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RESUMO 

 

Cattleya elongata é uma espécie endêmica da Chapada Diamantina (BA) que possui elevado 

valor ornamental, tornando-a vítima do extrativismo predatório. Neste contexto a cultura de 

tecidos pode gerar muitas plantas em curto espaço de tempo. No entanto, a técnica pode 

promover a ocorrência variação somaclonal (VS) nas plantas produzidas. O presente estudo 

teve como objetivo verificar a ocorrência e entender a dinâmica da variação somaclonal durante 

a multiplicação in vitro de C. elongata através da utilização de marcadores ISSR (Inter Simple 

Sequence Repeat). Para os brotos obtidos através da organogênese direta ao longo de sete 

gerações de subcultivo, VS foi detectada em 36,8% dos genótipos analisados, no entanto, as 

plantas portadoras de loci polimórficos ainda se mantiveram altamente similares às respectivas 

plantas mãe. Foi detectado polimorfismo a partir da segunda geração de subcultivo. Tanto o 

genótipo quanto o número de subcultivos desempenharam influência sobre a ocorrência e 

acúmulo de VS. Um novo fenômeno baseado na ocorrência de quimeras in vitro pode justificar 

parte da variação dos haplótipos. Constatou-se que a formação de brotos advindos de calos se 

deu por organogênese. Embora 26% dos calos analisados tenham apresentado loci polimórficos 

quando comparados às suas respectivas plantas mãe, nenhuma das 103 plantas regeneradas a 

partir destes apresentou VS, o que é atribuído ao provável efeito deletério da VS durante a 

organogênese dos brotos. Desta forma, tentou-se esclarecer a dinâmica da VS durante o cultivo 

in vitro de C. elongata, o que pode fornecer base não somente para o manejo in vitro da espécie, 

mas tornar-se um objeto modelo no entendimento de diversos fenômenos. 

PALAVRAS CHAVE: Calos. Marcadores ISSR. Organogênese direta. Organogênese indireta. 

Quimerismo. Variação somaclonal. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Cattleya elongata is endemic specie of Chapada Diamantina with high ornamental value, which 

makes it a victim of predatory extraction. In this context, tissues culture can generate many 

plants in a reduced time. However, the technique can promote the occurrence of somaclonal 

variation (SV) in produced plants. The present study aimed to verify the occurrence and 

understand the dynamics of SV during in vitro multiplication of C. elongata using ISSR (Inter 

Simple Sequence Repeat) markers. For the plants obtained through direct organogenesis over 

seven generations of subculture, SV was detected in 36.8% of the analyzed genotypes, however, 

the plants carrying polymorphic loci still remained highly similar to the respective mother 

plants. Polymorphism was detected from the second generation of subculture. The genotype 

and the number of subcultures influenced the occurrence of SV. A new phenomenon based on 

the occurrence of chimeras in vitro may justify part of the variation in haplotypes. It was found 

that the formation of shoots from callus was due to organogenesis. Although 26% of the 

analyzed calli presented polymorphic loci when compared to their respective mother plants, 

none of the 103 regenerated plants from them presented SV, which is attributed to the probable 

deleterious effect of SV during the organogenesis of shoots. Therefore, an attempt was made to 

clarify the dynamics of SV during in vitro cultivation of C. elongata, which may provide a basis 

not only for the in vitro cultivation of the species, but also turn it a model object to understand 

several phenomena. 

KEY WORDS: Callus. Chimerism. Direct organogenesis. Indirect organogenesis. ISSR 

markers. Somaclonal variation. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Com cerca de 880 gêneros e 27,800 espécies, Orchidaceae é a maior família dentro das 

angiospermas, englobando 8% das plantas vasculares conhecidas (GIVNISH et al., 2016). Sua 

distribuição perpassa por quase todos os ambientes terrestres do planeta, com exceção dos polos 

e desertos extremamente secos (FARIA et al., 2004). No Brasil ocorrem 219 gêneros e 2446 

espécies (BARROS et al., 2019). 

A Chapada Diamantina é a porção baiana de uma cadeia de montanhas denominada 

Cadeia do Espinhaço e em sua extensão, pode-se encontrar um tipo vegetacional denominado 

campos rupestres (RAPINI et al., 2008). Neste ambiente há predominância de 

monocotiledôneas, tais como Orchidaceae, Bromeliaceae e Poaceae as quais acumularam 

características únicas que contribuem para a sobrevivência em condições de exposição a 

oscilações drásticas de temperatura, solos oligotróficos e ácidos além de restrições hídricas 

presentes nestes ambientes (CONCEIÇÃO; GIULIETTI, 2002; RAPINI et al., 2008). 

A Chapada Diamantina abriga cerca de 55 gêneros e 161 espécies de orquídeas (VAN 

DEN BERG; AZEVEDO, 2005; AZEVEDO; VAN DEN BERG, 2007). Dentre estes gêneros, 

encontra-se Cattleya Lindl., com distribuição exclusivamente neotropical e englobando 114 

espécies que se destacam por apresentar flores grandes de elevado valor no mercado florístico 

(VAN DEN BERG, 2014). 

Cattleya elongata. Barb. Rodr. (Figura 1) tem hábito rupícola e é endêmica das 

regiões de campos rupestres da porção central da Chapada Diamantina; as inflorescências 

apresentam de 1-5 grandes flores vermelho-amarronzadas, de labelo magenta, dispostas em 

racemos (CRUZ et al., 2003). O alto valor ornamental de C. elongata, induz à coleta 

indiscriminada, o que coloca em risco a viabilidade das populações naturais e faz com que a 

espécie conste no apêndice II do Convention on International Trade in Endangered Species of 

wild Fauna and Flora (CITES, 2017).  
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Figura 1 – Cattleya elongata. Fonte: Felipe Santos, 2019 

Neste cenário, as técnicas da cultura de tecidos oferecem uma ferramenta valiosa para a 

conservação da espécie, possibilitando a produção de um grande número de plantas com 

qualidade fitossanitária elevada, em um curto período de tempo e em espaços reduzidos 

(SHAHZAD et al., 2017). 

A cultura de tecidos abrange técnicas de cultivo em meio nutritivo de células, tecidos 

ou órgãos de planta, sob condições assépticas e controladas de luminosidade e temperatura. O 

meio nutritivo fornece água, macronutrientes, micronutrientes e as vitaminas necessárias ao 

vegetal (CALDAS et al., 1998). A micropropagação é a aplicação mais prática da cultura de 

tecidos, possibilitando a obtenção de grande número de plantas a partir de pequenos fragmentos 

vegetais (YAM; ARDITTI, 2018). O sucesso da técnica deve-se ao fato de que, através da 

mesma, pode haver a retomada da totipotência original de células já diferenciadas, que 

permitem a multiplicação ilimitada de clones a partir do material base (GRATTAPAGLIA; 

MACHADO, 1998; SHAHZAD et al., 2017).  

Uma vez que células totipotentes tenham sido obtidas, faz-se necessário que estas se 

regenerem em novas plantas, processo conhecido como morfogênese. A morfogênese apresenta 

duas rotas possíveis, a organogênese e a embriogênese, ambas podem ocorrer por via direta ou 

por via indireta (com presença de calos) (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Na 

organogênese há o surgimento de órgãos a partir do explante (GRATTAPAGLIA; 

MACHADO, 1998). Já na embriogênese, células somáticas geram embriões análogos aos 

embriões zigóticos (PHILLIPS, 2004).  
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Por se basear apenas na divisão mitótica das células, pensava-se que plantas geradas 

através da cultura de tecidos fossem sempre clones do material base (LARKIN, 1998). No 

entanto, em alguns momentos, variações genéticas ou fenotípicas em plantas obtidas através da 

técnica podem ser observadas, quando comparadas às matrizes (AKDEMIR et al., 2016; 

BRADAÏ et al., 2019). A esse fenômeno dá-se o nome de variação somaclonal (VS) (LARKIN; 

SCOWCROFT, 1981). 

Atualmente, se aceita como VS, qualquer mudança genética e/ou epigenética entre os 

clones regenerados quando comparados à planta matriz correspondente (KAEPPLER et al., 

2000 e LARKIN; SCOWCROFT, 1981). Esse fenômeno tem como causas fatores como, idade 

do material in vitro, número de subcultivos, uso de reguladores vegetais no meio de cultura, 

condições de cultivo, taxa de divisão do material, espécie e genótipos trabalhados (BAIRU et 

al., 2011) 

O tecido calogênico é frequentemente visado na cultura de tecidos, com o intuito de 

promover a multiplicação em massa de plantas. Porém, assume-se que taxas elevadas de VS 

podem estar associadas ao surgimento destes tecidos devido à dinâmica celular e às condições 

necessárias para estabelecimento dos mesmos (KRISHNA et al., 2016).  

A ocorrência de VS tem implicações variadas. Se o objetivo da cultura de tecidos for 

obter exclusivamente clones da planta mãe, a variação somaclonal é deletéria, podendo gerar 

características indesejadas nas plantas regeneradas (MARTÍNEZ et al., 2017; KRISHNA et al., 

2016). No entanto, tal fonte de variação pode ser útil no melhoramento vegetal promovendo o 

surgimento de características desejáveis para as mais variadas culturas, a exemplo da cana de 

açúcar, tomate, arroz e orquídeas como as do gênero Phalaenopsis e Doritaenopsis (BARDEN 

et al., 1986; MANCHANDA et al., 2018; ROY; MANDAL, 2005; TOKUHARA; MII, 1998). 

Existe uma grande gama de métodos para detecção da variação somaclonal, os quais 

podem ter como base análises fenotípicas (detecção morfológica, bioquímica e fisiológica) ou 

análises genotípicas (citológicas, RFLP, SSR, ISSR, RAPD e AFLP) (BAIRU et al. 2011; 

ŻABICKI et al, 2019). No entanto, análises de DNA, tendem a ser muito mais informativas, 

devido à sua capacidade de acessar loci que nem sempre detém influência sobre o fenótipo 

(EVANS et al., 1984). 

O ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) é um tipo de marcador dominante, onde os 

alelos são detectados pela presença/ausência de bandas, que representam fragmentos de DNA 
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amplificado durante reação de PCR. Os fragmentos amplificados por essa técnica se localizam 

entre regiões de microssatélites idênticas e orientadas em direções opostas (REDDY et al., 

2002).  Este tipo de marcador apresenta vantagens consideráveis, como o baixo custo, demanda 

de pequenas quantidades de DNA, rapidez na obtenção de resultados, alta reprodutibilidade, 

possibilidade de geração de perfil complexo de bandas além de não ser exigido conhecimento 

prévio sobre o genoma trabalhado (REDDY et al., 2002 e VIEHMANNOVA et al., 2014). O 

alto polimorfismo obtido através do marcador, o torna ideal para distinguir variabilidade entre 

indivíduos mesmo que estes sejam estreitamente relacionados (REDDY et al., 2002). Tais 

características tornam os marcadores ISSR ideais para a detecção de variação somaclonal 

(AKDEMIR et al., 2016; IANNICELLI et al., 2016; ŻABICKI et al., 2019). 

Trabalhos que visam a multiplicação in vitro de C. elongata ainda são extremamente 

escassos, e embora um protocolo de micropropagação tenha sido proposto por Viana (2013) 

para a espécie, a susceptibilidade da mesma à VS nunca foi testada.  

O presente estudo teve como objetivo verificar a ocorrência e entender a dinâmica da 

variação somaclonal durante a multiplicação in vitro de C. elongata através da utilização de 

marcadores ISSR. 
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Resumo – Cattleya elongata é endêmica das áreas de campos rupestres da Chapada Diamantina 

e por possuir elevado valor ornamental, a espécie sofre com o extrativismo predatório. Neste 

cenário, a cultura de tecidos pode fornecer um grande número de plantas em pouco tempo, 

porém, a técnica pode promover o surgimento de variação somaclonal (VS). O objetivo deste 

estudo foi avaliar a estabilidade genética, através de marcadores ISSR, de plantas 

micropropagadas de C. elongata de sete gerações de propagação via organogênese direta, assim 

como estimar o potencial morfogenético das mesmas após cada ciclo de multiplicação. O 

número de brotos advindos de cada subcultura não variou até a sétima geração. A oxidação 

fenólica durante o estabelecimento das gerações foi o maior empecilho à micropropagação da 

espécie, provocando morte dos explantes. Seis marcadores ISSR (AW3, MANNY, MAO, 

UBC844, UBC898, UBC901) apontaram ocorrência de variação somaclonal em 36,8% dos 

genótipos analisados, no entanto, o índice de similaridade genética entre os mesmos se manteve 

alto. Loci polimórficos foram detectados a partir da segunda geração de subcultivo. O genótipo 

parece influenciar fortemente na ocorrência de VS para C. elongata, porém também verificou-

se um aumento nas taxas de VS até a terceira geração. Nenhuma alteração morfológica foi 

detectada nas plantas geradas ao longo dos ciclos de multiplicação. 

Palavras Chave – Marcadores ISSR, Orquídea, Potencial morfogenético, Variação Somaclonal. 

mailto:gustavosurlo@gmail.com
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Introdução 

A Chapada Diamantina está localizada no norte de uma cadeia de montanhas 

denominada Cadeia do Espinhaço, a qual se estende da Serra do Ouro Branco em Minas Gerais 

até a Serra da Jacobina, no nordeste da Bahia. Em sua extensão, pode-se encontrar um tipo 

vegetacional denominado campos rupestres (Rapini et al. 2008). 

Os campos rupestres ocorrem no Cerrado e Caatinga, a partir de 900 m de altitude 

(Rapini et al. 2008). Neles, há predominância das monocotiledôneas, as quais acumulam 

características únicas que possibilitam à sobrevivência às condições de exposição a oscilações 

drásticas de temperatura, solos oligotróficos e ácidos, além de restrições hídricas presentes 

nestes ambientes (Giulietti et al. 1987; Conceição e Giulietti 2002; Rapini et al. 2008). 

Como resposta a padrões microclimáticos e de solos, os campos rupestres abrigam 

grande diversidade florística (Giulietti et al. 1996). Tal riqueza também é atribuída ao padrão 

disjunto desse tipo de vegetação, que associado ao seu isolamento conduz as populações a 

eventos de especiação, gerando altas taxas de endemismo (Rapini et al. 2008). 

A família Orchidaceae tem forte presença nos campos rupestres da Chapada Diamantina 

e conta com cerca de 55 gêneros e 161 espécies de orquídeas (Azevedo e van den Berg 2007). 

Cattleya elongata. Barb. Rodr é uma orquidácea endêmica desta região que apresenta elevado 

valor ornamental devido a suas grandes flores vermelho-amarronzadas, de labelo magenta 

(Cruz et al. 2003). A espécie sofre com a perda de habitat e com o extrativismo predatório, o 

que faz com que C. elongata conste no apêndice II do Convention on International Trade in 

Endangered Species of wild Fauna and Flora (CITES 2017). 

Neste cenário, a cultura de tecidos vegetais pode possibilitar a obtenção de um grande 

número de plantas com qualidade fitossanitária elevada, em períodos curtos de tempo, e em 

qualquer época do ano (Suzuki e Ferreira 2007), reduzindo assim as pressões sobre as 

populações naturais. O sucesso da técnica se baseia na capacidade de retomada da totipotência 

e multiplicação das células vegetais (Shahzad et al. 2017) e embora envolva exclusivamente 

divisões mitóticas, plantas genética ou fenotipicamente distintas das matrizes podem ser 

geradas, em decorrência de um fenômeno denominado Variação Somaclonal (VS) (Larkin e 

Scowcroft 1981). 

Define-se como VS qualquer mudança genética e/ou epigenética entre os clones 

regenerados quando comparados à planta matriz correspondente (Larkin e Scowcroft 1981; 
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Kaeppler et al. 2000). Muitos fatores podem influenciar na ocorrência e frequência de VS. Entre 

eles, idade do material in vitro, número de subcultivos, uso de reguladores vegetais no meio de 

cultura, condições de cultivo, taxa de divisão do material, espécie e genótipos trabalhados 

(Bairu et al. 2011). 

A detecção da VS pode se dar tanto a nível fenotípico (morfológico, bioquímico ou 

fisiológico), quanto genotípico (citológico e marcadores moleculares) (Bairu et al. 2011; 

Żabicki et al. 2019). Dentre os marcadores moleculares, o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) 

se mostra particularmente eficiente para a detecção da VS. Devido ao alto polimorfismo 

detectado através do mesmo, é possível distinguir variabilidade entre indivíduos, mesmo que 

estes sejam estreitamente relacionados (Alhani e Wilkinson 1998; Reddy et al. 2002). A 

ocorrência de VS pode ter consequências deletérias, quando se objetiva obtenção 

exclusivamente de clones do material base (Krishna et al. 2016; Martínez et al. 2017). No 

entanto a VS também pode promover o surgimento de características desejáveis, especialmente 

para plantas ornamentais, devido ao mais amplo aproveitamento de novas características por 

parte do mercado florístico (Hsu et al. 2008; Rodrigues 2008). 

Outro fator que merece atenção durante a micropropagação é a manutenção do potencial 

morfogenético do material vegetal. Culturas mantidas por longos períodos tendem a apresentar 

redução na sua capacidade morfogenética, o que representa uma grande limitação à produção 

de plantas in vitro (Chaturvedi e Jain 1994; Kumar e Kumar 2014). No entanto, a resposta 

morfogenética pode variar de acordo com a espécie trabalhada (Rubluo et al. 2002). 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial morfogenético durante seis ciclos de 

multiplicação in vitro de C. elongata, bem como analisar a estabilidade genética de mudas 

micropropagadas através de marcadores ISSR. 

 

Material e métodos 

Local de execução e material vegetal 

Este estudo foi conduzido nos Laboratórios de Genética e Evolução Vegetal (LAGEV) 

e de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) do Instituto de Biologia da Universidade Federal da 

Bahia (UFBA). Foram utilizadas 260 plantas portando entre 3-5 cm de parte aérea, as quais 

foram provenientes do banco ativo de germoplasma (BAG) do LCTV. A obtenção destas 
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plantas se deu a partir da germinação in vitro de sementes em meio MS (Murashige e Skoog 

1962) com metade da concentração salina, contendo 1% de mioinositol, 1% de solução F, 2% 

de carvão ativado e 6g L-1 de ágar; As sementes utilizadas para estabelecimento do BAG foram 

oriundas dos municípios de Mucugê, Morro do Chapéu e Campo Formoso (Viana 2013). As 

plantas utilizadas no experimento apresentavam idades entre cinco e sete anos.  

Meio de Cultura 

O meio de cultura (15 mL/tubo) utilizado foi o MS (Murashige e Skoog 1962) com 

metade da concentração salina, contendo 1% de mioinositol, 1% de solução F, 2% de carvão 

ativado e 6g L-1 de ágar. O pH foi ajustado para 5,7 e o meio foi autoclavado durante 15 min. a 

121°C e 1,5 atm. Não foram adicionados reguladores vegetais ao meio (Viana 2013). Foram 

utilizados tubos de ensaio com capacidade para 50 mL, vedados com filme de PVC. 

Multiplicação in vitro de C. elongata 

Os explantes que compuseram a geração parental, tida neste estudo como primeira 

geração (P), tiveram meristema apical, folhas e raízes removidas em câmara de fluxo laminar, 

sendo o rizoma inoculado em meio de cultura. As culturas foram mantidas no escuro por sete 

dias e posteriormente foram alocadas em sala de crescimento, com fotoperíodo de 16 horas de 

luz/dia, intensidade luminosa de 60 µmol m-2 s-1 e 25 ± 2°C. 

