desta espécie. Neste caso, o polinizador pode promover
inclusive a autopolinizagdo (apesar de indicagdes de autoincompatibilidade nesta
espécie). Esta relacédo é tao intima que as orquideas florescem no periodo do ano

correspondente a produgao de abelhas machos.

2.4. Marcador molecular RAPD para estimar diversidade genética em orquideas

A técnica denominada de RAPD (Random Amplified Polymorphic of DNA,;
polimorfismo de DNA aleatoriamente amplificados), descrito por Williams et al.
(1990), usa um unico primer normalmente de dez nucleotideos e de sequéncia
arbitraria, que se anela (pareia) em temperaturas especificas e adequadas com as
sequéncias complementares do DNA a ser analisado, para designar os segmentos
de DNA que devem ser amplificados pela enzima Taq polimerase, usada para
polimerizar os nucleotideos na reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction). A
presenga ou auséncia dos segmentos amplificados define o polimorfismo de DNA e

a proporcao de segmentos polimérficos (diferentemente amplificados) € um
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parametro para estimar a diversidade genética numa amostra de uma populagéo ou
de uma espécie (Borém, 2009).

O marcador RAPD tem sido amplamente empregado na avaliagdo das
distancias genéticas em muitas espécies, sendo utilizado em estudos populacionais
de orquideas (Goh et al.,, 2005) e para a identificagdo de hibridos (Liu e Cordes,
2004). Estudos populacionais comparativos utilizando métodos isoenzimaticos e
RAPD tém sido considerados como necessarios para obtencao de informagao sobre
0s niveis e padrdes de diversidade genética de orquideas selvagens. Este é o
primeiro passo para facilitar a sua conservagao, uma vez que, quanto maior a taxa
de diversidade interpolulacional, menor o risco de extingdo da espécie, pois existem
genotipos adaptados a diversas condigbes e pressdes de selegcao (Wong e Sun,
1999).

Em comparacdo com as técnicas de analises de isoenzimas e
microssatélites, existem algumas limitacoes e deficiéncias na técnica de RAPD, por
ser um marcador dominante e por possuir, as vezes, baixa reprodutibilidade. No
entanto, Sun e Wong (2001) apontam as principais vantagens da analise de RAPD
superam as suas desvantagens: pode vir a dar um numero muito maior de
segmentos de DNA marcados, e niveis maiores de polimorfismo comparando com
isoenzimas; apresenta também um custo reduzido e € mais rapido e facil do que a
analise por microssatélites, porque nao precisa da informacao prévia da sequéncia
do DNA da espécie-alvo. De acordo com o proponente da técnica RAPD (Williams et
al., 1990), este marcador pode, em alguns casos, detectar a mudancga de uma unica
base de DNA gendmico. A repetitividade do RAPD foi assegurada por Besse et al.
(2004), repetindo as amplificagdes duas vezes, com concentragdes diferentes de
DNA, em analises separadas, e considerando fragmentos de pontuagdes fortes para
obter como resultado padrbées de bandas (segmentos de DNA) consistentes.

Os marcadores RAPD podem ser usados para avaliar os potenciais efeitos
da fragmentagédo e da reduzida dimens&o da populagdo sobre a viabilidade futura
das populagdes e possui uma ampla utilizacdo em estudos de variagao genética em
populagdes naturais de espécies raras (Wallace, 2002). A analise de marcadores
RAPD foi utilizada com sucesso para determinar a relacdo entre as espécies
Paphilopedilum e Phragmepedium (Orquidea terrestre), apresentando resultados
que confirmaram os encontrados em classificagdo baseada em analise morfolégica
(Chung et al.,, 2006). Sete primers (OPA03, OPA04, OPA09, OPB0O1, OPBO0S,
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OPB18 e OPC11) foram utilizados por Wallace (2002) em um estudo de diversidade
genética com Platanthera leucophaea (Oruidea terrestre). Goh et al. (2005)
utilizaram 20 primers (OPU01-OPU20) para analisar similaridade genética em
Phalaenopsis (epifita). Besse et al. (2004) utilizaram 8 primers do Kit Operon C
(Operon Technologies Inc.) para a analise da diversidade das baunilhas cultivadas
(Vanilla planifolia) e para verificar a relacdo entre as espécies V. tahitensis e V.

