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RESUMO

Nas Ultimas décadas, as técnicas de bandeamento cromossdmico tém sido bastante utilizadas na
citogenética e citotaxonomia especialmente em fanerégamas. Entre os corantes utilizados nessas técnicas,
os fluorocromos CMA e DAPI sdo os mais amplamente empregados em citogenética de plantas,
principalmente na forma de dupla coloragdo, o que tem permitido caracterizar regides heterocromaticas,
revelando um ndmero variavel de regifes cromossdémicas. Epidendrum L. é provavelmente o maior
género neotropical de orquideas, com cerca de 1500 espécies, onde seu alto grau de polimorfismo é
especialmente elevado em alguns grupos sul-americanos, como, o complexo Epidendrum secundum, que
também apresenta elevada variagdo cromossémica numérica. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o
padrdo de bandas heterocromaticas em espécies do género Epidendrum e hibridos interespecificos. Foram
analisadas trés espécies do género Epidendrum, E. fulgens, E. xanthinum e E. secundum. Adicionalmente,
foram analisados dois hibridos interespecificos e seus possiveis parentais, o primeiro E. xanthinum x E.
secundum, proveniente de Nova Friburgo, estado do Rio de Janeiro, o segundo E. fulgens e E. secundum,
designado aqui como Epidendrum sp. aff. fulgens, encontrado em simpatria com as duas Ultimas no
municipio de S&o Jodo do Tigre, estado da Paraiba. Para as analises mitéticas, foram coletadas raizes e
submetidas a pré-tratamento com 8-HQ, fixadas em Carnoy e estocadas em freezer a —20°C,
posteriormente digeridas a 37°C por 30 minutos em solucdo de celulase e pectinase. As Iaminas foram
preparadas com uma gota de acido acético, coradas com CMA e DAPI, e montadas em glicerol e tampéo
Mcllvaine. As melhores metéafases foram capturadas com uma camera de video Cohu usando o software
Leica QFISH. Foram feitas também as medidas cromossdmicas e calculados os indices de assimetria,
além das analises morfométricas, onde calculou-se em seguida os dados de ACP. Os nlUmeros
cromossdmicos variaram de 2n = 24 em E. fulgens até 2n = 64 em Epidendrum sp. aff. fulgens, enquanto
0 tamanho dos cromossomos de E. secundum variaram desde 0,75 um no menor cromossomo da
populacdo de Atibaia - SP, a 7,10 pm no maior cromossomo da populacdo de Nova Friburgo — RJ. Os
cariotipos de todas as espécies apresentaram-se geralmente simétricos, formados por cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos. Nos terminais de pelo menos um par cromossdémico, foram
identificadas regides CMA/DAPI*, algumas regides CMA*/DAPI” e CMAYDAPI", estas Gltimas, sem
formar bandas claramente visualizveis, mesmo ap0s a sobreposicdo e processamento digital das
imagens. Para a populagéo de S&o Jodo do Tigre, a analise de Agrupamento identificou a formacéo de trés
grupos morfologicamente distintos e relacionados, contudo, indicou uma similaridade maior entre o
hibrido e E. secundum. Entre os materiais analisados, duas espécies constituem provaveis hibridos
interespecificos, o primeiro proveniente de Nova Friburgo, com 2n = 42 e nimero cromossdomico
intermediario aos dois possiveis parentais: E. xanthinum (2n =28) e E. secundum (2n = 56). O segundo
em S&o Jodo do Tigre, Paraiba, onde a analise de nimeros cromossdmicos revelou que esta espécie,
Epidendrum sp. aff. fulgens (2n = 64), apresentou nimero cromossdmico claramente divergente de ambos
0s parentais, E. fulgens (2n = 50 + 1B) e E. secundum (2n = 56). O padrdo de bandas CMA/DAPI
observado no suposto hibrido, com grandes blocos CMA/DAPI" sugere uma clara relagdo com estas
espécies, relacdo também suportada pelas analises morfométricas. Tanto a variagdo cromossémica
numérica, quanto o padrdo de bandas heterocrométicas foram bastante informativos na caracterizacéo de
dois hibridos interespecificos das regides Sudeste e Nordeste do Brasil. Contudo, o hibrido da regido
Nordeste, resultante do cruzamento entre E. secundum e E. fulgens de S&o Jodo do Tigre, apresentou
namero cromossdmico divergente do esperado a partir do cruzamento dos seus supostos parentais,
sugerindo a ocorréncia de alterag@es estruturais pos-hibridizagao.

PALAVRAS-CHAVE: Disploidia, Heterocromatina, Hibridizacdo, Orchidaceae, Poliploidia.



ABSTRACT

In recent decades, the chromosome banding techniques have been widely used in cytogenetics and
cytotaxonomy especially in phanerogams. Among the dyes used in these techniques, the fluorochrome
DAPI and CMA are more widely employed in cytogenetics of plants, mostly in the form of double
staining which has allowed characterization of heterochromatic regions, revealing a variable number of
chromosomal regions. Epidendrum L. is probably the largest neotropical genus of orchids, with about
1500 species, where their high degree of polymorphism is particularly large in some South American
groups, such as the Epidendrum secundum complex, which also has high chromosome number variation.
The aim of this study was to characterize the pattern of heterochromatic bands in the genus Epidendrum
and interspecific hybrids. We analyzed three species of the genus Epidendrum, E. fulgens, E. xanthinum
and E. secundum. Additionally, we analyzed two interspecific hybrids and their putative parents, the first
E. xanthinum x E. secundum, from Nova Friburgo, Rio de Janeiro, the second E. fulgens and E.
secundum, designated here as Epidendrum sp. aff. fulgens found in sympatry with the last two in Sdo Jodo
do Tigre, Paraiba. For mitotic analysis, roots were collected and subjected to pretreatment with 8-HQ,
fixed in Carnoy and stored at -20 ° C, then digested at 37 ° C for 30 minutes in a solution of cellulase and
pectinase. Slides were prepared with a drop of acetic acid, stained with CMA and DAPI, and mounted in
glycerol and Mcllvaine buffer. The best metaphases were captured with a Cohu video camera using the
Leica software QFISH. We also made measurements and Chromosomal Indices of Asymmetry, beyond
the morphometric analyzes, which then were calculated the PCA data. The chromosome numbers varied
from 2n = 24 in E. fulgens to 2n = 64 in Epidendrum sp. aff. fulgens, while the size of the chromosomes
of E. secundum ranged from 0.75 um to the smallest chromosome in the population of Atibaia - SP, to
7.10 um for the largest chromosome in the population of Nova Friburgo - RJ. The karyotypes of all
species were generally symmetrical, consisting of metacentric and submetacentric chromosomes. The
terminals of at least one chromosome pair were identified regions CMAT/DAPI®, some regions
CMA'/DAPI” and CMAYDAPI", the latter, without forming bands clearly viewable even after the
overlay and the digital processing of the images. For the population of Sdo Jodo do Tigre, Cluster analysis
identified the formation of three morphologically distinct and related groups, however, indicated a greater
similarity between the hybrid and E. secundum. Between the materials analyzed, two species are likely
interspecific hybrids, the first from Nova Friburgo, with 2n = 42 and intermediate chromosome number to
the two putative parents: E. xanthinum (2n = 28) and E. secundum (2n = 56). The second in S&o Jodo do
Tigre, Paraiba, where analysis of chromosome numbers revealed that this specie, Epidendrum sp. aff.
fulgens (2n = 64) showed clearly divergent chromosome number of both parents, E. fulgens (2n = 50 +
1B) and E. secundum (2n = 56). The CMA / DAPI banding patterns observed in the supposed hybrid,
with large blocks CMA™/DAPI®, suggests a clear relationship with these species, relationship also
supported by morphometric analysis. Both the chromosome number variation, and the pattern of
heterochromatic bands were very informative in characterizing two interspecific hybrids of Southeast and
Northeast of Brazil. However, the hybrid of the Northeast, resulting from the crossing of E. secundum and
E. fulgens of Sdo Jodo do Tigre, showed divergent chromosome number than expected from crossing of
their putative parents, suggesting the occurrence of structural changes post-hybridization.