Os brotos gerados após 90 dias foram contabilizados e destacados dos explantes. Estes 

brotos tiveram meristema apical, folhas e raízes removidos e o rizoma foi inoculado em meio 

de cultura e mantido sobre as mesmas condições supracitadas. O processo foi repetido por seis 

vezes consecutivas a cada 90 dias, e os brotos advindos de cada uma das seis gerações de 

subcultivo subsequentes foram nomeados em ordem cronológica como G2, G3, G4, G5, G6 e 

G7. Desta forma, as plantas pertencentes à primeira geração (P) originaram os brotos de G2, 

que através do mesmo processo originaram os demais brotos em G3, G4, G5, G6 e G7. 

Determinou-se que para o estabelecimento de um novo subcultivo, os brotos gerados 

deveriam portar tamanho equivalente ao da geração de subcultivo anterior (3-5 cm). Desta 

forma, os brotos que compuseram a G3 e G6 só atingiram os tamanhos estabelecidos para serem 

utilizados como explantes após 210 dias, por isso o tempo de cultivo dessas duas gerações foi 

maior que o das demais.   

Extração e amplificação do DNA 
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Aproximadamente 1g de folhas e raízes, retiradas durante o estabelecimento de cada 

subcultura, foi utilizado para a extração de DNA com base no protocolo brometo cetil-trimetil-

amônio 2% (CTAB) de Doyle & Doyle (1987) adaptado para microtubos. O DNA foi 

ressuspendido em 80 μL de tampão TE e armazenado em freezer -20ºC até sua utilização. 

As amplificações foram realizadas em um volume final de 19,5 μL, contendo tampão 

de reação 1X, 2,5mM de MgCl2, 0,5mM de primer, 0,2mM dNTPs, 0,75 U de Taq DNA 

polimerase e 30 ng de DNA template. Foram testados 20 primers de ISSR, dos quais foram 

selecionados seis com resolução satisfatória para análise: AW3 (5’-GTG TGT GTG TGT RG-

3’), MANNY (5’-CAC CAC CAC CAC RC-3’), MAO (5’-CTC CTC CTC CTC RC-3’), UBC 

844 (5’-CTC TCT CTC TCT CTC TRC-3’), UBC 898 (5’-CAC ACA CAC ACA RY-3’) e 

UBC 901 (5’-GTG TGT GTG TGT YR-3’). 

O produto das reações foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose 1,6 % 

em tampão Tris-EDTA-Ácido acético -TAE 1X. Os géis foram corados com Gelred® e 

fotografados sobre luz UV. Por fim, o perfil genético dos indivíduos foi convertido em uma 

matriz de presença e ausência de bandas (0 e 1). 

Análise dos dados 

O número de brotos obtidos em cada geração de subcultivo foi avaliado através de análise 

da variância (ANOVA) e as médias foram submetidas ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade 

no programa estatístico Sisvar 5.1 (Ferreira 2011). 

A estabilidade genética das plantas foi analisada por meio da comparação dos padrões 

eletroforéticos para cada primer entre os clones (brotos) obtidos a partir do mesmo explante e 

as plantas parentais. 

A similaridade genética de Jaccard entre as diferentes gerações de clones e suas 

respectivas plantas mãe foi calculada no programa Past 3.0 (Hammer et al. 2001). A análise de 

agrupamento também foi realizada no programa Past 3.0, utilizando algoritmo UPGMA e índice 

de similaridade de Jaccard. 

 

Resultados e Discussão 

Potencial morfogenético durante ciclos de multiplicação 
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Dentre os 260 genótipos iniciais, apenas 19 chegaram à sétima geração. Significativas 

perdas se deram de modo progressivo e constante ao longo das gerações, principalmente em 

função da oxidação fenólica (OF), caracterizada pela progressiva aquisição da coloração 

marrom por parte dos explantes (Figura 1a). O escurecimento dos tecidos geralmente se deu 

entre uma e três semanas após a inoculação, sendo este o período crítico para as culturas. Os 

efeitos da OF tendiam a ser detectados inicialmente nas zonas seccionadas do explante, afetando 

posteriormente toda a extensão do mesmo. Tal processo é atribuído à injúria durante a 

repicagem do explante, a qual propicia a liberação de fenóis por parte das células. Os compostos 

fenólicos, por sua vez, oxidam, produzindo quinonas, as quais influem na atividade enzimática 

celular, acarretando a morte dos tecidos (Ahmad et al. 2013). 

 

 

Figura 1- Explantes de C. elongata. a - Efeito da oxidação fenólica no explante, Barra - 1cm. b – Brotos gerados 

por organogênese direta, Barra - 1cm. 

A OF é um problema sério associado à cultura de tecidos para diversas espécies (Ahmad 

et al. 2013). Células de orquídeas in vitro apresentam grandes quantidades de fenóis (Chugh et 

al. 2009). Essa característica interfere negativamente na micropropagação nos mais diversos 

gêneros da família Orchidaceae, tais como Dactylorhiza, Gymnadenia, Liparis, Dendrobium, 

Phalaenopsi, Renanthera e Vanda (Seeni e Latha 1992; Seeni e Latha 2000; Minamiguchi e 

Machado Neto 2007; Kaewubon et al. 2015; Jakobsone e Osvalde 2019). Cattleya também 

tende a apresentar compostos fenólicos em seus tecidos (Kako 1973). 

Dentre as práticas adotadas neste estudo para minimizar o efeito da OF estão a adição 

de carvão ativado ao meio de cultura e o ato de manter as culturas recém inoculadas no escuro 

por sete dias (Ahmad et al. 2013), além do uso do meio MS com metade das concentrações 

salinas (Flores et al. 1998). No entanto, apesar da adoção destas medidas, foi observada a 

ocorrência de OF no presente estudo, a qual impactou negativamente a micropropagação de C. 
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elongata. Dentre os fatores que podem ter contribuído para as perdas pela OF está a ausência 

da utilização agentes antioxidantes (Ahmad et al. 2013). 

Embora haja uma relação entre a susceptibilidade à OF e o genótipo (Silva et al. 2018), 

este não parece ter sido um fator relevante para este estudo. Tendo em vista que os explantes 

utilizados portavam variabilidade genética representativa da espécie em função de serem 

provenientes do BAG preestabelecido para C. elongata (Viana 2013), a espécie se mostrou 

muito sensível à OF. Desta forma, a ocorrência de OF deve ser um dos principais pontos 

considerados durante a micropropagação de C. elongata. 

Todos os brotos obtidos neste estudo foram provenientes da ativação das gemas axilares 

presentes nos rizomas (Figura 1b), caracterizando organogênese direta. Eventuais calos 

surgidos ao longo das culturas foram descartados, o que impossibilita o surgimento de plantas 

através da organogênese ou embriogênese indireta (Phillips 2004), além disso a ocorrência de 

embriogênese direta também foi desconsiderada por não ter sido detectado nenhum corpo 

semelhante a protocormo (CSP) ao longo dos subcultivos. Os protocormos são as primeiras 

estruturas que se formam a partir das sementes em orquídeas, como resultado do 

desenvolvimento do embrião zigótico. Desta forma, o surgimento de um CSP seria indicador 

da ocorrência de uma rota análoga, a embriogênese somática (Ishii et al. 1998). A ausência de 

estruturas que denotem outras vias morfogênicas (calos ou CSPs) corrobora fortemente a 

suposição de que os brotos obtidos no estudo resultaram de organogênese direta. 

Notou-se que a cada três ciclos de multiplicação os explantes não alcançaram o tamanho 

mínimo estipulado dentro do prazo de 90 dias inicialmente considerado para o prosseguimento 

do experimento. Desta forma, ao final de cada três ciclos, um período de 210 dias foi 

estabelecido para que houvesse a retomada do potencial morfogenético por parte dos explantes. 

Tal resultado contrasta com o que foi descrito por Civatti et al. (2017), que verificaram uma 

aceleração da resposta organogênica após três subcultivos de duas espécies do gênero 

Micranthocereus. No entanto, uma resposta parecida foi obtida para Pfaffia tuberosa (Spreng.) 

Hicken que passou a produzir brotos com tamanho reduzido a partir do terceiro subcultivo 

(Flores et al. 2006). Embora apresentem resultados contrastantes, a manutenção da capacidade 

morfogenética nestes estudos parece estar associada às oscilações dos níveis endógenos de 

hormônios vegetais, o que também justificaria o aumento no tempo de resposta por parte dos 

explantes de C. elongata a cada três subcultivos. 
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Apesar do aumento no tempo de resposta a cada três ciclos de subcultivo, não houve 

diferença significativa para o número de brotos produzidos em cada geração (Tabela 1). 

Respostas altamente variáveis podem ser obtidas em relação ao potencial morfogenético a 

depender da espécie trabalhada. Bhowmik et al. (2016), no estudo de uma espécie de gengibre 

medicinal, verificaram o aumento de 1,77 vezes no número médio de brotos após a terceira 

subcultura. Já para um estudo realizado com hibiscos (Konar et al. 2019), o número de brotos 

advindos de cada subcultura diminuiu progressivamente com o avanço das mesmas 

Tabela 1- Relação da média do número de brotos durante cada geração de subcultivo para C. elongata. 

Geração de subcultivo 

  G2 G3 G4 G5 G6 G7 

Média de brotos  3,47a 2,94a 2,42a 3,73a 2,15a 3,36a 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste Tukey (p>0,05). 

 Para a família Orchidaceae, um resultado extraordinário foi descrito por Gopi et al. 