pompona.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Os experimentos com as plantulas de Cattleya forbesii Lindley foram
realizados no Laboratério de Cultura de orquideas do Museu Dinamico
interdisciplinar (bloco O33) da Universidade Estadual de Maringa-PR.

As capsulas maduras de C. forbesii proveniente de autofecundacao
coletadas em mata ciliar na cidade de Maringa-PR foram abertas para retirada das
sementes, as quais foram armazenadas a -20°C durante, aproximadamente, 6
meses. Para determinar a viabilidade das sementes, foi realizado o teste de
tetrazolio, que se fundamenta na alteracdo da coloragao dos tecidos da semente em
presenca de uma solucdo de sal de tetrazdlio, o qual é reduzido pelas enzimas
desidrogenases dos tecidos vivos, resultando num composto denominado de
formazan, de coloragdo vermelha-carmim, enquanto os tecidos mortos ou muito
deteriorados apresentaram-se descoloridos (Fogaca et al., 2006).

Para a germinagdo, as sementes foram embebidas em &agua destilada
durante 24 horas e depois submersas em hipoclorito de sédio comercial a 15% por
15 minutos, visando a assepsia das mesmas, além de serem lavadas por 4 vezes
com agua destilada e esterilizada.

O meio de cultura basico utilizado foi a formulacdo “C” de Knudson
(Knudson, 1946), modificado pela adicdo de 6 g de agar (Himedia, “Agar Agar, Type
1”), e 100 g/L de banana nanica (estagio de maturagdo:7). Apos autoclavar os
frascos com meio de cultura durante 20 minutos em 1 atm de pressao e 120 °C, as
sementes provavelmente desinfetadas foram inoculadas neste meio para
germinacao.

Banana nanica no estagio de maturagdo 7, segundo escala descritiva de
maturagao variando de 1 a 7, baseada na coloragao da casca: 1= totalmente verde;
2= verde com tragos amarelos; 3= mais verde que amarela; 4= mais amarela que
verde; 5= amarela com a ponta verde; 6= toda amarela; 7= amarela com leves
manchas marrons, conforme Oliveira Neto (2002).

Apos a inoculagao, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura aproximada de 25 = 3 °C e com iluminacdo continua proporcionada por

lampadas fluorescentes “luz do dia”, de 40 Watts. Apds 12 meses, as plantulas
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crescidas foram utilizadas para extracdo de DNA (figura 3).

Figura 3 - Frasco contendo plantulas de Cattleya forbesii germinadas in vitro em
meio Knudson (1946), com adigdo de 100g de polpa de banana nanica.

3.2. Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA, foram escolhidas aleatoriamente 43 plantulas
germinadas no meio KNUDSON. A extragdo do DNA gendmico foi realizada
utilizando-se o método CTBA (cetyltrimethylammonium bromide) de Knapp e
Chandlee (1996), adaptado por Choi et al. (2006), (Quadro 01), macerando-se 100
mg de planta fresca em nitrogénio liquido, em seguida adicionado 100 pyL de tampéao
de extracéo gelado (3% de CTAB, 1,42 M de NaCl, 20mM de EDTA, 100mM de Tris-
Cl pH 8,0, 2% de PVP (polivinilpirrolidona) e 5mM de acido ascorbico). Apds
homogeneizar durante 2 minutos, as amostras foram incubadas por 25 minutos em
65 °C. Apds a incubacdo foi acrescentado na mistura 0 mesmo volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1; v/v). As amostras foram centrifugadas por 5
minutos com 12.000 rpm e o sobrenadante contendo DNA foi transferido para um
novo tubo, acrescentando 1/5 do volume de CTAB 5% em 0,7M NaCl e incubadas
por 10 minutos em 65 °C. O DNA foi extraido novamente com cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1) e a mistura foi centrifugada por 5 minutos com 1.200 rpm.