KEYWORDS: Dysploidy, Heterochromatin, Hybridization, Orchidaceae, Polyploidy.
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indicam os cromossomos maiores. Insertos menores em f detalha
padrdo de banda terminal CMAT/DAPI® adjacente a banda
pericentromérica DAPI/CMA", o inserto maior detalha banda CMA
/IDAPI” intersticial, em i detalha cromossomo provavelmente
herdado de E. xanthinum. A barra em g corresponde a 10um
Dendograma da matriz de distancias, pelo método de agrupamento

POr 1igaGa0 SIMPIES.....eovviiiieieee e

Correlacdo entre os caracteres morfoldgicos florais ao eixo de
ordenacgdo. Os componentes principais 1 e 2 explicam 76,67% e
9,94% da variacao total, respectivamente ............ccccovvvrierierenieniens

ACP de 18 individuos com base em 15 caracteres morfoldgicos
florais (Tabela 3). Os espécimes de E. secundum estdo identificados
pela sigla SN92, Epidendrum fulgens estdo identificados como
SN93, e Epidendrum sp. aff. fulgens estéo identificados como SN94.
Os componentes principais 1 e 2 explicam 76,67% e 9,94% da
variagao total, reSpectivamente ... s
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Padrdes de distribuicdo de bandas CMA/DAPI em Epidendrum L.

Subgénero Amphiglottium e hibridos naturais interespecificos

1. INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas, as técnicas de bandeamento cromossémico tém sido
bastante utilizadas na citogenética e citotaxonomia especialmente em fanerégamas
(Guerra, 2000). Entre os corantes utilizados nessas técnicas, os fluorocromos CMA
(cromomicina A3) e DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol 2HCI), sdo os mais amplamente
empregados em citogenética de plantas. O principio da técnica baseia-se na ligacao
especifica com pelo menos quatro pares de bases repetidas em tandem no sulco menor
do DNA, através da formacdo de pontes de hidrogénio e outras interacdes eletrostaticas
(Manzini et al., 1985). A coloracdo com DAPI produz uma banda fluorescente azul
brilhante nas regides cromossémicas ricas em AT, enquanto o CMA se liga as regides
ricas em GC, emitindo uma fluorescéncia amarela brilhante (Baguley, 1982). A
coloracdo simultanea com os fluorocromos CMA e DAPI tem permitido caracterizar
regides heterocromaticas em plantas (Guerra, 1993; Guerra et al., 2000; Almeida et al.,
2007; Barros e Silva & Guerra, 2009; Feitosa et al., 2010; Souza et al., 2012), revelando
um numero variavel de regides cromossémicas mais brilhantes ou positivas (+),
ausentes ou negativas (=), ou neutras (0) (Schweizer, 1981). O bandeamento resultante
permite uma caracterizacdo mais eficiente do caridtipo em relacdo a coloracdo
convencional com Giemsa, ou ao bandeamento C, geralmente utilizado para detectar
regides heterocromaticas, porém sem especificar sua composicao (Guerra, 2000).

As regibes heterocromaticas geralmente variam entre as espécies, mas sdo
melhor conservadas entre populacdes de uma mesma espécie (Greilhuber, 1984), o que
permite investigar a origem hibrida de uma espécie a partir dos padrdes de bandas
heterocromaticas. Almeida et al. (2007), por exemplo, analisaram a possivel origem
hibrida de Umbu-caja (Anacardiaceae do género Spondias) a partir do bandeamento
CMAV/DAPI, verificando que o cariétipo do suposto hibrido ndo apresentava padrdes
semelhantes de distribuicdo da heterocromatina aos seus supostos parentais (S. mombin
e S. tuberosa) Por outro lado, Moraes & Guerra (2010) demonstraram claramente
através desta coloragdo, que Emilia fosbergii € uma espécie alotetrapldide e E.

sonchifolia é um de seus parentais.
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Epidendrum L. é provavelmente o maior género neotropical de orquideas, com
cerca de 1500 espécies (Chase et al., 2003; Pinheiro & Barros, 2007). O grupo
apresenta extensa variabilidade morfoldgica intra e interespecifica, o que dificulta a
delimitacdo de suas espécies (Pabst & Dungs, 1975; Hagsater, 1984; Pinheiro & Barros,
2005, 2007). O alto grau de polimorfismo é especialmente elevado em alguns grupos
sul-americanos, como por exemplo, o complexo Epidendrum secundum, que também
apresenta elevada variagdo cromossémica numérica (Pinheiro & Barros, 2007; Assis et
al., in press). Apesar dos esforcos para a compreensdo das relagdes filogenéticas entre
estes taxons, ainda ndo ha um tratamento taxondmico formal para o grupo,
principalmente por causa da escassez de informacGes moleculares e citogenéticas
disponiveis na literatura.

Apenas 2,8% das espécies de Epidendrum foram estudadas citologicamente, e
esta caracterizacdo é representada exclusivamente por contagens cromossémicas. A
analise de sua variagdo cromossdmica numérica demonstrou a ocorréncia de diferentes
nameros cromossdmicos entre espécies estreitamente relacionadas e entre diferentes
populacdes de uma mesma espécie. As espécies do subgénero Amphiglottium
apresentam numeros cromossdémicos que variam de 2n = 24 em E. fulgens (Pinheiro et
al., 2009) a 2n = 240 em E. cinnabarinum (Guerra, 2000; Conceicéo et al., 2006; Felix
& Guerra, 2010). O numero mais freqliente para o género é n = 20, observado em
aproximadamente 70% das espécies com registros cromossoémicos. Este nimero é
também o mais frequente entre os membros da subtribo Laeliinae, sugerindo que x = 20
€ 0 numero bésico para o0 género, e possivelmente para toda a subtribo (Felix & Guerra,
2010). Para o género Epidendrum, ndo h& nenhum registro na literatura de bandeamento
com fluorocromos, e nenhum trabalho foi feito com o intuito de caracterizar a
heterocromatina nestas espécies, o que dificulta compreender a historia evolucionaria do
género, e a direcdo de sua evolucdo carioldgica, dentre muitos outros aspectos de suas
relagbes filogenéticas (incluindo seu ndmero basico primario) que permanecem
obscurecidos.