(2006) para Vanilla planifolia Andrews. Segundo os autores, o número de brotos produzidos 

por explante dobrava a cada subcultura, chegando a 120 brotos por explante ao fim da terceira 

subcultura. No entanto, os autores não avaliaram a estabilidade genética das plantas obtidas, e 

afirmaram que em culturas prolongadas os brotos apresentavam morfologia anômala e 

escurecimento dos meristemas apicais. Embora um número menos expressivo de brotos tenha 

sido obtido para C. elongata, nenhuma alteração morfológica foi constatada durante as 

subculturas. 

 Em um estudo realizado com Dendrobium, Cruz et al. (2019) descreveram proliferação 

contínua de corpos semelhantes a protocormos (CSP) por 15 subculturas sucessivas, ocorridas 

a cada 60 dias. No entanto, a obtenção de CSP neste estudo remete à via embriogênica, e não à 

via organogênica, pela qual as plantas foram obtidas neste estudo. Não foi verificada presença 

de CSPs, que denotassem a ocorrência de embriogênese somática para C. elongata durante 

nenhuma etapa do trabalho. 

 

Estabilidade genética  

 A análise de sete indivíduos (um por geração) de cada um dos 19 genótipos que 

atingiram a sétima geração, com seis primers de ISSR, resultou na detecção de 73 loci não 

ambíguos, gerando 7973 bandas legíveis, que variaram de 200 a 1600 pares de base. O número 
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de bandas por primer variou de 10 (MAO) a 14 (MANNY), com média de 12,16 bandas/primer. 

Dentre os seis primers utilizados apenas o UBC 844 não foi eficiente na detecção de eventos de 

VS, sendo o UBC 901 o que mais apontou loci polimórficos entre os indivíduos do mesmo 

genótipo, ou seja, a ocorrência de VS (Tabela 2).  

Tabela 2- Relação dos primers utilizados e número de loci polimórficos para C. elongata 

Dos 19 genótipos analisados foi observada instabilidade genética em sete (1, 3, 8, 10, 

11, 14, e 18), correspondendo a 36,8%. Portanto, as plantas mãe e respectivos brotos, obtidos 

em todas as gerações, pertencentes aos genótipos 2, 4, 5, 6, 7, 12, 13, 15, 16, 17, 19 e 20 são 

100% idênticos geneticamente. Para os demais, nos quais foi detectada a ocorrência de VS, a 

similaridade genética máxima, mínima e média entre a planta mãe e clones correspondentes, 

são apresentadas na Tabela 3. 

Tabela 3- Similaridade genética máxima (Sma), mínima (Smi) e média (Sme) entre as plantas mãe de Cattleya 

elongata e seus respectivos clones que apresentaram instabilidade genética. 

Parâmetros 

avaliados 

Genótipo 

C1 C3 C8 C10 C11 C14 C18 

Mma (%) 96,8 98,33 100 100 100 100 100 

Smi (%) 96,8 98,33 98,4 98,4 98,4 98,33 94,9 

Sme (%) 99,8 99,5 99,5 99,2 99,2 99,04 97,4 

Valores apresentados em percentuais. 

Embora uma porcentagem significativa dos genótipos trabalhados tenha sido afetada 

pela VS, uma alta similaridade genética entre plantas mãe e regenerantes foi constatada (Tabela 

3). A maioria da VS deriva de plantas regeneradas a partir de culturas que tenham perpassado 

por uma fase de morfogênese indireta (Mosqueda e Andreu 2015; Cao et al. 2016; Thorat et al. 

Primer Número de loci Número de loci polimórficos 

AW3 13 1 

MANNY 14 2 

MAO 

UBC 844 

UBC 898 

UBC 901 

10 

12 

12 

12 

1 

0 

2 

4 

Média  12,16 1,66 
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2018). Já plantas derivadas de meristemas organizados, detém maior estabilidade genética 

durante a diferenciação in vitro (Shenoy e Vasil 1992; Thorat et al. 2018).  

A estabilidade genética em plantas obtidas a partir da organogênese direta parece ser a 

regra na micropropagação (Bhowmik et al. 2016; Rathore et al. 2016; Jiang et al. 2018; Quiala 

et al. 2018; Thorat et al. 2018). Thorat et al (2018) verificaram que plantas de cana de açúcar 

obtidas através de organogênese direta não mostraram qualquer VS, enquanto plantas derivadas 

de calos mostraram polimorfismo em 4,54% dos loci analisados. A orquídea Anoectochilus 

formosanus, apresentou brotos advindos de organogênese direta com mais de 94% de 

similaridade genética mesmo após cinco anos de subculturas realizadas a cada 90 dias (Zhang 

et al. 2010). 

Tendo em vista que todas as plantas obtidas neste estudo foram geradas através da 

ativação de gemas axiais, via organogênese direta, baixas taxas de VS eram esperadas para as 

mesmas. No entanto, a VS ainda é passível de detecção em plantas obtidas por essa via, como 

relatado para a orquídea Anoectochilus elatus Lindl., que apresentou baixos índices de 

polimorfismo (Sherif et al. 2017). 

O uso de reguladores vegetais tende a aumentar as chances de variações genéticas em 

orquídeas (Khoddamzadeh et al. 2010; Mosqueda e Andreu 2015; Chin et al. 2019). Neste caso, 

a perda da fidelidade genética pode estar associada com dois fatores distintos. O primeiro ocorre 

quando o regulador vegetal promove a multiplicação celular a tal ponto que a mitose ocorre 

antes mesmo da duplicação do material genético total, gerando células filhas com genótipos 

diferentes dos da célula mãe. O segundo ocorre quando o próprio regulador vegetal funciona 

como um agente mutagênico (Krishna et al. 2016). A não utilização deste tipo de agente neste 

trabalho pode ter contribuído para a alta similaridade genética, mesmo entre as plantas que 

apresentaram VS. 

Em estudo inédito, Chin et al. (2019) relataram que o uso de carvão ativado no meio de 

cultura reduziu a taxa de VS para a Dendrobium. Tal efeito advém de sua capacidade adsorvente 

de substâncias inibitórias no meio de cultura, o que reduz parte do estresse associado à 

multiplicação in vitro, acarretando minimização dos riscos de alterações genéticas (Chin et al. 

2019). O uso deste componente no meio de cultura durante a micropropagação de C. elongata 

pode ter tido efeito similar na manutenção da estabilidade genética da espécie. 
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Apesar da VS ser detectada, a análise de cluster demonstrou que a similaridade genética 

dentro dos genótipos ao longo das subculturas foi maior do que a presente entre os genótipos 

(Figura 2), uma vez que todos os indivíduos do mesmo genótipo agruparam-se primeiramente 

entre si e após com grupos formados pelos representantes de outros genótipos. No entanto, a 

ocorrência de loci polimórficos intraclonais, em plantas que apresentaram VS, fez com que, em 

determinados momentos, brotos derivados de subculturas não diretamente relacionadas 

apresentassem maior similaridade geneticamente entre si do que quando comparados a brotos 

derivados de subculturas diretamente relacionadas. Para o genótipo 18, por exemplo, o clone 

E18, pertencente à quinta geração de subcultivo, foi mais similar ao clone G18, procedente da 

sétima geração, do que ao clone F18, derivado diretamente de E18. O mesmo fenômeno 

também foi observado nos genótipos 10 e 11, em decorrência de VS.  
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Figura 2- Dendrograma mostrando a similaridade genética entre as plantas mãe de Cattleya elongata (P) e seus 

respectivos clones (B, C, D, E, F e G) após seis eventos subsequentes de multiplicação in vitro. O dendograma foi 

gerado a partir da análise da matriz de dados de ISSR com algoritmo UPGMA e índice de similaridade genética 

de Jaccard. Cada genótipo foi diferenciado por uma cor e número diferente. 
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Em quatro genótipos afetados pela ocorrência de VS (8, 10, 11 e 18) foi possível 

observar a presença de determinados locus que “desapareciam” por uma geração e ocorriam 

novamente nas subsequentes (Figura 3). A explicação proposta para esse fenômeno baseia-se 

na possibilidade de formação de quimeras in vitro (López et al.2004; Preiner et al. 2019). 

 

 

Figura 3- Gel de agarose 1,6% mostrando os haplótipos do genótipo 8 de Cattleya elongata, ao longo de sete 

gerações de subcultivo, amplificadas com primer UBC898. P- Primeira geração, G2- Segunda geração, G3- 

terceira geração, G4- quarta geração, G5- quinta geração, G6- sexta geração, G7- sétima geração, M- marcador de 

peso molecular de 100pb. Seta vermelha indica locus polimórfico. 

O quimerismo é definido como um tipo específico de mosaicismo, onde células com 

diferentes genótipos localizam-se concomitantemente no meristema apical (Marcotrigiano, 

1997). Existem três tipos de quimeras, que são classificadas de acordo com a dimensão da zona 

ocupada por células mutantes no meristema apical. São elas as quimeras sectoriais, periclinais 

e as mericlinais (Marcotrigiano 1997; Datta 2020). Quimeras mericlinais existem quando uma 

fração de uma ou mais camadas de células constituintes do meristema são diferentes do restante 

da camada (Marcotrigiano, 1997). Esse tipo de quimera é particularmente instável, podendo 

hora gerar tecidos quiméricos, hora não quiméricos (Marcotrigiano 1997; Datta 2020). 

A presença de um locus presente em uma geração que “desaparece” na subsequente é 

compatível com o que se esperaria de uma quimera mericlinal, onde a genótipos diferentes 

podem se manifestar em momentos diferentes. Neste cenário, um padrão de bandas variável e 

passível de reversão é plausível ao longo do desenvolvimento do explante (Figura 4). Desta 

forma, uma planta com Haplótipo hipotético “A” sofreria VS em uma porção de suas células 
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meristamáticas (Figura 4a). Tal meristema daria origem aos órgãos vegetativos dos brotos 

durante o próximo ciclo de multiplicação, ocasionando a detecção do haplótipo mutante “A+” 

(Figura 4b). No entanto, devido ao caráter instável das quimeras mericlinais, as células 

portadoras de VS, antes presentes no meristema, agora não ocorrem mais nestes tecidos (Figura 

3b), fazendo com que os botos advindos do próximo ciclo de multiplicação apresentem mais 

uma vez o haplótipo não mutado “A” (Figura 4c). 

