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RESUMO
Encyclia cachimboensis é uma espécie Amazônica endêmica da Serra do Cachimbo, localizada na divisa entre o norte do estado 
de Mato Grosso e o sul do Pará. Estudos sobre o cultivo in vitro e a caracterização citogenética da espécie ainda são escassos. O 

espécie Encyclia caximboensis cultivadas in vitro. Sementes de E. caximboensis foram desinfestadas utilizando-se de uma seringa 
e, posteriormente cultivadas em meio de MS na ausência de regulador de crescimento. A germinação iniciou-se aos 20 dias cultivo 
com o desenvolvimento dos protocormos e, após 90 dias foram obtidas 40.500 plântulas. Para a caracterização citogenética, ápices 
radiculares de plântulas com 180 dias de cultivo in vitro

NOR, lâminas com 20 dias de envelhecimento foram cobertas com solução de nitrato de prata (AgNO3) 50% e incubadas por 19 
horas. Os resultados indicam que a espécie E. caximboensis possui complemento diplóide com 2n =24 com todos os cromossomos 
do tipo metacêntricos. O tamanho dos cromossomos variaram entre 1,88 a 0,66 µm de tamanho, com RNOs simples em pequenos 
blocos localizados na região proximal do 3º par cromossômico. 
Palavras-chave: micropropagação; orquídea; cromossomos; região organizadora de nucléolo.

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

Encyclia caximboensis is an Amazonian species endemic to the Serra do Cachimbo, which is located between the northern of the 
Mato Grosso state and the southern part of Para state. Studies reporting in vitro cultivation and cytogenetic characterization of this 
species are still scarce. Therefore, the objective of this work was to determine the cytogenetic characteristics and to identify the 
nucleolar organizer regions (NORs) of the species E. Caximboensis, cultivated in vitro. Seeds of E. caximboensis were disinfected 
using a syringe and subsequently cultivated in MS medium without growth regulators. The germination started after 20 days of 
culture, with the development of protocorm and 40,500 seedlings were obtained after 90 days of culture. To perform the cytogenetic 

solution, 3:1 (v/v) and the slides were stained using 5% Giemsa solution. Ag-NOR banding was carried out on 20-day-old slides 
by incubation in 50% silver nitrate solution (AgNO3) for 19 hours. The results indicated that E. caximboensis has 2n=2x=24 with 
all metacentric type chromosomes, ranging from 1.88 to 0.66 µm in length, with simple NORs in small blocks localized in the 
proximal region of the third chromosome pair.
Keywords: micropropagation; orchid; chromosomes; nucleolus organizer regions.
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1. INTRODUÇÃO

A família Orchidaceae compreende uma das maiores 
famílias entre as fanerógamas e apresenta grande variação 
morfológica, cromossômica e alta diversidade genética 
(DRESSLER, 2005; ARDITTI, 2008; CHUGH et al., 
2009) e, no Brasil ocorre aproximadamente 235 gêneros 
e 2.419 espécies (BARROS et al., 2011). A subfamília 
Epidendroideae é a de maior representatividade, com 
cerca de 650 gêneros e 18.000 espécies, abrangendo mais 
gêneros e espécies do que todas as outras subfamílias juntas 
(PRIDGEON et al., 2005). A subtribo Laeliinae compreende 
aproximadamente 1.500 espécies (DRESSLER, 1993) 
distribuídas em 39 gêneros (VAN DEN BERG, 2005) e é 
amplamente distribuída pelas áreas tropicais e subtropicais 

das Américas e do Caribe. O gênero Encyclia pertence à 
subtribo Laeliinae e é constituído por 56 espécies no Brasil, 
sendo 42 endêmicas, como é o caso da espécie Encyclia 
caximboensis, que é endêmica da Serra do Cachimbo 
localizada no norte do estado de Mato Grosso e o sul do 
Pará (MILLIKEN et al., 2010).  