No presente trabalho foram analisadas trés espécies pertencentes ao subgénero
Amphiglottium, duas pertecentes a secdo Tuberculata (Epidendrum secundum e E.
xanthinum) e Epidendrum fulgens do clado Atlantico, conforme delimitacdo proposta
por Pinheiro et al. (2009). Entre as espécies do subgénero Amphiglottium da Regido
Nordeste, foi observada a ocorréncia em simpatria, em um afloramento granitico na

Serra do Paulo, municipio de Sao Jodo do Tigre, Estado da Paraiba, Brasil, de trés
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morfotipos distintos: Epidendrum fulgens, E. secundum e Epidendrum sp. aff. fulgens,
este Ultimo com caracteristicas morfologicas intermedidrias entre os dois primeiros.
Adicionalmente, na Regido Sudeste do Brasil, em Nova Friburgo, Rio de Janeiro, foi
encontrado um hibrido natural entre E. xanthinum e E. secundum. O objetivo do
trabalho foi verificar a origem hibrida desses dois taxons, através da analise cariotipica
destas cinco espécies com a utilizacdo da técnica de coloracdo com os fluorocromos
CMA e DAPI. Para tanto, foram estudados materiais provenientes das populagdes de
onde foram coletados 0s supostos parentais e seus respectivos hibridos. Além disso,
para as amostras de Sdo Jodo do Tigre, foi realizada uma analise morfométrica a partir

de flores coletadas do suposto hibrido e seus parentais.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Familia Orchidaceae

Orchidaceae, uma das maiores e mais complexas familias dentre as fanerégamas
(Pridgeon et al, 1999; Souza & Lorenzi, 2008), apresenta cerca de 800 géneros
(Dressler, 1993) e 25.000 espécies (Chase et al., 2003). Caracterizam-se por
apresentarem graos de polen agrupados em polineas de texturas variaveis, ovario infero,
fruto do tipo capsula seca que se abre para a libertagdo das muito numerosas e diminutas
sementes desprovidas de cotilédones e com embrides indiferenciados (sensu
Angiosperm Phylogeny Group, 2003). As orquideas sdo plantas herbaceas, perenes e
geralmente micotroficas, e podem ser facilmente reconhecidas por suas flores
zigomorfas, nas quais os estames sdo adnatos basalmente ao estilete formando uma
estrutura denominada ginostémio (Dressler, 1981). As orquideas possuem distribuicdo
cosmopolita, embora a maioria das espécies ocorra nas regides tropicais. No Brasil
ocorrem cerca de 200 géneros e 2.500 espécies (Souza & Lorenzi, 2008).

A familia Orchidaceae € claramente monofilética, e apresenta caracteres
sinapomorficos conspicuos (Freudenstein & Rasmussen, 1999), como por exemplo, a
reducdo dos estames adaxiais, sementes micotrdéficas sem endosperma, e o ginostémio,
que é uma estrutura Unica nas monocotiledoneas. De acordo com Benzing (1987), os
padrdes evolutivos na familia estdo relacionados a caracteristicas do habitat, especiacdo
floral e micotrofia, e mesmo sem ter proposto um sistema de classificacdo formal para

este grupo, relacionou a familia com um possivel ancestral lilidceo. A producéo de
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grande quantidade de sementes também é uma estratégia evolutiva bastante eficiente,
através da qual as espécies procuram aumentar as chances de estabelecimento das
plantulas em fungéo da especificidade de seus habitats, permitindo o estabelecimento de
poucos individuos em locais distantes de sua origem, de maneira dispersa, gerando
populacgdes disjuntas (Pinheiro & Barros, 2005).

Um grande numero de estudos tem demonstrado que as flores das orquideas
podem ser altamente susceptiveis a convergéncia morfologica devido a pressdo de
selecdo do polinizador, e tradicionalmente os caracteres florais eram os principais
utilizados para classificar a familia (Dodson, 1962; Dressler & Dodson, 1960). Contudo,
caracteres florais usualmente apresentam fortes descontinuidades, frequentemente
correspondendo a sinapomorfias Unicas, as quais sdo ineficientes na inferéncia de
relacBes filogenéticas. Além disso, caracteres florais sdo frequentemente inconsistentes
guando comparadas a outras evidéncias taxondmicas (por exemplo, numeros
cromossémicos). Como resultado, poucos tratamentos taxonémicos infragenéricos
partindo de uma abordagem filogenética segura encontram-se disponiveis na literatura.

Um novo sistema de classificacdo filogenética para a familia Orchidaceae foi
proposta recentemente por Chase et al. (2003), baseado em um consideravel nimero de
evidéncias morfologicas e moleculares (atpB, rbcL, matK, psaB, trnLF), e consiste na
subdivisao da familia em cinco subfamilias, duas das quais sdo bastante consensuais:
Apostasioideae e Cypripedioideae. A terceira subfamilia, Vanilloideae, é questionada
por alguns autores (Szlachetko, 1995; Cameron et al., 1999; Cameron & Chase, 1999) e
pouco conhecida entre os botanicos, porém é fortemente suportada por diversas linhas
de evidéncias, inclusive moleculares. Outras evidéncias indicam que Spiranthoideae
sensu Dressler (1993) deve ser incluida em Orchidoideae, e Tropidieae deve ser
transferida para Epidendroideae, esta Ultima também considerada controversa em
funcdo de pequenos niveis de divergéncias em sequéncias, relativas ao nimero de taxa
envolvidos (Chase et al., 2003). Em Epidendroideae, a arvore das sequéncias de DNA
contradiz fortemente grande parte das propostas de classificacdo anteriores (Chase et
al., 2003).

A familia Orchidaceae é relativamente pouco conhecida em termos de nimeros
cromossémicos, com aproximadamente 11% de especies citologicamente conhecidas
(Felix & Guerra, 2001). Contudo, a variagdo cromossdmica numeérica é bastante
elevada, com registros de 2n = 12 em Psygmorchis pusilla (Dodson, 1957) até 2n = 240

em Epidendrum cinnabarinum (Felix & Guerra, 2001). Em face dessa variagédo
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cromossémica numérica tdo elevada e da ecologia das espécies cujos niveis de ploidia
sdo elevados, é possivel que a familia Orchidaceae tenha uma correlagdo positiva entre
quantidade de DNA e habitat terrestre (Leitch et al., 2009), 0 mesmo ocorrendo com a
poliploidia no género Oncidium que parece relacionada ao habitat terrestre ou rupicola
(Felix & Guerra, 2000).

2.1.1. Subfamilia Epidendroideae

Epidendroideae € a maior subfamilia em Orchidaceae, incluindo 650 géneros e
18.000 espécies, abrangendo mais géneros e espécies do que todas as outras subfamilias
juntas (Pridgeon et al., 2005). Esta subfamilia é composta principalmente por plantas
epifitas, porém também apresenta plantas terrestres e rupicolas. Morfologicamente €
bastante diversificada, caracterizando-se por possuir um Unico estame fértil, antera
incumbente e duas, quatro, seis ou oito polinias, geralmente com apéndices e
inflorescéncia lateral ou terminal (Pridgeon et al., 2005). Ocorre principalmente nos
tropicos e subtropicos, mas também € encontrada em clima temperado até o Circulo
Artico (Cribb & Chase, 2005). Atualmente sdo reconhecidas formalmente 16 tribos,
onde a tribo Epidendreae é considerada a maior de todas elas (Pridgeon et al., 2005).