Novamente o sobrenadante contendo DNA foi transferido a um novo tubo, apds
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adicionar 2 volumes de etanol absoluto gelado e a mistura foi incubada por 24 horas
em -20 °C. Apés este tempo de incubagao, as amostras foram centrifugadas por 20
minutos com 12.000 rpm em 4 °C e o precipitado foi lavado com 300 uL de etanol
70% gelado e novamente com 300 uL de etanol absoluto e colocado para secar na
temperatura ambiente. Depois de seco o precipitado, foi ressuspendido com 50 pl de

tampao TE e guardado em freezer (-20°C) (Figura 4).

Quadro 1 - Protocolo utilizado para extracdo de DNA de tecidos de plantulas de
Cattleya forbesii

Knappe e Chandlee (1996) adaptado por Choi et al. (2006)

Tecido da plantula 100 mg
Reagentes de Extragcéo
Tris-HCI 100mM
EDTA 20mM
NaCl 1,42M
CTAB 3%
PVP-40 2%
Acido ascérbico 5mM
CTAB 5% 20% do volume
Reagentes de Purificagao
Cloroférmio:Alcool isoamilico (24/1) 1 volume
RNAse (10mg/mL) 0,1ng/pL
Reagentes de Precipitagao
NaCl 5mol/L 20% do volume
Lavagem do Precipitado
Etanol 70% 300 pL
Etanol absoluto 1ml

A quantificagdo do DNA foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8%
com tampéao TAE (Tris, Acetato de Sédio EDTA, pH 8,0 - Hoisington et al., 1984),
por comparagdo com DNA padrdao Fago A de concentragdes gradativas e
conhecidas (50, 100, 150 ng). O gel foi corado em solugdo de brometo de etidio
contendo 0,5 yg/mL e a imagem foi capturada com Ultraviolet Transilluminador High
Performance - Edas 290 utilizando o programa Kodak 1D 3.5. Com base na
quantificacdo do DNA das amostras, foram selecionadas de 43 plantulas inteiras, da

populacdo para analise através de RAPD.
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Etapa1l

Repetir o processo com
cloroférmio 2vezes

Nitrogénio Liquido 65°C-25mmn R
Maceracao - .
Material Vegetal Tampio + Agitar
planta
Clorof.: Alcool Isoam.
65°C-10min
EDTA - NaCl
2* extragdo
Sobrenadante
Etanol 100% para novo tubo V4
-20°C Centrifugar
Over-night 12.0001pm
5 min
Etapa 2
Centrifugar
-4°C 12.000rpm
20 min

Descarta Etanol

Centrifugar
Etanol 100% -4°C 12.000rpm

220°C 20 min <

Over-night i’
DNA Etanol 100%

Etanol 70%
P~ Centrifugar
-4°C12.000rpm
J’ 20 min

O

DNA

RNAse Ressuspender secar
| |e
DNA
TE
Figura 4

- Esquema do protocolo de Extragdo de DNA. Knappe e Chandlee (1996) adaptado
por Choi et al. (2006).
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3.3. Amplificagdo Touch Down RAPD
3.3.1. Padronizacgao das reacdes de amplificagdo com primers de RAPD

Para a obtencdo de fragmentos de DNA amplificados utilizando os primers
de RAPD, foram selecionados aleatoriamente dois individuos de C. forbesii para
padronizar as concentragdes de DNA e MgCl, a serem utilizadas na amplificagdo
das reagbes Touch Down RAPD (td-RAPD). Foram testadas as concentragdes de
DNA de 10, 20 e 30 ng, e de MgCl;, 1,2; 2,0; 2,5; 3,0 mM e o melhor padrdo de

bandas encontrado na concentragéo foi de 20 ng de DNA e 2,5 mM de MgCl,.