Embora o cultivo de orquídeas tenha contribuído 
para tornar o Brasil conhecido internacionalmente por 
suas plantas exóticas, essas em geral são obtidas, quase 
sempre pelo extrativismo predatório das matas tropicais 
(KÄMPF, 1997). Atualmente, inúmeras variedades estão 
em risco, ou já foram extintas, e em muitos casos não 

Em condições naturais, a propagação das orquídeas se dá 
pela proliferação de mudas laterais ou pela disseminação 
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natural de suas sementes. As sementes das orquídeas não 
possuem endosperma, necessitando de associações com 
fungos micorrízicos para cada espécie. Tais características 

chegar à fase adulta em condições naturais (COSTA 
et al., 2009). Diante da demanda de orquídeas para o 

in vitro representa 
uma alternativa para contornar os obstáculos que limitam 
a propagação convencional (MOREIRA et al., 2007). No 
gênero Encyclia ainda existem poucos relatos do cultivo in 
vitro (STENBERG e KANE, 1998).

Em termos citológicos, a subfamília Epidendroideae 
apresenta grande variação cromossômica, de 2n=24 em 
Malaxis pubescens a 2n=240 em Epidendrum cinnabarinum, 
que também é a maior número cromossômico para a 
família (FELIX e GUERRA, 2010). O gênero Encyclia 
apresenta uma grande carência em estudos cariológicos, 
sendo que das 154 espécies pertencentes a este gênero, 
apenas sete apresentam registros cromossômicos (FELIX 
e GUERRA, 2010). Daviña et al. (2009) destacam que 
a evolução dos cromossomos na família Orchidaceae 
ainda permanece inconclusiva. Essa escassez de dados 
constitui uma lacuna importante para o entendimento dos 
mecanismos de evolução cariotípica ocorrentes nesse 
grupo de plantas (DAVIÑA et al., 2009). O conhecimento 
do número cromossômico e do comportamento meiótico, 
associados com conhecimentos sobre os padrões de 

importantes para a compreensão do processo evolutivo e 
sucesso reprodutivo de qualquer espécie vegetal superior 
(BATTISTIN et al., 2012).

Diante do acima exposto, o objetivo do trabalho foi 

Regiões Organizadoras de Nucléolos (RONs) de plantas da 
espécie E. caximboensis cultivadas in vitro.

2. MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção do material vegetal
Flores de E. caximboensis (Fig. 1A) foram polinizadas 

manualmente. Duas cápsulas maduras recém abertas foram 
coletadas e, as sementes desinfestadas sob condições 

seringa descartável. As sementes foram imersas em álcool 
etílico a 70% (v v-1) por 1 min., em seguida mantidas em 
solução de hipoclorito de sódio comercial a 1% com a 
adição de 3 gotas de Tween-20, durante 10 min. e seguido 
de 4 lavagens consecutivas em água destilada e esterilizada.

As sementes foram inoculadas em meio de germinação 
semi sólido, constituído de sais básicos de MS 
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) em 30 frascos de cultivo, 
sendo inoculado 1 mL de solução (água + sementes) em 
cada frasco. O meio foi suplementado com vitamina B5 
(GAMBORG et al., 1968), 3% de sacarose, 0,01% de 

do meio de cultura foi ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da 

esticável de 9-10 µm de poro (Goodyear, Brasil). As culturas 

foram mantidas em sala de cultivo, com temperatura de 25 
± 2 °C, fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, 
e irradiância de 36 µmolm2s-1 providas por duas lâmpadas 

Aos 90 dias de cultivo in vitro as plantas obtidas foram 
contadas manualmente.

Caracterização citogenética
Os cromossomos foram obtidos utilizando ápices 

radiculares das plântulas com 180 dias de cultivo in vitro 
(Figura 1C). O tratamento de bloqueio dos processos de 
divisão celular foi realizado através da permanência dos 

de 3 μM por 18 horas a 4 °C. Em seguida, os meristemas 

metanol-ácido acético (PA) na proporção de 3:1 a 4 °C por 
um período de 24 horas. Os meristemas foram retirados da 

e transferidos para tubos de microcentrífuga contendo 200 
µL da enzima pectinase na concentração de 3 μM, onde 
permaneceu por 50 minutos a 36 ºC em banho Maria. Após 

solução metanol ácido acético (3:1) por 24 horas a 4 °C. 
As lâminas foram confeccionadas de acordo com 

Carvalho e Saraiva (1993), e coradas com Giemsa a 5% 
por 3 minutos, lavadas em água destilada e secas em 
temperatura ambiente.