Na subfamilia Epidendroideae os nimeros variam de 2n = 24 em E. mosenii
Barb. Rodr., E. fulgens Brongn. e Malaxis pubescens (Lindl.) Kuntze. a 2n = 240 em
Epidendrum cinnabarinum Salzm. ex Lindl. (Felix & Guerra, 2010). A subtribo
Laeliinae é relativamente pouco conhecida em termos de nimeros cromossémicos com
aproximadamente 2,5% de espécies citologicamente conhecidas. Dentre os géneros
desta subtribo, alguns sdo poucos estudados cariologicamente, quando comparados com
outros géneros da propria subtribo. Um bom exemplo disso é o género Cattleya Lindl.
que apresenta quase metade de suas espécies estudadas, enguanto géneros como
Encyclia Hook. apenas sete das 154 espécies pertencentes a este género apresentam
registro cromossomico (Felix & Guerra, 2010). Apesar de apresentar uma variacao
carioldgica significativa, 2n = 40 é o numero mais frequente na subtribo (Tanaka &
Kamemoto, 1984) e x = 20 € seu nimero basico, sugerindo que a evolugdo tenha sido

por poliploidia seguido de disploidia (Felix & Guerra, 2010).
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2.1.2. Género Epidendrum L.

Epidendrum é um género composto por cerca de 1500 espécies distribuidas
desde o sudeste dos Estados Unidos (Carolina do Norte) até o Norte da Argentina
(Chase et al., 2003; Pinheiro & Barros, 2007). Ocorre em uma grande diversidade de
habitats, apresentando espécies terrestres, rupicolas e epifitas (Paula & Silva, 2004). O
género Epidendrum caracteriza-se morfologicamente por apresentar caules cilindricos
ou pseudobulbosos, algumas vezes cespitosos, folhas disticas, inflorescéncias variaveis,
flores ressupinadas ou nao, labelo fundido com a base da coluna, estigma com lobos
laterais bem desenvolvidos, e antera com duas ou quatro polineas sésseis. De acordo
com Hagsater & Soto-Arenas (2005), Epidendrum encontra-se morfologicamente bem
definido, cuja espécie-tipo é Epidendrum nocturnum Jacqg.

Através de analises filogenéticas, baseadas em dados de sequéncias de DNA
ribossomal (ITS), Epidendrum é considerado polifilético (van den Berg et al., 2000;
Chase et al., 2003). Além disso, a ocorréncia de nimeros cromossémicos tdo diferentes,
aliada a grande variagdo morfoldgica, € um indicativo claro de sua complexidade
taxonémica. O género Epidendrum tem sido longamente considerado um depositério de
espécies taxonomicamente "mal resolvidas" (Dressler, 1993), e alguns aspectos da
taxonomia e da evolucdo do grupo permanecem obscuros, especialmente aqueles
relacionados ao desmembramento de Epidendrum e a criacdo de novos géneros como
Neolehmannia Kraenzl, ou algumas sec¢des de Epidendrum, como a sec¢do Aulizeum,
que tém sido longamente considerados controversos. Alguns autores criticam a
utilizacdo de caracteres morfoldgicos individuais que tém sido utilizados para a
segregacdo do género (Dressler, 1967).

Apenas 2,8% das espécies de Epidendrum sdo conhecidas citologicamente
(Tabela 1), e estas demonstram variacdes cromossdmicas entre espécies proximamente
relacionadas e entre populacbes de uma mesma espécie. Em termos de variagcdo
cromossémica numérica, os registros variam de 2n = 24 em E. mosenii e E. fulgens
(Tanaka & Kamemoto, 1984) até 2n = 240 em Epidendrum cinnabarinum, este Gltimo,
0 maior numero cromossdémico conhecido para a familia Orchidaceae (Felix, 2001). O
numero cromossomico diploide mais freqliente € consistentemente 2n = 40, ocorrendo
em 70% das espécies para as quais ja se tem registro. Epidendrum secundum, E. ciliare,
E. nocturnum, E. radicans e E. xanthinum sdo espécies que apresentam notavel

variacdo, formando séries poliploides divergentes, com diversos casos de disploidias e
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aneuploidias que, aliados ao pequeno numero de espécies com registro cromossémico,
dificulta o estabelecimento de um ndmero basico para o género. Apesar da escassez de
dados, alguns numeros cromossémicos no género Epidendrum sdo interpretados por
alguns autores como séries de outros nimeros basicos, i.e. x = 19, originando 2x = 38,
3x = 57, e seria um caso de duplicacdo de x = 10 com disploidia descendente de um
cromossomo para produzir o numero neobésico x = 19 (Hagsater & Soto-Arenas, 2005).
Outras linhagens de Epidendrum apresentam séries polipldides divergentes, como em E.
fulgens e E. mosenii, sendo n = 12 resultante de disploidia ascendente.

Epidendrum secundum é um exemplo marcante de polimorfismo cromossémico
numerico, apresentando diversos niveis de ploidia atualmente conhecidas, com 2n = 28,
30, 40, 42, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 68, 80 e 84 (Pinheiro & Barros, 2009; Felix & Guerra,
2010). Epidendrum secundum € uma das espécies mais variaveis e taxonomicamente
menos compreendida (Brieger, 1976, 1977), com um grande numero de sindnimos
associados a ele, tais como E. ansiferum Rchb. E. crassifolium Lindl., E. ellipticum
Graham. e E. elongatum Jacq. (Pinheiro & Barros, 2007a). Contudo, trata-se apenas de
uma espécie altamente polimdrfica, apresentando elevada variagdo morfoldgica
continua entre suas populacdes (Pinheiro & Barros, 2007). E. secundum encontra-se
distribuido pela America do Sul, ocorrendo em uma variedade de habitats tais como os
Andes, planalto central do Brasil, campos rupestres, ao longo da costa do Atlantico e em
inselbergues na Caatinga (Pinheiro & Barros, 2007a), e demonstram grande habilidade
de colonizar novos habitats.

E. secundum pertence ao subgénero Amphiglottium, que encontra-se subdividido
em quatro secdes: Imbricata, Bifaria, Ancipta e Amphiglottium, esta Gltima, a qual
pertence E. secundum, foi subdividida em trés subsecbes (Integra, Carinata, e
Tuberculata). Contudo, apenas as subsecdes Tuberculata e Integra sdo consideradas
monofiléticas (Pinheiro et al., 2009). Epidendrum secundum ¢é classificado como
pertencente a subsecdo Tuberculata (segdo Amphiglottium), com base na morfologia dos
calos do labelo (Pinheiro & Barros, 2007b).

2.2. Citogenética Vegetal

O uso de dados citogenéticos na taxonomia vem sendo feita desde o inicio do
século passado, como um dos instrumentos importantes na sistematica vegetal para a

compreensdo das relacbes de parentesco e dos mecanismos de evolugdo cromossdmica
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nas mais diversas categorias taxondmicas (Stebbins, 1971; Guerra, 1990). Diversos
dados cromossdmicos tém sido taxonomicamente utilizados, incluindo numero,
tamanho, morfologia, comportamento meiotico e contetdo de DNA (Stuessy, 1990).