 

Figura 4 – Alterações passíveis de reversão em haplótipo de quimera mericlinal. OV- Órgão vegetativo, M - 

Meristema, a- Planta com órgão vegetativo de haplótiplo “A” e pequena porção do meristema afetada por VS, b- 

Planta com órgão vegetativo de haplótiplo “A+” e meristema sem VS, c- Planta retoma haplótipo “A”, não 

possuindo órgão vegetativo ou meristema afetado por VS. 

A formação de quimeras in vitro deve necessariamente ter como precursor um evento 

de VS. Por tanto, é possível dizer que VS foi detectada na parcela de plantas que apresentou 

quimerismo (21%). No entanto esses eventos específicos de VS parecem não ter se fixado, 

fazendo com que a VS nestes casos fosse pontual. Segundo Datta e Chakrabarty (2009), muitos 

padrões inéditos de formas e cores são perdidos em vegetais devido ao caráter quimérico dos 

mesmos, o que torna difícil a fixação do padrão. É possível, portanto, traçar um paralelo com a 

micropropagação, em que determinadas células e/ou tecidos que passem a apresentar VS são 

eventualmente perdidas. 

A detecção de quimeras pode ser realizada com sucesso a partir de técnicas como a 

contagem cromossômica (Nassar e Bomfim 2013) e a cariotipagem (Yang et al. 2015; De et al. 

2019). No entanto estas técnicas são incapazes de detectar quimeras que portem alterações 

genéticas de menor escala, como mutações de ponto, ou pequenas deleções e inserções, por 

exemplo.  Desta forma, passou-se a empregar marcadores moleculares que possibilitam a 
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análise ampla do genoma, os quais permitem a detecção de mutações de menor escala. O 

marcador mais comumente utilizado para este fim é o SSR (Bertsch et al. 2005; Zhang et al. 

2007; Stenkamp et al. 2009; Preiner et al. 2019).  A codominância do SSR possibilita a detecção 

de dois haplótipos concomitantes em uma única amostra. Quimeras obtidas in vitro também 

são passíveis de detecção a partir de marcadores moleculares SSR, como é relatada com sucesso 

para culturas como cacau e uva (López et al.2004; Preiner et al. 2019). 

Bertsch et al. (2005) também relatam uso de marcadores SSR para determinar a 

dinâmica do quimerismo periclinal em explantes Vitis vinifera cv. Chardonnay 96 in vitro. Os 

autores constataram que o caráter quimérico da cultivar era mantido em plantas obtidas através 

da organogênese, no entanto tal caráter foi perdido em plantas advindas da embriogênese 

somática. Embora um padrão para a resposta morfogênica possa ser traçado em quimeras 

periclinais, é difícil estabelecer tais padrões para as quimeras mericlinais propostas para C. 

elongata. 

Apesar do marcador codominante SSR ser comumente empregado para detecção de 

quimeras, os marcadores dominantes ISSR empregados neste estudo também possibilitaram a 

detecção do quimerismo. A natureza dominante deste marcador molecular não permite dizer se 

células de haplótipos distintos ocorrem concomitantemente em um mesmo tecido a partir de 

uma única amostra. No entanto, a comparação entre amostras provenientes de subcultivos 

sucessivos realizada neste estudo abriu precedentes para que os marcadores ISSR pudessem ser 

usados para este fim. Apesar desta limitação, o uso de marcadores dominantes para detecção de 

quimeras possui aplicabilidade, como relatado para o RAPD (Sugawara et al. 1995; Olmos et 

al. 2002). Através do marcador RAPD, Sugawara et al. (2002) conseguiram determinar quais 

as camadas de células que diferiam entre si em quatro quimeras periclinais para Citrus, 

reforçando a aplicabilidade destes marcadores. 

Palomino et al. (1999), verificaram que porções de células diferenciadas podem 

apresentar mutações enquanto os tecidos meristemáticos permanecem estáveis in vitro. Este 

cenário se enquadra ao que Marcotrigiano (1997) define como variegação, onde diferentes 

genótipos coexistem em um único organismo, afetando ou não seu fenótipo. Desta forma, a 

ocorrência de subpopulações de células mutadas também gera um mosaico que pode explicar a 

reversão de mutações observadas para C. elongata ao longo dos ciclos de multiplicação. 

Há ainda a possibilidade de que linhagens de células portadoras de VS possuam fitness 

reduzido em função do possível caráter deletério da mutação, sendo menos aptas a se 
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multiplicar, por exemplo. Neste cenário de células com diferentes genótipos em um mesmo 

organismo, a mutação deletéria, embora passível de detecção em um primeiro momento, 

tenderá a deixar de existir, pois as células portadoras da mesma seriam menos aptas quando 

comparadas às demais (Wang e Wang 2002). Tal cenário se torna mais plausível quando 

pensamos no caráter deletério que a maioria das mutações representa, o que tende a tornar sua 

fixação difícil (Eyre-Walker et al. 2002). 

Atualmente, quimeras são fontes de variação altamente aplicadas ao mercado florístico 

(Datta e Chakrabarty 2009). Desta forma, é possível supor que quimeras geradas através da VS, 

como as descritas para C. elongata, possam encontrar aplicabilidade no mercado florístico, 

quando devidamente isoladas através de microtécnicas que possibilitem a produção de mutantes 

puros através da dissociação do quimerismo.  

Dentre as plantas mais afetadas pela VS, estão as do genótipo 1, com dois loci 

polimórficos e o genótipo 18, com três loci polimórficos (Tabela 4). Isso rendeu a esses 

genótipos os valores mínimos de similaridade genética ente plantas mãe e regenerantes de 

96,8% e 94,9% (Tabela 3) respectivamente, acarretando no surgimento dos brotos mais afetados 

pela VS neste estudo. Estes mesmos genótipos (1 e 18) acumularam cinco dos 10 loci  

polimórficos encontrados neste estudo (Tabela 4), revelando a suscetibilidade de genótipos 

específicos a mutações para a espécie. O genótipo é comumente tido como um fator que influi 

nas taxas de VS (Bairu et al. 2011) tal como visto para culturas como café e azeitona (Etienne 

e Bertrand 2003; Bradaï et al. 2019). Portanto, o genótipo é um fator de forte influência na 

estabilidade genética de C. elongata durante a micropropagação. 
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Tabela 4 – Relação do número de loci polimórficos nos genótipos de Cattleya elongata que apresentaram VS, em 

cada geração de subcultivo. 

Genótipo 

com VS 

Gerações 

P G2 G3 G4 G5 G6 G7 

1 - 2 - - - - - 

3 - 1 - - - - - 

8 - - - - - 1 - 

10 - - - - 1 - - 

11 - - 1 - - - - 

14 - - - 1 - - - 

18 - - 2 - 1 - - 

Para os demais genótipos afetados pela VS (3, 8, 10, 11 e 14), apenas um locus polimórfico foi detectado 

entre plantas mãe e as plantas regenerantes (Tabela 4). Foi constatado que 30% da VS detectada neste estudo 

ocorreu durante a segunda geração de subcultivo (G2), 30 % na geração 3 (G3), 10% em G4, 20% na quinta 

geração (G5) e 10% em G6 (Tabela 4). Portanto, 70% da variação total detectada neste estudo ocorreu antes da 

quinta geração de subcultivo, sendo que 30% da mesma se deu durante a segunda geração de subcultivo, como 

ilustrado na Figura 5. Desta forma, a espécie parece ser mais suscetível à VS até a terceira geração. 

 

Figura 5- Gel de agarose 1,6% mostrando os haplótipos do genótipo 1de Cattleya elongata, ao longo de sete 

gerações, amplificadas com primer MANNY. P- Primeira geração, G2- Segunda geração, G3-terceira geração, 

G4-quarta geração, G5-quinta geração, G6-sexta geração, G7-sétima geração, M- marcador de peso molecular de 

100pb. Seta vermelha indica locus polimórfico.  

A ocorrência de VS a partir da segunda geração de subcultivo (G2) neste estudo fornece 

indícios de que este fenômeno pode ocorrer muito precocemente durante a micropropagação da 

espécie. Também constatou-se que o aumento no número de subcultivos provocou o acúmulo 
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de loci polimórficos em pelo menos um genótipo (18), além de influenciar no aumento no 

número de genótipos afetados ao longo do tempo (Tabela 4). Por tanto, C. elongata parece 

suscetível à VS desde estágios iniciais da micropropagação, e o aumento no número de 

subculturas possibilita que um maior número de genótipos sejam afetados. 

Tal resultado é altamente incomum, pois geralmente a VS é detectada a partir da quinta 

subcultura (G6 neste estudo), tendendo a aumentar progressivamente ao longo dos ciclos de 

multiplicação para banana e hibisco (Rodrigues et al. 1997; Santos e Rodrigues 2004; Konar et 

al. 2019). Esta tendência também se repete em orquídeas, como descrito para híbridos de 

Dendrobium, onde nenhum locus polimorfico foi encontrado após seis subcultivos sucessivos 

(Ferreira et al. 2006). Embora loci polimórficos não tenham sido observados, os autores relatam 

que cerca de 5% das plantas obtidas apresentaram fenótipo alterado, o que é atribuído à VS de 

fonte epigenética. 

No entanto, Liu et al. (2005) relataram um achado contrastante. Apesar dos autores não 

terem detectado VS até o terceiro subcultivo de Dendrobium officinale Kimura et Migo, os 

mesmos verificaram a ocorrência de loci polimórficos através do uso de marcadores RAPD a 

partir do quarto subcultivo. Tal dado mostra que orquídeas podem apresentar VS precocemente 

durante a micropropagação, entretanto, a ocorrência de VS para C. elongata a partir da segunda 

subcultura parece ser o registro mais precoce do fenômeno para orquídeas. 