3.3.2. Selecéao de primers

A selecao de primers foi realizada com a amplificacdo de amostras de DNAs
dos dois individuos de C. forbesii. Foram testados os primers para RAPD
desenvolvidos pela Operon Technologies Inc — Alameda, CA, USA, sendo utilizados
os kits: A (1 a 20),B (1a20),C(1a20),F (513),L(11),M(1a10),P(2,4,7a11e
17), totalizando 82 primers avaliados.

Dos 82 primers amplificados, doze amplificaram com padrédo de bandas bem
definidos e foram escolhidos para amplificacdo das 43 amostras de DNAs de
plantulas de C. forbesii. Os primers selecionados foram: OPB17, OPB18, OPC02,
OPCO05, OPCO06, OPC07, OPC08, OPC19, OPM02, OPM03, OPMO05 e OPPO08.

3.3.3. Amplificacdo de DNA

As reacdes de amplificagcdao para os ensaios de RAPD foram feitas em um
termociclador Techne TC-512, conforme o protocolo original descrito por Williams et
al. (1990), com pequenas modificagées no que se refere ao volume final das reagdes
e as quantidades dos reagentes utilizados. As rea¢des foram realizadas em camera
asseéptica, em um volume final de 20 uL, contendo 20 ng de DNA gendmico, 0,3
pmol/L de primers (Operon Technologies Inc,-Alameda, CA, USA), 2,5 mM de
MgCI2, 2,0 uL de tampéo de reagcdo 10X (Invitrogen), 0,1 mmol/L de cada dNTP, 2,5
mmol/L de MgCI2, 1 unidade de Tag-DNA polimerase (Invitrogen) e agua mili-Q
autoclavada q.s.p. Somente um “mix de reagdo” (com os reagentes necessarios a
amplificagdo) foi preparado para cada primer, o qual foi usado para comparar
simultaneamente as 43 amostras individuais de DNA na mesma reacdo de
amplificagdo (Figura 5).
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O programa utilizado para realizar as amplificagbes foi cuidadosamente
controlado para garantir a reprodutibilidade dos padrdes do RAPD, conforme as
recomendagdes de Sun e Wong (2001) para a técnica de Touch down-RAPD (td-
RAPD). As amplificacdes do DNA das plantulas de C. forbesii foram realizadas com
3 min para desnaturacdo em 94 °C, seguido por 10 ciclos pré-PCR de 1min de
desnaturagao em 94 °C, 45 s de anelamento em 42 °C, e 2 min de extensdo em
72°C. A temperatura de anelamento foi reduzida em 0,5 °C por ciclo, durante os 10
primeiros ciclos. As amplificagdes de PCR continuaram por mais 30 ciclos com uma
temperatura de anelamento de 37 °C e com extensao final de 10 min em 72 °C,

seguindo protocolo descrito por Ince et al. (2010).

Luz UV - Transilummnador - programa Kodak

Ladder 1Kb Amostras C. forbesii
[ § R N R B R B B |
Banda Polimorticd I — —
YD s
Banda NMonomortica )
XXl me
| I BN B B N N e e e |

Figura 5 - Representacao de Gel de agarose 1,7% com o resultado do td-RAPD.

Os produtos das amplificacbes foram separados por eletroforese com 60V
durante 3,5 horas em gel 1,7% de agarose, preparado com um tampado TBE 0,5X
(44,5 mmol/L Tris, 44,5 mmol/L acido bérico e 1 mmol/L EDTA). O marcador de peso

molecular utilizado nos géis foi o DNA Ladder 1Kb (Invitrogen). A identificacdo das
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bandas foi feita incubando-se o gel em solugdo com brometo de etidio (EtBr) (0,5
mg/mL) e a imagem captada no High Performance Ultraviolet Transilluminator-Edas
290, utilizando o programa Kodak 1D 3.5.