Os dados de numeros cromossdémicos de varios estudos tém nos permitido
avaliar apenas superficialmente a variabilidade numérica das plantas vasculares como
um todo. O maior nimero conhecido em plantas, n = 630, foi observado em
Ophioglossum reticulatum L., uma pteridéfita homosporada (Stebbins, 1971). Nas
angiospermas, 0s humeros cromossémicos tém variado de 2n = 4, em cinco espécies de
familias distintas, incluindo Rhynchospora tenuis Link. da familia Cyperaceae (Vanzela
et al., 1996), até 2n = 640 em Sedum suaveolens Kimnach, uma Crassulaceae (Leitch &
Bennett, 1997). Algumas familias apresentam uma notavel variagdo numérica, como em
Orchidaceae, com 2n = 12 em Erycina pusilla L. a 2n = 240 em Epidendrum
cinnabarinum (Felix, 2001) e Commelinaceae com 2n = 12 a 2n = 76 (Pitrez et al.,
2001), enquanto outras sdo bastante regulares, como Phytolaccaceae, que apresenta
apenas registros de n = 9 ou seus multiplos (Stuessy, 1990).

O numero cromossémico é o parametro mais utilizado na citogenética vegetal, e
a caracteristica citolégica sobre a qual se dispde de um maior nimero de dados
(Stuessy, 1990). Os primeiros estudos citogenéticos de plantas estavam restritos a
determinacdo do numero e da morfologia cromossémica com o uso de coloragdes
convencionais (Guerra, 2000). No entanto, nas espécies vegetais com cromossomos de
tamanho e morfologia semelhantes, as analises convencionais eram limitadas e pouco
informativas. Como a caracterizagdo do conjunto cromossdmico de uma espécie é
essencial para a pesquisa citogenética, novas técnicas visando contornar essas
limitacGes foram desenvolvidas.

A introducdo das técnicas de bandeamento cromossdmico ocorreu por volta de
1970 e possibilitou a exploracdo de novos enfoques na caracterizagdo cromossémica
pela coloragéo diferencial de determinadas regides dos cromossomos (Casperson et al.,
1970). Técnicas de coloracdo diferencial como bandeamento Q, G ou R permitiram
ampliar as analises de caracterizacdo e evolugdo cariotipica em diversas espécies
(Friebe et al., 1996). A técnica de bandeamento C é amplamente empregada na
citogenética vegetal e se caracteriza por revelar blocos de heterocromatina constitutiva
que permanecem condensadas durante todo o ciclo celular e se distribuem
preferencialmente nas regides terminais e/ou proximais dos cromossomos (Guerra,

2000; Summer, 2003). Schwarzacher et al. (1980), baseando-se no padrdo de
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distribuicdo de bandas C de duas espécies do género Cephalanthera Rich., identificou
0s pares dos seus cromossomos homdlogos. Guerra (2000) analisou os padrdes de
distribuicdo da heterocromatina nos cromossomos de 105 espécies pertencentes a 90
géneros de angiospermas, onde se utilizou tanto a coloracdo com fluorocromos como o
bandeamento C. Ainda, Tuna et al. (2001) analisaram a distribui¢do da heterocromatina
de 20 acessos da espécie Bromus riparius Rehm. (Pl 440215) utilizando a técnica de
bandeamento C, o que os possibilitou parear todos os homdlogos e montar um
cariograma a partir do tamanho cromossoémico e posicao das bandas C.

O bandeamento C provou ser uma 6tima ferramenta na citotaxonomia, mas
apresenta limitagBes importantes, uma delas relacionada & conservagdo da morfologia
cromossémica, pois o procedimento atua fortemente nos cromossomos, levando a perda

de DNA e proteinas, principalmente nas regides eucromaticas (Summer, 2003)

2.2.1. Bandeamento com Fluorocromos

Devido a utilidade do bandeamento cromossémico na caracterizacdo de
cariotipos, muitas técnicas tém sido aprimoradas para a visualizacdo da
heterocromatina. Os estudos citogenéticos passaram a incorporar 0 uso de
fluorocromos, corantes que apresentam propriedades fluorescentes base-especificas que
permitem caracterizar sequéncias repetitivas pela proporcdo de pares de bases GC
(guanina/citosina) e AT (adenina/timina) (Schweizer & Ambros, 1994). Dentre 0s
fluorocromos que apresentam afinidade pelas bases AT se destacam o DAPI (4°, 6-
diamidino-2-fenilindol), o Hoechst 33258 e a Quinacrina, enquanto que a Cromomicina
Az (CMA) e a Mitramicina apresentam afinidade por regides ricas em GC (Schweizer &
Ambros, 1994; Sumner, 2003). Dos fluorocromos acima citados, 0s mais comumente
utilizados na citogenética vegetal sdo o CMA e o DAPI, principalmente na forma de
dupla coloracdo, técnica onde a mesma lamina é corada com um fluorocromo e
contracorada com outro, respectivamente nesse caso, 0 CMA seguido do DAPI. As
reacOes dos fluorocromos com o0s cromossomos dependem principalmente da
composicgdo das bases nitrogenadas da molécula de DNA, de tal forma que cada regido
do cromossomo pode apresentar reagdes posivas (+), negativas (-) ou neutras (0) com
um dado fluorocromo (Schweizer, 1981).

O uso em conjunto dos dois fluorocromos CMA/DAPI tem permitido comparar

cariotipos e esclarecer relacdes evolutivas em varios géneros vegetais (Roser, 1994,
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1995; Moraes et al., 2007a,b). Hizume et al. (1989), por exemplo, conseguiram
caracterizar e identificar todos os cromossomos de Pinus densiflora Sieb. et Zucc. e P.
thunbergii Parl. Almeida et al. (2007) utilizando CMA/DAPI, além de outras técnicas
como FISH e GISH, analisaram varias espécies relacionadas do género Spondias L. e
demonstraram que 0 umbu-caja ndo é resultado da hibridizacdo de S. tuberosa Arruda
Cémara com S. monbin L. como supunham anteriormente. Moraes & Guerra (2010)
confirmaram que Emilia sonchifolia (L.) DC. é um dos parentais de E. forsbergii
Nicolson utilizando os padrbes de distribuicdo das bandas CMA/DAPI, sitios de DNA
ribossomal 5S e 45S, além da técnica de GISH, a qual forneceu dados mais precisos
para afirmar que E. forsbergii tem uma origem hibrida.

Poucos sao os estudos dos padrdes de distribuicdo da heterocromatina na familia
Orchidaceae. Kao et al. (2001) estudaram os padrdes de acimulo de heterocromatina de
nove espécies do género Phalaenopsis Blume, D’Emerico et al. (2005) estudaram a HC
de algumas espécies do género Ophrys L., Cabral et al. (2006) analisando os padrfes de
distribuicdo da HC em quatro espécies do género Maxillaria Ruiz & Pav., observaram
que os sitios de DNAr 5S e 45S co-localizam com algumas das bandas CMA®. Koehler
et al. (2008) analisaram filogeneticamente 48 espécies utilizando intron plastidial trnL e
espacador intergénico trnL-F, além do estudo dos padrées de distribui¢cdo de HC em 18
espécies de Maxillariinae, onde foi possivel esclarecer os fenbmenos envolvidos na
evolucdo cariotipica do grupo. As espécies analisadas apresentaram um numero maior
de cromossomos contendo bandas DAPI'/CMA™ do que cromossomos com bandas
CMA'/DAPI". A partir destas analises os autores sugerem que a fusdo e/ou fissdo
céntrica € o principal mecanismo envolvido na diferenciagdo displéide do numero
cromossdmico para algumas espécies do género Christensonella Szlach., Mytnik,
Gorniak & Smiszek, especialmente em C. ferdinandiana. (Barb.Rodr.) Szlach., Mytnik,
Gorniak & Smiszek. Conforme Koehler et al. (2008), o padrdo de distribuicdo da
heterocromatina provou ser uma fonte valiosa de informacédo relacionada aos padrbes
evolutivos dentro do grupo. No estudo da subtribo Laelliinae, Souza (2011) observou a
distribuicdo da HC e dos sitios de DNAr 5S e 45S, e verificou que todas as bandas
CMA'/DAPI" co-localizam com os sitios 45S, além de serem conspicuamente
heteromdrficas, demonstrando também a existéncia de bandas DAPI*/CMA". Apesar de
0 numero cromossémico 2n = 40 na subtribo Laeliinae representar 70% das espécies
para as quais existem contagens cromossémicas, 0 uso da técnica de bandeamento com