As metáfases de interesse foram fotodocumentadas 
em um microscópio Fotômico Binocular (Leica ICC 50) 
acoplado a um computador com software LAZ EZ V1. 
7.0. As lâminas foram analisadas através do programa 
Image SXM (BARRET, 2002) de domínio público. Os 
braços de cada cromossomo foram medidos em pixels e 
convertidos em escala de micrômetros. Os cromossomos 

(ÍC = BC × 100 T-1), sendo: ÍC = índice centromérico, 
BC = comprimento do braço curto; T = comprimento 
cromossômico total e a razão entre os braços (r) que foram 
determinados segundo os critérios propostos por Levan et 
al. (1964) e revisados por Guerra (1986).

Nucléolo (RONs)
Após 20 dias de envelhecimento, as lâminas foram 

submetidas ao bandeamento Ag-NOR segundo Funaki et 
al. (1975). A solução de nitrato de prata (AgNO3) 50% foi 
gotejada sobre cada lâmina e depois cobertas com lamínula 
e mantidas em câmara úmida e escura a 34 °C, durante 19 
horas. Decorrido o tempo de incubação, as lamínulas foram 
removidas com jato de água e as lâminas foram lavadas em 
água corrente por 2 minutos, em seguida em água destilada 
por 1 minuto. A análise das lâminas foi realizada com uso 
de microscópio OlympusTM, iluminação de campo claro, 
usando a objetiva de 100 x (imersão a óleo). As imagens 
foram capturadas pelo programa ACDsee e digitalizadas 
pelo Corel Photo-Paint X3 (versão13).
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Cultivo in vitro
A germinação das sementes de E. caximboensis 

variou entre 20 e 30 dias de cultivo in vitro (Figura 1B) 

no desenvolvimento dos protocormos. A conversão dos 
protocormos em plântulas, ou seja, a expansão das folhas 
e desenvolvimento dos primórdios radiculares ocorreu 
aproximadamente aos 60 dias e, aos 90 dias foram obtidas 
40.500 plântulas (Figura 1D).  

Figura 1. Flor e cultivo in vitro de E. caximboensis. in vitro das sementes e o 
desenvolvimento de protocormos. Bar. 2 mm. (C) Plântula cultivada aos 180 dias. As setas indicam os ápices radiculares 

utilizados na caracterização citogenética. Bar. 15 mm. (D) Plântulas após 60 dias de cultivo in vitro. Bar. 10 mm.
Figure 1. Flower and  in vitro cultivation of E. caximboensis

germination of seeds in the protocorm of development. Bar = 2mm.; (C) Seedling grown to 90 days. The arrows indicate 
the root apices used for cytogenetics Bar = 15 mm; (D) Seedlings after 60 days in vitro cultivation Bar = 10 mm.

O cultivo in vitro é considerado o mais efetivo método 
para a multiplicação em massa de orquídeas ameaçadas 
de extinção (THAN et al., 2011). Atualmente diversos 

meios de cultivo mais adequados para propagar cada 
espécie de orquídea, assim como incrementar a viabilidade 
genética e resgatar espécies raras e em risco de extinção 
(STEPHENSON e FAHEY, 2004). 

meio de cultura MS na micropropagação de orquídeas 
(UNEMOTO, 2007; RUÍZ et al., 2008; REZENDE et al., 
2009; FARIA et al., 2012). O grande número de indivíduos 
obtidos nestas condições in vitro pode estar relacionado 
com as características do meio de MS, pois disponibiliza 

ao explante elevada concentração de sais minerais e 
proporcionam condições ideais para a germinação, o 
desenvolvimento e a produção em larga escala de plantas 
de orquídeas.