Assim como descrito por Liu et al. (2005) para D. officinale, plantas micropropagadas 

de Phalaenopsis gigantea J. J. Sm. se mantiveram estáveis geneticamente até a terceira 

subcultura (Samarfard et al. 2014). No entanto, plantas advindas do quarto subcultivo 

apresentaram 5% de dissimilaridade genética quando comparadas às plantas mãe. Os autores 

também constataram um aumento significativo da VS (20% de dissimilaridade genética) a partir 

deste ponto. Embora a VS tenha ocorrido cedo durante a micropropagação de C. elongata, taxas 

tão altas de VS não foram constatadas em nenhum momento do estudo. 

 

Considerações Finais 

A taxa de multiplicação in vitro de C. elongata mantem-se estável até o sétimo 

subcultivo sem alteração morfológica nas plantas geradas ao longo dos ciclos de multiplicação. 

A oxidação fenólica do explante rizoma é um fator limitante a propagação in vitro de C. 

elongata.  O genótipo e o número de subcultivos parecem influenciar a ocorrência de VS em 
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C. elongata. Uma nova hipótese baseada na possibilidade de ocorrência de quimeras in vitro 

pode justificar a variação do haplótipo ao longo dos subcultivos. Loci polimórficos foram 

encontrados a partir da segunda geração de subcultivo para a espécie.  
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RESUMO 

 

Cattleya elongata é endêmica das regiões de campos rupestres da Chapada Diamantina-BA e, 

devido ao elevado valor ornamental, é vítima do extrativismo predatório. Neste contexto, a 

cultura de tecidos possibilita a produção em larga escala de plantas em tempo e espaços 

reduzidos. No entanto os calos, frequentemente visados em protocolos de multiplicação, 

tendem a promover variação somaclonal (VS), comprometendo a fidelidade genética das 

plantas produzidas. O objetivo deste estudo foi detectar a ocorrência de VS, através de 

marcadores ISSR, durante a formação e diferenciação de calos em C. elongata e caracterizar a 

via morfogênica que rege formação de brotos a partir destes. Para tal, os rizomas de 520 plantas 

foram inoculados em meio Murashige e Skoog (1962) com metade das concentrações salinas, 

acrescido de inositol, solução F carvão ativado e 6g L-1 de ágar. O pH do meio foi ajustado para 

5,7 e o mesmo foi autoclavado por 15 min a 121°C e 1,5 atm. A análise anatômica dos tecidos 

se deu através de sua fixação em FAA, desidratação em série alcóolica crescente e posterior 

emblocamento em resina histológica sintética. O material foi seccionado e corado com azul de 

toluidina a 0,05%. A extração do DNA se deu a partir de um grama de tecido e sua amplificação 

ocorreu por reação de PCR com sete primers ISSR (AW3, CHRIS, MANNY, MAO, UBC 844, 

UBC 898 e UBC 901). O produto das reações foi analisado por meio de eletroforese em gel de 

agarose (1.6 %) e corado com Gelred®. Ao final de 90 dias, observou-se uma taxa de 5,38% 

para formação de calos, dos quais três foram destinados à análise anatômica, 23 à análise 

genética e outros dois para a regeneração de brotos que seriam analisados geneticamente. O 

surgimento de brotos a partir de calos se deu através da organogênese indireta, sem a 

necessidade do uso de reguladores vegetais. As análises genéticas mostraram que cerca de 26% 

dos genótipos analisados neste estudo apresentaram VS na fase de calo. A susceptibilidade de 

genótipos específicos a eventos de variação somaclonal foi observada. Os calos destinados à 

diferenciação geraram 103 de brotos. Estes brotos apresentaram 61 loci, não havendo a detecção 

de polimorfismo para nenhum dos mesmos. A ausência de VS em brotos provindos de calos 

sugere a um efeito deletério sobre a capacidade de diferenciação dos tecidos em brotos. Esse 

fenômeno seria análogo a um efeito gargalo, que impede que células portadoras de VS originem 

tecidos diferenciados.  

Palavras chave: Calos, Efeito gargalo, Genótipo, ISSR, organogênese indireta, Variação 

somaclonal.
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Abstract - Cattleya elongata is endemic to the campos rupestres areas at Chapada Diamantina 

- BA and, as a result of its high ornamental value, suffer from predatory extractivism. In this 

context, the vegetal tissues culture enables the large-scale production of plants in reduced time 

and space. However, callus, often targeted in multiplication protocols for enabling the 

production of many plants, tend to promote somaclonal variation (SV), that can compromise 

the genetic fidelity of produced plants. The aim of this study was to detect the occurrence of 

SV using ISSR markers, during callus formation and differentiation in Cattleya elongata and 

characterize the morphogenetic pathway that governs sprouts formation from these. Here we 

show that the emergence of callus and the shoots regeneration via indirect organogenesis in free 

plant regulators medium. DNA amplification was performed through seven ISSR markers, 

showing that about 26% of analyzed genotypes in this study were affected by SV during the 

callus phase. The susceptibility of specific genotypes to events of SV was observed. The callus 

used for differentiation generated 103 shoots. These shoots showed 61 loci, and no 

polymorphism was detected between them. The absence of SV in regenerated shoots can 

suggest the actuation of a bottleneck effect that prevents SV-carriers cells from producing 

differentiated tissues.  
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Introduction  

Notable evolutionary innovations, such as acquisition of CAM metabolism, pollination 

by deception and mandatory association with mycorrhizal fungi for germination, have made 

Orchidaceae the largest family within Angiosperms (Givnish et al. 2016).  The family has about 

880 genera and 27,000 species, covering about 8% of the planet’s vascular plants (Givnish et 

al. 2016). 

 One of the genera belonging to the Orchidaceae is Cattleya Lindl., which houses 114 

species (van den Berg 2014). Due to the high ornamental value, many Cattleyas, suffer from 

predatory extractivism, such as Cattleya elongata Barb. Rodr. (Cruz et al. 2003), with is 

included on appendix II of Convention on International Trade in Endangered Species of wild 

Fauna and Flora (CITES 2019).  

 C. elongata grows over rocks, has big red-brown flowers, magenta lip and blooms 

between january and may. The specie in endemic of central portion of Chapada Diamantina, 

where grows on vegetative type called campos rupestres (Cruz et al. 2003). The campos 

rupestres occur above 900m height, and although it have poor soils, it harbor a large number of 

plant species, many of which are endemic (Giulietti et al. 1996; Rapini et al. 2008). Despite it 

ecological importance, this environment has been reduced as result of anthropic action (Rapini 

et al. 2008). 

Due to slow vegetative propagation, fungal dependent germination, and the highly 

specialized long-life cycle typical of orchids (Ferreira and Suzuki 2008), the tissues culture is 

a valuable tool for conservation of Orchidaceae. With the technic, the cellular totipotency can 

be resumed, enabling the production of unlimited number of plants with high phytosanitary 

quality, in reduced time and space (Suzuki and Ferreira 2007; Shahzad et al. 2017). 

Once totipotent cells have been cultivated in vitro, they can differentiate in a process 

known as morphogenesis. The morphogenesis can occur throw two ways, the organogenesis 

and the embryogenesis, both can happens by directly (without callus) or by indirect (with callus) 

routs (Phillips 2004). During the embryogenesis, somatic cells generate embryos analogous to 

zygotic, but shoots arise from somatic tissues in organogenesis (Phillips 2004). 

Plants produced by tissues culture result only from mitotic cell division, so they were 

thought to be always clones of base material used as explant (Larkin 1998). However, 

occasionally genetic or phenotypic variations in plants obtained by the technic can be observed 
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when compared with the mother plant (Bradaï et al. 2019). This phenomenon is called 

somaclonal variation (SV) (Larkin and Scowcroft 1981). Although occasional mutations occur 

during the vegetative propagation ex vitro, those that are seen in vitro seem to be more frequent 

as consequence of the physicochemical conditions present in this environment (Yang et al. 

2010).  

 

SV may have epigenetic origin, attributed to the change on methylation of DNA pattern 

(Coronel et al. 2018) or genetic, where mutations, that affect since from a single base pair to 

complete sets of chromosomes, have structural effect on genetic material (Sarmah et al. 2017). 

Factors such as explant type used, plant regulators use, number and duration of subcultures and 

genotype can influence SV rates (Bairu et al. 2011; Sarmah et al. 2017). Although often targeted 

to promote large-scale multiplication of many vegetables, callus are usually associated with SV 

occurrence (Krishna et al. 2016). 

The SV is undesirable when aiming for clonal fidelity (Krishna et al. 2016; Martínez et 

al. 2017), but some somaclones may have useful characteristics in various cultures (Roy and 

Mandal 2005; Manchanda et al. 2018). For the floristic industry, the use of somaclonal variants 

is even more expressive, with high chances of somaclones showing attractive features for the 

ornamental Market (Chen and Henny 2006; Rodrigues 2008). 

Detection of SV may be archived through phenotypic analyzes (morphological, 

biochemical and physiological) or genotypic analyzes (cytological and molecular markers) 

(Bairu et al. 2011; Żabicki et al. 2019). The ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) is a dominant 

marker, where alleles are detected by the presence/ absence of bands, which represent amplified 

DNA fragments between microsatellite regions by PCR reaction (Reddy et al. 2002; 

Viehmannova et al. 2014). The high polymorphism detected by the marker makes it ideal for 

distinguish variability between individuals, even if they are closely related (Alhani and 

Wilkinson 1998; Reddy et al. 2002). 