fluorocromos e 0 uso de marcadores cito-moleculares revelam uma grande variabilidade
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cariotipica nestas espécies, 0 que ndo seria possivel verificar apenas pelo uso de técnicas

com coloracdo convencional.

2.2.2. Heterocromatina

Emil Heitz (1923) foi o primeiro a distinguir a heterocromatina da eucromatina
ou cromatina verdadeira com base na compactagdo da cromatina de células em
intérfase. A heterocromatina foi descrita como uma regido do cromossomo que
permanecia condensada em todo ciclo celular. Posteriormente, Nagl (1979) revelou em
seus estudos uma parte da eucromatina que permanecia condensada durante a interfase,
conhecida como “eucromatina condensada” presentes nos cromocentros. Brown (1966)
classificou a heterocromatina em duas classes: heterocromatina facultativa (HF), a qual
permanecia condensada durante todo o ciclo celular, ocorrendo apenas em um dos
cromossomos do par homologo, assim apresentando a mesma composi¢do de DNA da
cromatina do homologo eucromatico; e a heterocromatina constitutiva (HC) que ocorre
no mesmo sitio de ambos os cromossomos homologos. A HF esta geralmente associada
com 0s cromossomos sexuais e diferenciacdo sexual, mas ndo estd necessariamente
restrita a um dos pares cromossomicos. Estas designacdes sempre relacionam o tipo de
cromatina as suas propriedades de condensacgéo e coloracao.

Com o intuito de diferenciar a cromatina dos cromossomos, muitos
citogeneticistas utilizam o bandeamento C, que revela os blocos de HC que
permanecem condensadas durante todo o ciclo celular e se distribuem preferencialmente
nas regides terminais e/ou proximais dos cromossomos (Guerra, 2000; Summer, 2003).
Muitos trabalhos foram desenvolvidos com o uso dessa técnica e conseguiram bons
resultados (Schwarzacher et al., 1980; Guerra, 2000; Tuna et al., 2001). O bandeamento
C mostrou-se como uma Otima ferramenta para a citotaxonomia, mas apresenta
limitacbes, como a distorcdo da morfologia dos cromossomos (Summer, 2003), ou
mesmo sua ineficiéncia em detectar bandas heterocromaticas muito pequenas, como em
Emilia forsbegii (Moraes & Guerra, 2010), onde o bandeamento com fluorocromos
mostrou-se mais sensivel em localizar blocos pequenos de heterocromatina. O uso dos
fluorocromos permite a deteccdo de sequéncias repetitivas pela proporcédo de pares de
bases GC (guanina/citosina) e AT (adenina/timina) (Schweizer & Ambros, 1994). Essa
técnica auxilia a distinguir alguns tipos de heterocromatina em plantas (Schweizer,

1976). Além disso, tem permitido comparar a distribuicdo das regides heterocromaticas
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nos cromossomos e esclarecer relagdes evolutivas em varios géneros vegetais (Hizume
et al., 1989; Roser, 1994, 1995; Moraes et al., 2007a,b; Almeida et al., 2007; Moraes &
Guerra 2010).

A HF é melhor definida como uma regido que € reprimida epigeneticamente e €
heterocromatica por apenas uma parte do ciclo celular (Sumner, 2003). A HC pode ser
definida como uma substancia que tende a ter uma composicdo de DNA diferente da
eucromatina, e ndo ser transcrita devido a sua composi¢do de DNA (Sumner, 2003).

A heterocromatina tem um papel importante na manutencdo de milhares de
genes e inibicdo de outros elementos de DNA em ordem a permitir um sequencia
estruturada de eventos transcricionais durante o desenvolvimento (Fransz & Tessadori,
2006). Nos processos de silenciamento génico estd uma cadeia de interacOes
moleculares epigenéticas, incluindo a metilagdo do DNA e as modificac6es de histonas.
Embora o silenciamento génico epigenético tenha se tornado quase sinénimo de
heterocromatizacdo, existem varios artigos na literatura nos quais a formacdo da
heterocromatina é necessaria para a ativacao da expressdo génica (Weiler & Wakimoto,
1995; Lu et al., 2000; Yasuhara & Wakimoto, 2006; Grewal & Jia, 2007).

A formacdo da heterocromatina e sua manutencdo integram diversos tipos de
informacgdes, incluindo localizagdo cromossdmica, localizagdo nuclear e presenca de
elementos de DNA repetitivo (Weiler & Wakimoto, 1995; Hall & Grewal, 2003). As
analises dos padrdes de distribuicdo de HC nos complementos cromossdémicos das
angiospermas em geral é dificultada pela alta variabilidade da HC junto a variabilidade
de outros parametros cariotipicos. De acordo com Guerra (2000), nas analises dos
padrbes de bandas da HC de diferentes espécies devem-se considerar alguns aspectos
como: a ndo homogeneidade da HC, sua variacdo qualitativa e quantitativa entre
espécies; a frequéncia de polimorfismos no nimero e tamanho das bandas dentro de
uma mesma espécie; ainda que tanto a HC como a eucromatina possam sofrer mudancas
relativas em um curto periodo de tempo, que diferentes técnicas de coloracdo podem
revelar diferentes fracbes da HC, e ainda que espécies muito diferentes podem
apresentar diferengas simultdneas no numero, tamanho e morfologia cromossémica,
tanto quanto a quantidade, composicao e distribuicdo da HC (Greilhuber, 1982; John,
1988; Sumner, 1990).

Vaérios trabalhos com intuito de caracterizar a distribuicdo das bandas da HC
entre espécies relacionadas tém sido realizados (Hizume et al.,1989; Almeida et al.,

2007; Guerra, 2008; Moraes & Guerra, 2010), como também na familia Orchidaceae
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(Kao et al., 2001; D’Emerico et al., 2005; Cabral et al., 2006; Koehler et al., 2008;
Souza, 2011). QuestBes acerca da evolucdo cariotipica de alguns grupos a partir de
técnicas de coloracdo diferencial e de hibridizacdo in situ também tém sido levantadas,
no entanto, o significado funcional e evolucionario da HC pode ndo ser o0 mesmo para
todas as espécies, e um padrao simples de distribuicdo para todas as angiospermas pode
ndo existir, apenas tendéncias ou padrbes preferenciais para diferentes genomas e

arquiteturas cariotipicas (Guerra, 2000).