Caracterização citogenética
Nas análises citogenéticas, as células em metáfases 

apresentaram cromossomos com distinta condensação da 
cromatina, bem distribuídos, na ausência de sobreposições, 
citoplasma e deformidades da cromatina. Através das análises 

E. caximboensis possui 2n = 24 
cromossomos (Figura 2), variando de 1,88 a 0,66 µm de 
tamanho (Tabela 1), com RON simples em pequenos blocos 
na região proximal do 3º par cromossômico (Figura 2).
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O número cromossômico básico da família Orchidaceae 
ainda é incerto. Porém, a frequente ocorrência de n = 10 e 
n = 20 na família, pode-se determinar que x = 10 como 
sendo o número básico mais provável (DODSON, 1957). 

número haplóide que mais parcimoniosamente explica 
a variabilidade cromossômica estabelecida no táxon 
(GUERRA, 2000). Desta forma é possível indicar o número 
que, mais provavelmente, representa o complemento 
haplóide original de cada gênero (CONCEIÇÃO e 
BARBOSA, 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho, ou seja, que o 
complemento diplóide modal de E. caximboensis é 2n = 
24, diverge com o descrito na literatura, a qual relata que 
em geral as espécies pertencentes à subtribo Laeliinae 
apresentam 2n = 40, tendo x = 20 como número básico 
Felix e Guerra (2010) e sugerem que a evolução desta 
subtribo tenha sido por poliploidia e Loveless e Hamrick 
(1984) citam a ação conjunta de mutação, migração, 
seleção e deriva genética como outros fatores que podem 
ocasionar alterações no número e estrutura do conjunto 
cromossômico das espécies de orquídeas.

(RONs) também constitui uma importante característica 
para o estudo da evolução das plantas, que em conjunto 
com a análise da variação cromossômica permitem o 

entendimento de variações genéticas envolvidas na 
evolução de um grupo e a delimitação taxonômica das 
espécies (PEDROSA et al., 1999; COZZOLLINO et al., 
2004; KOEHLER et al., 2008).

atividade transcricional dos genes rDNA pela impregnação 
da prata nos cromossomos da espécie E. caximboensis, 
ou seja, ou segmentos de DNA que transcrevem o 
RNA ribossômico (PIEROZZI, 2007). A caracterização 
cromossômica fornece informações imprescindíveis 

genéticas dentro e entre as espécies, e contribuem para o 

taxonômicos.

4. CONCLUSÃO

A germinação das sementes de E. caximboensis variou 
entre 20 e 30 dias de cultivo in vitro, sendo que a conversão 
em plântulas acorreu em aproximadamente 60 dias e com 
90 dias foram obtidas 40.500 com ± 2 cm de comprimento. 
O complemento diplóide de E. caximboensis obtido foi de 
2n = 24. Os cromossomos foram do tipo metacêntricos, 
variando de 1,88 µm a 0,66 µm de comprimento e as 
RONs simples localizadas na região proximal do 3º par 
cromossômico. 

Tabela 1. Medidas e morfologia dos cromossomos de E. caximboensis de acordo com a posição do centrômero. 
Table 1. Measures and morphology of the chromosomes of E. caximboensis of according to the position of the centromere.

Cromossomo Comprimento 
total (μm)

Braço (μm)
Curto   Longo

Razão entre os 
braços

Índice 
Centromérico (IC)

Morfologia 
Cromossomo

1 1,88 0,92 0,96 1,04 48,93 M

3 1,43 0,59 0,84 1,42 41,26 M

5 1,40 0,62 0,78 1,26 44,28 M

2 1,27 0,58 0,69 1,19 45,67 M

6 1,26 0,63 0,63 1,00 50,00 M

4 1,10 0,44 0,66 1,50 40,00 M

7 0,92 0,45 0,47 1,04 48,91 M

8 0,89 0,43 0,46 1,07 48,31 M

10 0,78 0,33 0,45 1,36 42,31 M

9 0,75 0,32 0,43 1,34 42,66 M

12 0,66 0,32 0,34 1,06 48,48 M
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Figura 2. Metáfase e cariótipo da espécie E. caximboensis (2n=24), evidenciando Regiões Organizadoras de 
Nucléolo (RON) simples em pequenos blocos na região mediana do 3º par cromossômico. Barra = 5µm

Figure 2. Metaphase and karyotype E. caximboensis species (2n = 24), evidencing the Nucleolus Organizing 
Regions (RON) simple in small blocks in the midline of the 3rd chromosome pair. Bar = 5μm
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