The goal of this study was to detect occurrence of SV, through ISSR markers, during 

callus formation and differentiation in Cattleya elongata, as well as characterize the 

morphogenic pathway that governs the shoots formation through them.  
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Materials and methods  

Site of execution and plant material  

The study was conducted at the Plant tissues culture laboratory (LCTV), Laboratory of 

genetics and plant evolution (LAGEV) and at the Plant Anatomy and Wood Identification 

Laboratory (LAVIM) of Biology institute at the Federal University of Bahia (UFBA). 

Rhizomes of C. elongata plants with 4-5 cm of shoots from the in vitro germoplasma bank of 

the LCTV were used as explants. These plants were germinated in vitro in MS (Murashige e 

Skoog 1962) medium culture with half of strength, 1% of myo-inositol, 1% F solution, 2% 

activated charcoal and 6g L-1 of agar. pH was adjusted to 5,7 and the medium was autoclaved 

for 15 minutes at 121°C and 1,5 atm.  

Culture medium  

The medium culture used was the Murashige and Skoog - MS (1962) with half of 

strength, 1% of myo-inositol, 1% F solution, 2% activated charcoal and 6g L-1 of agar. pH was 

adjusted to 5,7 and the medium was autoclaved for 15 minutes at 121°C and 1,5 atm, without 

use of plant regulators. Fifteen mL of medium were distributed in 50 mL capacity tubes and 

closed with PVC plastic film. 

Experimental design 

A total of 460 plants had apical meristem leafs and roots removed in laminar flow 

chamber and the rhizome was inoculated in fresh medium. The plants had the DNA extracted 

and stored and cultures were kept in grow room with 16 hours photoperiod, light intensity of  

60 µmol m-2 s-1 and 25 ± 2°C. Another 60 plants were submitted to the same process, but had 

no extracted DNA, being destined to callus formation aiming anatomical analysis. 

After 90 days, twenty three randomly selected callus, were used for DNA extraction and 

their molecular profiles were compared with their respective mother plants. Two other callus, 

random selected, were kept at the same culture medium for shoots differentiation. After 90 

days, all shoots produced by these callus were inoculated into individual test tubes with fresh 

medium, where they remained for another 150 days for fresh mass accumulation. Subsequently, 

each shoot had its DNA extracted end stored. 
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Anatomical analysis 

The callus anatomical analysis was performed from three samples, which were blocked 

using synthetic histological resin (Leica® historesin). The sample were fixed in FAA (Johansen 

1940) for 160 hours and dehydrated in a crescent ethyl series at 70% for 1 hour and 80%, 90%, 

100% for 2 hours each. Subsequently, the material was immersed in Alcohol 100%, pure resin 

(1:1) for 2 hours and activated resin for 48 hours. The samples were placed in inclusion resin 

(activated resin + hardener) and placed on heating chamber at 50°C for polymerization. 

 The material was sectioned on a rotate microtome (Thermo scientific – HM 325), 

producing five micrometer thick section. The sections were placed on slides, stained with 

toluidine blue at 0.05% for 5 minutes, end fixed in Entellan®. Slides analyses were performed 

under an Olympus CX41optical microscope. 

DNA extraction and amplification 

About 1g of leafs and roots were used for DNA extraction based on 

hexadecyltrimethylammonium bromide 2% (CTAB) protocol by Doyle and Doyle (1987) 

adapted for microtubes. For callus analysis, the entire explant was used. The DNA was 

resuspended in 80 μL TE buffer and stored at -20ºC freeze. 

Amplifications were performed with 19.5 μL final volume, containing 1X reaction 

buffer, 2.5mM MgCl2, 0.5mM primer, 0.2mM dNTPs, 0.75 U de Taq DNA polymerase and 

DNA template. Twenty ISSR primers were tested, and seven with satisfactory resolution were 

selected: AW3 (5’-GTG TGT GTG TGT RG-3’), CHRIS (5’-CAC ACA CAC ACA CAY G- 

3’), MANNY (5’-CAC CAC CAC CAC RC-3’), MAO (5’-CTC CTC CTC CTC RC-3’), UBC 

844 (5’-CTC TCT CTC TCT CTC TRC-3’), UBC 898 (5’-CAC ACA CAC ACA RY-3’) e 

UBC 901 (5’-GTG TGT GTG TGT YR-3’). The amplified products were electrophoresed on 

1.5% agarose gel in 1X TAE buffer, stained with GelRed®, and photographed under UV light.  

Molecular data analyzes 

Genetic variability between individuals was estimated from allelic frequency and 

percentage of polymorphic loci from a binary matrix of presence (1) and absence (0) of bands. 

Genetic similarity between same genotype individuals was estimated by Jaccard Similarity 

Index and the clustering was performed by UPGMA algorithm on Past software (Hammer et 

al. 2001). 
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Results and discussion 

 

Anatomical analyzes 

A callus formation rate of 5.38% was observed among the 520 tested explants. The 

formed callus had greenish appearance and compact texture (Figure 1a), and were able to 

differentiate in shoots without change of media or use of plant regulators (Figures 1b and c). 

The slides analyzes revealed that the callus differentiation pathway happened by the indirect 

organogenesis (Figure 1d).  

 

Figure 1 – Indirect organogenesis for Cattleya elongata. a – Callus (bar -1cm). b and c – Indirect morphogenesis 

at differences stages (bar -1cm). d- Differentiated callus shoot (arrow) (bar - 500µc). 

 

The anatomical study showed that the superficial portions of callus gave rises to 

meristems able to produce shoots (Figure 1d). Regenerated shoots initially developed only the 

air organs (Figure 1b), with late root emission (Figure 1c). This condition, known as structural 

unipolarity, is typical of organogenic pathway (Roostika et al. 2016). No somatic 

embryogenesis was observed. 

Probably, the callus emergence without the use of plant regulators observed in this 

study, although at low rates, can be attributed to the type of explant used. The portion 

corresponding at the rhizome in orchids holds the axial meristems, tissues composed of 

totipotent cells and therefore, more responsive to callus formation compared to those already 
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differentiate. (Ribeiro et al. 2015). In addition, the stress caused by explant cutting, in vitro 

conditions and especially genetic variability between explants may also have contributed for 

the callus formation (Ribeiro et al. 2015; Tuskan et al. 2018).  The same morphogenic pathway 

is reported for other species of the Orchidaceae family, as Anoectochilus elatus Lindley. and 

Vanilla planifolia Jacks.  (Mosqueda and Andreu 2015; Sherif et al. 2016).  

Genetic stability during callogenesis 

The 23 genotypes analyzed showed 96 loci, ranging from 300 to 2.000 base pairs – bp. 

The UBC 844 and UBC 901 primers produced the largest number of analyzed bands and the 

largest number of polymorphic loci inside the genotypes (Table1). So far, no studies have been 

carried out to analyze genetic stability in Cattleya Callus. 

Table 1- Relation of primers and number of polymorphic loci. 

 

About 26% of analyzed genotypes presented SV at callus, as observed in genotype 

(Figure 2). Thus, a significant number of genotypes are affected by the VS is found for C. 

elongata during the callus phase.  

Primer Loci number number of polimorphic loci  

AW3 13 3 

CHRIS 11 0 

MANNY 18 2 

MAO 

UBC 844 

UBC 898 

UBC 901 

12 

15 

13 

14 

0 

4 

0 

4 

Mean  13,7 1,8 
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Figure 2 – Electrophoretic gel separation of PCR amplified products showing two genotypes (11 and 21) of 

Cattleya elongata amplified with MANNY primer. Samples of same number represent the haplotypes of matrix 

explant (left) and callus generated by the same (right). M- 100bp molecular marker. Occurrence of SV indicated 

by the arrow. 

Callus are often targeted at tissues culture aiming the large-scale multiplication of 

plants, but they are usually associated with high SV rates (Krishna et al. 2016). The high SV 

rates observed in the study during the callus stage corroborate this idea. According Wang and 

Wang (2012) the majority of SV occurs in the callus phase, which causes these, together with 

the plants derived from, to be associate with genetic instability (Cao et al. 2016). 

The high rates of SV presents in callus are associated at cellular dynamics at this tissue 

type (Skirvin et al. 1994; Bairu et al. 2006), which is often composed by cells with elevated 

division rates (Figure 1d). Assuming that DNA duplication and segregation are process than 

provide favorable scenarios for mutation occurrence (Hao and Deng 2002), it is assumed that 

the higher the material multiplication rate, the greater the chances of SV emergency and 

accumulation (Skirvin et al. 1994), as related by Guranna et al. (2017) for Punica granatum L. 

Often, for desirable metabolic responses to be achieved in vitro, the use of plants 

regulators is required (Mosqueda and Andreu 2015; Anandan et al. 2018; Żabicki et al. 2019) 

however, this substances tend to increase the chances of genetic variations (Mosqueda and 

Andreu 2015; Peng et al. 2015; Halim et al. 2018). 

This loss of genetic fidelity is associated with two possible effects of plant regulators. 

The first occurs when the regulator itself functions as a mutagen and the second, when these 

agents increase the cell division rates to the point that mitosis occurs even before the total 

duplication of genetic material (Krishna et al. 2016). The choice not to use plant regulators in 
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this study aimed to remove this possible confounding variable, so we know that the observed 

result is not associated with the use of plant regulators, which could possibly increase the VS 

rates. 

Another relevant aspect of study is the susceptibility of specific C. elongata genotypes 

to SV events. Three mutations were detected in genotypes 11, 17 e 20 (Table 2). Such data 

reveal high SV frequency for specific genotypes, as seen for olive genotypes by Bradaï et al. 

(2019). 

Table 2 – Relation of affected genotype by SV, primers and polymorphic loci number for the same. 

 

Despite the SV occurrence, the same genotype individuals were more similar to each 

other than to the other ones (Figure 3). 