2.3. Evolucdo Cariotipica

Ap6s um intervalo de tempo suficientemente longo, populagdes tendem a se
diferenciar devido a pequenas mudanc¢as cumulativas, ou seja, como consequéncia de
mutacdes. Estas populacGes podem eventualmente se diferenciar a tal ponto, que se
tornam isoladas reprodutivamente dos individuos da populacdo original. Isto se deve,
em parte, a processos adaptativos da espécie a propria instabilidade bidtica e abittica do
seu habitat, e, em parte, ao fato de que a variabilidade genética das espécies ndo apenas
serve como um tampdao para as variagoes ciclicas e aciclicas do meio ambiente, como
também esté sujeita as forcas do acaso, sendo, portanto, um processo estocéastico. O
conjunto de processos adaptativos e estocasticos leva a que muitas das caracteristicas
génicas e cariotipicas de uma espécie sejam alteradas ao longo da evolucgdo. Por essa
razdo, uma espécie ancestral s6 coexiste com suas espécies derivadas se a divergéncia
tiver sido relativamente recente (Guerra, 1988).

Cariotipo € o aspecto morfoldgico do complemento cromossémico visto em
qualquer uma das fases do ciclo celular na mitose ou meiose (Stebbins, 1971; Guerra,
1988). Diferentes organismos apresentam diferentes conjuntos cromossdémicos, € no
geral os caridtipos de espécies relacionadas sdo mais similares que aqueles cariotipos de
espécies relativamente distantes (Sumner, 2003). Mudancas no tamanho do
cromossomo e morfologia sdo caracteristicas do processo evolutivo, e € possivel
descrever os varios caminhos pelos quais cada cromossomo ou mesmo todo o genoma
percorreu durante o tempo, de uma espécie para outra (Sumner, 2003). O uso dos dados
cariolégicos na taxonomia, tradicionalmente referido como citotaxonomia (Greilhuber
& Ehrendorfer, 1988) contribuem na avaliacéo das relagdes genéticas entre espécies ou
populagdes e a um melhor entendimento de como eles divergiram um do outro (Guerra,
2008).
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2.3.1. Poliploidia

Estima-se que 30 a 80% das angiospermas sdo polipldides (Moore, 1995; Otto &
Whitton, 2000), portanto esse mecanismo demonstra ser muito importante na evolucao
desse grupo (Otto & Whitton, 2000). A poliploidia consiste na ocorréncia de mais de
duas cdpias gendmicas em um unico nucleo (Adams & Wendel, 2005), principalmente
como conseqiiéncia de endomitoses ou pela fusdo de gametas nao reduzidos. Portanto, é
também uma das principais causas da variacdo cromossémica numerica, nao
programada geneticamente, que pode ocorrer entre espécies, entre individuos de uma
mesma espécie ou entre populagdes (Guerra, 1988).

A poliploidia é muito mais complexa do que uma mera interagcdo que surge entre
dois genomas, € um fenbmeno que envolve amplo espectro de ajustamentos moleculares
e fisiolégicos (Adams & Wendel, 2005), complexas reorganiza¢@es genéticas, incluindo
trocas entre genomas, alteragdes na expressao génica e nos padrdes de metilacdo de
DNA, silenciamento genético induzido epigeneticamente, perda de sequéncias curtas,
além de novos fenotipos que emergem através da poliploidia (Levy & Feldman, 2004;
Sumner, 2003). Além do mais, a poliploidia € um fendmeno recorrente na evolucdo das
plantas, podendo direcionar a perda diferencial de genes, e estd frequentemente
associada a hibridizacdo (Stebbins, 1971).

Acredita-se que a poliploidia é o mecanismo pelo qual algumas espécies
evoluiram ndmeros cromossdémicos muito altos, como Sedum suaveolens, com 2n = 640
ca. 80x, a maior contagem cromossdmica entre as angiospermas (Uhl CH., 1978) e
Ophioglossum pycnostichum (uma pteridéfita) com 2n = 1260 ca. 84x, a maior
contagem entre as plantas (Love et al., 1977). Na familia Orchidaceae, Epidendrum
cinnabarinum apresenta 2n = 240 (ca. 24x), sendo a maior contagem cromossémica
dentre todas as orquideas para as quais ja apresentam-se analisadas (Félix & Guerra,
2005).

Diversos géneros, nos quais um numero basico forma uma série poliploide,
podem conter um segundo numero basico, derivado do primeiro, pela duplicagdo
cromossOmica seguida da perda (ou ganho) de um ou mais cromossomos no inicio de
uma linhagem nova, o qual se denomina nimero basico secundario, que iniciam no
grupo uma nova série poliploide (Brandham, 1999). Uma grande variacdo no nimero

cromossdmico observados em muitos grupos de orquideas terrestres dificulta o
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reconhecimento de x = 7 como numero basico para a familia Orchidaceae (Guerra,
2008). No entanto, quando o numero basico de cada género foi identificado, muitos
deles se enquadravam em séries polipldides n = 7 +/- 1, 14 +/- 1, e 21 +/- 1, sugerindo
que a disploidia acorreu em todos os niveis de ploidia e em alguns géneros o numero
dominante foi o disploide em vez do nimero euploide (Felix & Guerra, 2005).

Berjano et al. (2009) analisando representantes do género Aristolochia L. “sensu
lato” sugeriram A. paucinervis como sendo um hexaploide, considerando x = 6 como
numero basico e que tenha sofrido uma reducéo por disploidia de 2n = 36 a 2n = 34, ou
mesmo considerando x = 7 como numero basico, demonstrando uma forte reducao por
disploidia. Moraes & Guerra (2010) analisando a origem hibrida do tetraploide Emilia
forbergii (2n = 20) sugeriram que o conjunto de cromossomos menores de E. forsbegii
pertencem ao diploide E. sonchifolia (2n = 10). Xiong & Pires (2011) identificaram os
cromossomos homeologos correspondentes do alopoliploide Brassica napus (2n = 38)
entre 0 genoma A (de B. rapa, 2n = 20) e o genoma C (de B. oleracea, 2n = 18), com
base em um robusto mapeamento génico utilizando a técnica BAC-FISH, além da
localizacdo dos sitios de DNAr 5S e 45S.

Autopolipléides recentes frequentemente conservam muito das caracteristicas
cariotipicas, como morfologia dos cromossomos, bandas heterocromaticas, quantidade
de DNA, numero e posicao de sitios de DNAr, enquanto os polipldides mais antigos
tendem a perder algumas dessas sequéncias e tornam-se menos parecidos com suas
espécies relacionadas diploides (Weiss & Maluszynska, 2000; Bennet & Leitch, 2005;
Kovarik et al., 2008). Souza et al. (2010), estudando espécies do género Ipheion,
demonstraram que I. uniflorum, com 2n = 24, apresenta duplicagdo quase exata da
morfologia dos cromossomos, bandas CMA?, e sitios de DNAr, em relacio ao citotipo
diploide de outro exemplar de I. uniflorum com 2n = 12 , sugerindo ao autopolipléide

uma origem recente.