Os fragmentos foram analisados comparandos-e os perfis Touch Down
RAPD (td-RAPD) de cada planta em termos de presenga ou auséncia de cada

fragmento de DNA.

3.4. Analise dos dados obtidos

Os fragmentos foram analisados por comparag¢ao do perfiil RAPD de cada
plantula, em termos da presenca e auséncia de segmentos de DNA (bandas). A
similaridade entre as plantulas foi calculada usando o complemento do coeficiente
de similaridade de Jaccard. Para isso foi usado o software NTSYS-pc (Rohlf, 1989).

A similaridade das plantulas foi calculada pelo coeficiente de Jaccard,
enquanto a analise do agrupamento UPGMA foi realizada com o software NTSYS-pc
(Rohlf 1989).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparagao visual em gel de agarose 0,8% da intensidade das bandas de
DNA das amostras da progénie de C. forbesii com as amostras de DNA do fago A de
concentracdo conhecida mostrou que a quantidade de DNA extraido variou de 30 a
250 ng/uL (Figura 6).

Figura 6 - Gel de agarose 0,8%, utilizado para a quantificacdo de DNA. Amostras 1,
2 e 3 sao DNAs de Fago A de 50, 100 e 150 ng respectivamente. Amostras 4 a 9 sao
DNAs extraidos de C. forbesii.

Para a padronizagao das condi¢gdes de amplificagdo utilizando os primers de
RAPD, foram testadas as concentragées de DNA (10, 20 e 30ng) e de MgCl,.(1,5;
2,0; 2,5; 3,0 mM). Para isso foi utilizado o primer OPAO2, pois este apresentou boa
amplificagcdo em testes anteriores. A melhor concentragao de DNA testada foi a de
20 ng e a concentragcédo de 2,5 mM de MgCl, foi a que apresentou bandas mais

definidas no gel de resolugéo apds as amplificagdes (Figura 7).

No td-RAPD, o programa para PCR sofreu adaptagdes, com modificagdo na
temperatura de anelamento. Esta modificacdo recebeu o nome e Touch Down PCR.
A modificacdo para o Touch Down PCR em relagdo ao PCR convencional consistiu
em usar inicialmente uma temperatura de 42°C para o anelamento inicial e, em
seguida, a cada ciclo ocorreu a diminuigdo de 0,5°C, até que a temperatura de 37°C
fosse atingida e mantida nos ciclos seguintes. O programa Touch Down PCR foi
utilizado por Ince et al. (2010), que o consideraram como o mais adequado para o
anelamento dos primers de RAPD e concluiram que este procedimento aumenta a
reprodutibilidade dos primers RAPD em estudo com diferentes espécies de pimenta
(Capsicum sp). Condigdes 6timas de reagdo devem ser previamente estabelecidas

para que seja garantida reprodutibilidade da técnica de RAPD (Black, 1992).
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MgCl2 (mm) 1,5 2,0 3,0

DNA 10 10 2020 3030 1010 2020 30 30 10 10 3030 1010 20 20 30 3,0
(ng)

Figura 7 — Teste da concentragdo de MgCl,(mM) e de DNA(ng) Gel de agarose
1,7%, com tampao TBE 0,5x. Duas repeti¢cdes cada concentragao.

Uma vez que as condi¢cdes adequadas de amplificacao para td-RAPD foram
estabelecidas, estas foram utilizadas para as reacdes de sele¢ao dos primers e para

posteriores amplificacdes do DNA das plantulas de C. forbesii.

Para a selecéo de primers, foram amplificadas 2 amostras de DNAs com 82
primers. Destes 82 primers avaliados, doze amplificaram com padrao de bandas
bem definidas e foram escolhidos para amplificar as 43 amostras de DNAs de
plantas de C. forbesii. Os primers selecionados foram: OPB17, OPB18, OPCO02,
OPCO05, OPC06, OPCO7, OPC08, OPC19, OPM02, OPM03, OPMO05 e OPP08, com
uma amplificacdo de 7 a 17 bandas, com uma média de 12,33 bandas por primer. O
aproveitamento de primers para RAPD neste trabalho foi de 14,6%. Os primers

selecionados foram aqueles que produziram bandas bem definidas e reproduziveis

no gel (Figura 8).