 

 

Affected genotype Primer Polymorphic loci number 

2 

17 

AW3 

AW3 

1 

1 

20 AW3 1 

11 MANNY 1 

20 

9 

17 

20 

8 

11 

17 

MANNY 

UBC 844 

UBC844 

UBC844 

UBC 901 

UBC 901 

UBC 901 

1 

2 

1 

1 

1 

2 

1 
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Figure 3: Dendogram showing the genetic similarity between callus of C. elongata and their respective mother 

plants (represented by the same numbers, added by the letters a and b), calculated from the ISSR markers matrix, 

based on Jaccard similarity index and UPGMA algorithm. 
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If the objective of in vitro multiplication is obtain exclusively clones from mother plant, 

the SV represents a problem. It can generate undesirable characteristics in regenerated plants 

and consequently significant damage (Krishna et al. 2016; Martínez et al. 2017) however, when 

Larkin and Scowcroft coined the term somaclonal variation (1981), they already predicted this 

source of variation could be useful for plant breeding. Nowadays, this prediction comes true 

with the occasional emergence of somaclones with desirable characteristics in the most vary 

cultures such as sugar cane, tomato and rice (Barden et al. 1986; Roy and Mandal 2005; 

Manchanda et al. 2018)  

For the floristic industry the use of variants arising from somaclonal variants is even 

more significant, with significant chances of these cultivars presenting attractive characteristics 

to the floristic market, as reported for heliconia, chrysanthemum, azalea and some orchids 

(Schepper et al. 2003; Hsu et al. 2008; Rodrigues 2008; Miler and Zalewska 2014; Dehgahi and 

Joniyas 2017). This scenario makes possible the use of somaclones obtained by indirect 

organogenesis to C. elongata. 

Another extremely important application of somaclones may be the restoration or 

increase of genetic diversity of threatened species (Żabicki1 et al. 2019), or with economic 

importance (Karim et al. 2015; Mosqueda and Andreu 2015). This application is even more 

important for plants with long juvenile stage or traditionally vegetatively propagated (Krishna 

et al. 2016), such as C. elongata. 

 

Callus regenerated plants 

 Both genotypes worked (genotypes A and B) presented large number of regenerated 

shoots, generating 52 and 51 shoots respectively. Genotype A plants showed 61 loci, while B 

plants, 66. There was no detection of polymorphism for any of 103 tested plants.  

 This large number of shoots is similar to that found by Sherif et al. (2016) for 

Anoectochilus elatus Lindley., who verified an average of 41.8 shoots per explant. For Vanilla 

planifolia Jacks., Mosqueda and Andreu (2015) found an average 6.8 shoots per explant, 

showing that some species of orchids are more responsible to the indirect organogenesis than 

others. Despite the variation of amount of plants produced, the use of plants regulators occurred 

for both A. elatus and V. planifolia (Mosqueda and Andreu 2015; Sherif et al. 2016). The largest 

number of shoots generated by C. elongata without the use of plant regulators seems to show 

that the species responds well to the indirect organogenesis pathway.  
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The absence of polymorphic loci among the regenerated callus shoots when compared 

to the mother plants (Figure 4), characterizes them as clones. This result differs from what is 

often seen for callus regenerated plants, which tend to have higher rates of SV than plants 

generated directly from tissues (Bhatia et al. 2009; Goyal et al. 2015; Cao et al. 2016). In 

addition, the high SV rates found in callus obtained in the previous experiment did not occur 

among the 103 analyzes shoots in this experiment. 

 

Figure 4 – Electrophoretic gel separation of PCR amplified products showing the haplotypes of B genotype of 

Cattleya elongata generated shoots when amplified by UBC 898 primer. P- Mother plant haplotype. 1 – 14: 

Haplotypes of different clones regenerated by indirect organogenesis, M- 100bp molecular marker. 

Although it is assumed that calogenic tissue is prone to SV events (Wang and Wang 

2012), a much more complex scenario should be considered. The callus may present 

concomitantly both true types cells (identical to the mother cell), and VS affected, whether 

epigenetic (Krizova et al. 2009) or genetic (Hao and Deng 2002). 

A remarkable theory proposed by Wang and Wang (2012) can provides an explanation 

for this apparently contradictory data. According to these authors, an event analogous to natural 

selection can be observed at cellular level on in vitro tissues, given the similarities between 

populations of a species and cell lines or even plant tissues. 

Both neutral and select theory of molecular evolution say that a mutation is much more 

likely to be neutral or deleterious, and the likelihood of advantageous or adaptive mutations 

occurring is very small (Ohta 1992; Hahn 2008). Even if a mutation is considerably beneficial, 

many cells generations would be required for them to become majority on tissue (Wang and 

Wang 2012). Thus, SV-bearing cells usually have reduced fitness, which makes them not 

prevalent in calogenic tissues (Wang and Wang 2012). 

According the same authors (Wang and Wang 2012), although there is a VS 

accumulation in callus, a bottleneck effect can exist, acting as an evolutionary filter and 
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promoting reduction in SV rates. In this scenario, only cells that have not mutated in the set of 

genes responsible for tissue differentiation would be able to promote shoots formation. 

It is important to say that just when the SV has an effect on the cell/tissue phenotype, 

such as fitness reduction and/or inability to promote tissues differentiation, these can be 

selected. It explains why plants can present genetic alterations during the callus phase that are 

not necessarily reflected in plants regenerated from them, as seen by Hao and Deng (2002) for 

Citrus. This phenomenon may also explain, at least in part, the absence of polymorphic loci in 

shoots obtained through indirect organogenesis for C. elongata. Despite the possible reduction 

of SV caused by bottleneck effect, it seems unlikely that it will completely eliminate the SV 

(Wang and Wang 2012), making possible the production of somaclones that have desirable 

characteristics. 

Clones generated by the same pathway are also described for Sesamum indicum L., 

Helicteres isora L. and Jatropha curcas L. (Muthukumar et al. 2016; Nasir et al. 2017; Anandan 

et al. 2018). Genetically stable plants were also obtained from callus for the orchid Habenaria 

edgeworthii (Giri et al. 2012). However, a different result was found by Mosqueda and Andreu 

(2015) when analyzed plants of Vanilla planifolia Jacks., regenerated by the same rout. These 

authors found 71.66% of polymorphic loci among mother plants and regenerated shoots, using 

six ISSR primers, which indicates higher SV susceptibility of certain orchid species.  

Currently, ISSR markers are often used for SV detection in wide range crops, including 

yacon, pistachio and pineapple (Viehmannova et al. 2014; Peng et al. 2015; Akdemir et al. 

2016; Iannicelli et al. 2016; Kohpaii et al. 2017; Żabicki et al. 2019) and also for orchids such 

as Phalaenopsis gigantea J. J. Sm., Vanilla planifolia Jacks. and Dendrobium nobile Lindl. 

(Samarfard et al. 2014; Mosqueda and Andreu 2015; Tikendra et al. 2019). Although this 

markers are used to amplify mainly no coding regions of genome, they can amplify regions 

containing expressed sequences (Reddy and Siddiq 2002; Mishra et al. 2019). Thus, this type 

of marker, although often associated with non-coding regions, may provide insights about the 

bottleneck effect proposed by Wang and Wang (2002). 

Contrary to popular belief, some phenomena that guide the biological evolution, such 

as mutation and bottleneck effect, seem to occur even in vitro, and C. elongata was an ideal 

subject of study for such scenario. However, further research should be conducted with a greater 

number of callus for the effective confirmation of the phenomenon. 

 



58 
 

Final Considerations  

 

The callus formation rate in C. elongata without the use of plant regulators is low, and 

the differentiation of the shoots was due by indirect organogenesis. There is a great 

accumulation of SV for species in callus phase, but the shoots generated from them do not seem 

to be affected by SV. The explanation for this phenomenon is based on the possible reduction 

of the morphogenetic capacity in the tissues affected by SV, that might not be able to regenerate 

shoots. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Constatou-se a ocorrência de variação somaclonal (VS) em ambas as rotas morfogênicas 

estudadas para C. elongata, no entanto, a dinâmica deste fenômeno variou de acordo com a via 

de diferenciação.  

Para plantas obtidas através de organogênese direta durante sete gerações 

micropropagadas verificou-se que, apesar da redução na velocidade de crescimento dos brotos 

a cada três ciclos de multiplicação, não foi constatada variação no número de brotos gerados 

por explante ao longo do experimento. VS foi detectada em 36,8% dos genótipos estudados, no 

entanto, as plantas portadoras de loci polimórficos ainda se mantiveram altamente similares 

geneticamente às respectivas plantas mãe.  

Ficou claro que o genótipo e o número de subculturas tem influência sobre as taxas de 

VS nos brotos regenerantes. A possibilidade de ocorrência de quimeras in vitro pode justificar 

parte da variação dos haplótipos ao longo das subculturas, fazendo com que estes variem 

durante a micropropagação. Polimorfismo foi detectado para plantas oriundas da organogênese 

direta a partir da segunda geração de subcultivo, apontando a suscetibilidade da espécie à VS. 

O maior empecilho durante a micropropagação da espécie foi a susceptibilidade dos explantes 

à oxidação fenólica durante o estabelecimento inicial das subculturas. 

Análises anatômicas comprovaram a origem através de organogênese dos brotos 

advindos de calos para a espécie. Embora polimorfismo tenha sido detectado em 26% dos calos 

analisados, a VS não foi detectada em nenhum dos 103 brotos oriundos de organogênese 

indireta. A explicação proposta para esse fenômeno baseia-se na possível redução da 

capacidade morfogenética nos tecidos afetados pela VS, que passariam a não gerar brotos. 

Desta forma, tentou-se esclarecer a dinâmica da VS durante o cultivo in vitro de C. 

elongata, o que pode fornecer base não somente para o manejo in vitro da espécie, mas a tornar 

um objeto modelo no entendimento de fenômenos como mutação e efeito gargalo in vitro. 

 