PIl?I 19 20 oOPCO1 I (0F] 04 05 I

Figura 8 - Gel de agarose 1,7% utilizado para selecionar os primers que foram
usados para amplificar as 43 amostras de DNA de plantas de Catleya forbesii. Nesta
figura. estdo destacados sete (OPB17, OPB18, OPC02, OPC05, OPC06, OPCO07, e
OPCO08) dos 12 primers que foram selecionados, a partir dos 82 primers avaliados.
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A Figura 9 ilustra as sequéncias de DNA amplificadas com o primer OPCO05,
representando parte do gel de agarose usado para amplificar simultaneamente as 43

amostras da progénie.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

5.000

1.65C

1.000

Figura 9 - Gel de agarose 1,7% utilizado para separar os fragmentos de DNA. As
amostras 2 a 16 representam a populagao de C. forbesii amplificada com o primer
OPC 05. A amostra 1 corresponde ao marcador 1 Kb DNA ladder (Invitrogen).

A amplificacdo do DNA das 43 amostras da populagao de C. forbesii com os
doze primers selecionados resultou na produgdo de 148 fragmentos amplificados.
Destes, 16 foram monomorficos e 132 foram polimoérficos, conferindo um
polimorfismo de 89,19% para as 43 plantulas de C. forbesii. O primer que revelou
menor polimorfismo (64,28 %) foi o OPM02, com 14 bandas, das quais cinco foram
monomorficas. O primer OPC-02 gerou maior numero de fragmentos dentre os
primers testados: um total de 17 fragmentos, sendo todos polimérficos. Os primers
OPC-02, OPC-07, OPC-08, OPC-19 e OPM-03 apresentaram 100% das bandas
polimorficas (Quadro 2).

O polimorfismo (variagao entre presenga e auséncia de determinada banda
de DNA nas 43 plantulas analisadas) entre plantas de C. forbesii € grande, pois um
grande numero de bandas polimoérficas foi detectado, com apenas 16 primers.

A matriz binaria de dados obtidos por meio da leitura dos géis resultantes
das amplificagdes td-RAPD foi submetida a analises utilizando o programa NTSYS e
empregando o complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard.

Com a analise do polimorfismo dos marcadores td-RAPD para as 43
amostras individuais de plantas de C. forbesii, foi possivel a construcdo do
agrupamento apresentado na Figura 10. O dendrograma foi construido usando o
programa NTSYS e identificou as plantulas de C. forbesii com maior (86%) € menor
(50%) similaridade genética entre seus segmentos de DNA amplificados no método

td-RAPD. A base genética das pléntulas obtidas de sementes germinadas in vitro

21



usando o meio KC foi ampla (0,50 a 0,86), indicando que o cultivo in vitro pode
produzir mudas de C. forbesii com uma ampla variabilidade genética, sendo a
similaridade entre a maioria (95%) das mudas menor do que 0,85. O nivel de
identidade genética inferior a 0,85 foi considerado por Thorpe e Solé-Cava (1994)
como sendo freqientemente encontrado para espécies geograficamente distantes
em processo de especiagado, ou para espécies co-genéricas (espécies diferentes do
mesmo género). De acordo com o postulado pelos referidos autores, a diversidade
genética em C. forbesii € tdo ampla quanto seria se estivessem sendo comparadas

plantas de espécies diferentes de um determinado género.

Quadro 2 - Numero e frequéncia dos fragmentos polimorficos, obtido para cada
primer utilizado para amplificar o DNA das plantas de C. Forbesii

Primer Sequéncia (5'-3') N. Total de bandas  Bandas polimérficas
OoPB17 AGGGAACGAG 16 14 —87,5%
OoPB18 CCACAGCAGT 13 12 -92,3%
OPCO02 GTGAGGCGTC 17 17 —100%
OPCO05 GATGACCGCC 13 10 - 76,9%
OPCO06 GAACGGACTC 9 07 -77,8%
OPCO7 GTCCCGACGA 11 11 -100%
OPCO08 TGGACCGGTG 16 16 — 100%
OPC19 GTTGCCAGCC 8 8 —100%
OPMO02 ACAACGCCTC 14 9-64,3%
OPMO03 GGGGGATGAG 7 7 -100%
OPMO05 GGGAACGTGT 9 8 — 88,9%
OPPO8 ACATCGCCCA 15 13 -86,7%
Total 148 132 - 89,19%

Oliveira et al. (2010) também encontraram um alto indice de polimorfismo
analisando espécies do género Catasetum, onde o polimorfismo interpopulacional
entre 37 e 83%. Com os dados obtidos, os autores concluiram que os altos indices
de polimorfismos de RAPD obtidos permitem que este marcador seja utilizado tanto
para determinar relagdbes no género quanto identificagdo do polimorfismo

interespecifico em Catasetum.
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Figura 10 - Dendrograma representa a relagéo entre plantas de C. forbesii baseado na analise de agrupamento UPGMA dos perfis
RAPD derivados de 12 primers, pelo coeficiente de similaridade de Jaccard.



Para outras espécies de orquideas o polimorfismo em nivel de DNA tem
sido menor. Forrest et.al. (2004) analisaram DNA de cloroplastos com os
marcadores moleculares AFLP e microssatélite e encontraram em Spiranthes
romanzoffiana uma baixa taxa de diversidade interpopulacional (10,8%). Dois
grandes grupos foram analisados (norte e sul) e a taxa de diferenciagéo entre os
grupos foi de 85,8%, sendo que, entre as populagbes dentro dos grupos, a
diferenciagao foi baixa: 3,5%. Sun e Wong (2001), analisando marcadores RAPD
em espécies do género Zeuxine, também encontraram uma taxa de variagéo
genética: 21,65% em Zeuxine gracilis; 17,82% em Z. strateumatica; 2,84% em
Eulophia sinensis.

O polimorfismo alto (86%) de segmentos aleatérios de DNA amplificados
por td-PCR (td-RAPD) em plantulas de C. forbesii, obtidas de sementes
germinadas in vitro, ndo pode ser comparado com o polimorfismo encontrado em
outras amostras de C. forbesii ou em outras espécies de Cattleya, porque estes
dados, se existirem, ndo estdo disponiveis na literatura especializada. Os estudos
com RAPD para analisar diversidade genética em orquideas s&o poucos e estes
focalizam espécies de géneros diferentes. O polimorfismo de segmentos
aleatdrios de DNA amplificados por PCR, verificado em outras espécies, também
tem sido alto e frequentemente associado a sistemas de polinizagao variaveis e
complexos, encontrados em diferentes espécies de orquideas, como descrito em
Zeuxine gracilis; Z. strateumatica; Eulophia sinensis (Sun e Wong, 2001), Vanila
(Verma et al. 2009); Dendrobium oficinales (Ding et al. 2008) e Dendrobium
londgesii (Cai et al., 2011).

Verma et al. (2009) também encontraram um polimorfismo alto,
estudando orquideas do género Vanila. Utilizando o marcador RAPD, a taxa de
polimorfismo interespecifica foi de 83,24% e com marcador ISSR a taxa foi de
86,11%. Ding et al. (2008), analisando Dendrobium oficinales, uma espécie de
orquidea Chinesa em extingao, verificaram uma alta taxa de diversidade em nivel
de espécie (88,07%) e em nivel populacional (51,68%). Duffy et. al. (2009)
encontraram variagdo de interpopulacional de 72% em Neotinea maculata da
Irlanda e Italia. Goh et. al (2005) também obtiveram taxa de similaridade
intraespecifica maior do que interespecifica para 149 acessos, representando 46
espécies do género Phalaenipsis.

Cai et al (2011) analisaram com o marcador molecular SRAP, sete
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populagdes de Dendrobium londgesii coletadas no sul da China e constataram
que a percentagem de polimorfismo interpopulacional variou de 27,71% a
68,83%, embora a variagao entre as populagdes tenha sido baixa. Os autores
apontaram que os altos niveis de diversidade dentro da populagdo e menor
diferenciagdo genética entre as populagdes podem estar associados com
caracteristicas unicas de muitas orquideas, como as estratégias de polinizagao
enganosa e a alta dispersao das sementes, que podem promover o fluxo génico
entre as populagdes citadas por Hamrick e Godt (1996).

A ampla diversidade genética verificada em C. forbesii poderia ser
justificada por um sistema preferencial de polinizagao cruzada e também pela
ocorréncia de cruzamentos interespecificos. Em duas espécies do género
Cattleya (C. tenuis e C. elongata), Smidt et al. (2006) evidenciaram que ha
semelhancas entre as flores de ambas as espécies, que estas possuem o
mesmo agente polinizador (Bombus brevivillius), apresentam compatibilidade
entre seus gametas, mas apresentam produgdo de frutos diferenciada. Os
estudos de Smidt et al. (2006) indicam que espécies do género Cattleya tém
divergéncias no que se refere ao potencial do sistema reprodutivo e, portanto, ndo
€ possivel fazer inferéncias quanto ao sistema reprodutivo de C. forbesii analisada
no presente estudo, para explicar a diversidade genética alta estimada a partir da
analise do sistema td-RAPD.

A informacdo mais importante no presente estudo € que a ampla
variabilidade genética naturalmente descrita em estudos que analisam
populacdes distribuidas em seus habitats naturais também €& observada em
plantulas produzidas a partir de sementes germinadas em meio basico KC
(Knudson, 1946). O sistema de germinagéao e cultivo in vitro das sementes de C.
forbesii com a perspectiva de produzir mudas para reposicado de estoques a
serem cultivados na natureza, ou com a perspectiva de realizar cruzamentos
preferenciais para estimular a producdo de hibridos em programas de
melhoramento, ndo estabelece uma pressédo de selecdo que pode indicar uma
reducao na diversidade genética da espécie.

Outro aspecto interessante, no presente estudo, é que os primers OPC02,
OPCO07, OPC08, OPC19, OPM03, OPB18, OPM05, OPP08, OPB17, que foram
mais polimérficos ou resultaram em um numero maior de regides de DNA

amplificadas (numero maior de bandas), podem ser indicados para: estudos de
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diversidade genética em populagdes naturais, estimar a divergéncia entre
populagdes, ou para verificar os efeitos de adicdao de suplementos, naturais ou
sintéticos, para aumentar ou restringir a variabilidade genética de plantulas de C.

forbesii quando cultivadas in vitro.
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5. CONCLUSOES

a) A base genética das plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro usando
o meio KC foi ampla (0,50 a 0,86), indicando que o cultivo in vitro produz mudas
desta espécie de orquidea com uma ampla variabilidade genética.

b) O sistema de germinagao e cultivo in vitro das sementes de C. forbesii ndo
estabelece uma pressao de selegao que pode indicar uma redugao na diversidade
genética da espécie. A ampla variabilidade genética naturalmente descrita em
estudos que analisam populagdes distribuidas em seus habitats naturais também
foi observada em plantulas produzidas a partir de sementes germinadas em meio
basico KC.

c) O sistema de germinacao e cultivo in vitro das sementes de C. forbesii pode
ser considerado como adequado para produzir mudas para reposicao de
estoques a serem cultivados na natureza, ou com a perspectiva de realizar
cruzamentos preferenciais para estimular a producao de hibridos em programas

de melhoramento.
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