2.3.2. Disploidia

Ehrendirfer (1964) descreve disploidia como sendo o aumento ou diminuicéo
gradativa no numero cromossomico haploide observado entre as espécies,
frequentemente formando séries disploides. Na literatura encontramos exemplos
classicos de séries displdides como em Crepis, Haplopappus, Luzula, Clarkia, Crocus,

Podocarpus e muitos outros (Stebbins, 1971; Grant, 1982). Diferente das aneuploidias,
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onde ha perda ou ganho de material genético, nas disploidias pode haver reducdo ou
aumento no numero cromossomico sem haver alteragdo quantitativa ou qualitativa no
material genético (Guerra, 1988). Isso pode ocorrer devido a rearranjos estruturais do
tipo translocacéo e fusdo ou fissdo céntricas (Guerra, 1988; Sumner, 2003).

Em Vicia faba sequéncias teloméricas tém sido encontradas nos centromeros do
Unico par de cromossomos metacéntricos, supostamente originado a partir de uma fusdo
de dois cromossomos telocéntricos (Schubert, 1992). Jones (1998) listou diversos
géneros onde um grande nimero de séries displdides é reportado, e sdo claramente
relacionadas a translocacdo Robertosoniana, incluindo Cymbispatha, Gibasis, Lycoris,
Nothoscordum, entre outros. Guerra (2008) sugere que Nosthoscordum macrostemon,
com 2n = 10 (6M + 4A), tenha sofrido possivelmente uma fissdo ou fuséo
cromossémica, com base no cariotipo de N. montevidense, com 2n = 8 (8M), uma
espécie relacionada. Salles de Melo et al. (2010) analisando espécies da subtribo
Vernonieae sugeriram que o principal mecanismo carioevolutivo para o grupo foi a
disploidia, provavelmente associada a poliploidia por processos de hibridagdes

ancestrais gerando a maioria dos géneros paleotetraploides.

3. MATERIAL E METODOS

Material Botanico — Foram analisadas trés espécies do género Epidendrum,
incluindo E. fulgens, E. xanthinum e E. secundum. Adicionalmente, foram analisados
dois hibridos interespecificos, o primeiro entre E. xanthinum x E. secundum,
proveniente de Nova Friburfo, estado do Rio de Janeiro, e que ocorre em simpatria com
as espécies parentais utilizadas no presente estudo, o segundo entre E. fulgens e E.
secundum, designado aqui como Epidendrum sp. aff. fulgens, encontrado em simpatria
com as duas Ultimas no municipio de S&o Jodo do Tigre, estado da Paraiba (Tabela 1).
As espécies foram obtidas através de coletas no campo, ou gentilmente cedidas pelo
Instituto de Botéanica de Sdo Paulo (IBT). Todas as espécies foram mantidas em cultivo
no jardim experimental do Laboratorio de Citogenética Vegetal, do Centro de Ciéncias

Agrérias, da Universidade Federal da Paraiba — Campus II.

Preparacédo cromossomica — Para as analises mitéticas, coletaram-se pontas de
raizes jovens imediatamente submetidas a pré-tratamento com 8-HQ (8-

hidroxiquinoleina) por 24 horas a 18°C, e posteriormente fixadas em Carnoy 3:1
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(etanol: acido acético glacial) por 3 horas a temperatura ambiente e depois estocadas em
freezer a —20°C até posterior andlise. As raizes foram lavadas duas vezes em &gua
destilada por cinco minutos e digeridas a 37°C por 30 minutos em solucéo contendo 2%
de celulase (Onozuka) — e 20% de pectinase (Sigma, Saint Louis, MO) (w/v).

O meristema de cada raiz individual foi fragmentado sobre uma lamina em uma
gota de &cido acético 45%, coberto com uma laminula e esmagado, sendo a laminula
posteriormente removida ap6s congelamento em nitrogénio liquido. Em seguida as

laminas foram secas ao ar e envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente.

Coloragéo com Fluorocromos Cromomicina Az e 4’ -6-diamidino-2-fenilindol
(CMA/DAPI) — ap6s o envelhecimento, as laminas foram coradas com CMA e DAPI
como descrito previamente (Barros e Silva & Guerra, 2010). As laminas foram coradas
com CMA; (0.5 mg/ml) durante uma hora, lavadas em agua destilada, secas ao ar,
coradas com DAPI (1 pug/ml) por 30 minutos, lavadas novamente, secas, e montadas em
glicerol e tampdo Mcllvaine (pH 7,0) (1:1, v/v). As melhores metéfases foram
capturadas com uma camera de video Cohu usando o software Leica QFISH. Os

principais dados obtidos com a coloracdo CMA/DAPI estdo sumarizados na Tabela 2.

Analises e medidas cromossémicas — Para cada espécie, foram medidas trés
metafases com morfologia cromossémica clara utilizando-se o software Image tool
versdo 3.0. A relacdo entre os bracos cromossdmicos (comprimento do braco
longo/comprimento do braco curto) foi utilizada para classificar os cromossomos como
metacéntricos (1 — 1,4), submetacéntricos (1,5 — 2,9), ou acrocéntricos (> 3,0), de
acordo com Guerra (1986). Além disso, foram calculadas a média total do comprimento
cromossémico hapléide (tl), a média do comprimento cromossémico (C), relacdo entre
0 maior e 0 menor cromossomo do complemento (R) e a média da relacdo entre os
bracos (r). A assimetria cariotipica foi estimada utilizando-se o0s indices
intracromossémicos (A;) e intercromossdmicos (A;) conforme Romero Zarco (1986).
Utilizou-se também a categoria de assimetria de Stebbins na classificacdo dos cariétipos
das espécies analisadas. ldeogramas foram construidos com base nos padrbes de
distribuicdo de bandas CMA'/DAPI”, CMA“/DAPI*, CMAYDAPI" para ilustrar os

tipos de cromossomos encontrados em cada espécie.
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Analises morfomeétricas — foram analisados 15 caracteres morfoldgicos florais
(Tabela 3) com base em Pinheiro e Barros (2007b), com algumas modificacfes. Todas
as medidas foram tomadas com o auxilio de um paquimetro digital JOMARCA®, a
partir do ponto de maior dimensdo para cada caractere. Exsicatas de todos 0s materiais
analisados encontram-se depositadas no Herbério Prof. Jayme Coelho de Moraes (EAN)
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba. Os dados foram
analisados com o software STATISTICA version 10.0 StatSoft, Inc. (2011) para o
calculo das médias e do desvio padrdo (Tabela 3). Procedeu-se uma analise multivariada
e de Agrupamento, utilizando-se 0 método de agrupamento do vizinho mais proximo,
para identificar a ocorréncia de grupos morfologicamente bem definidos. A Anélise de
Componentes Principais (ACP) foi utilizada para sumarizar a variagdo entre as
populacgdes e identificar a natureza intermediaria das caracteristicas morfologicas florais
do hibrido entre E. fulgens e E. secundum. Na ACP, o nimero de eixos informativos foi

determinado pelos autovalores.

4. RESULTADOS

4.1. Analise dos cromossomos mitoticos

A lista das espécies analisadas, seus respectivos locais de coleta, numeros
cromossémicos, caracteristicas cariomorfolégicas e indices de assimetria estdo
apresentados na Tabela 1. Na Tabela 2 estdo sumarizados o numero e tipo de bandas
heterocromaéticas para cada espécie. Os nimeros cromossdmicos variaram de 2n = 24
em E. fulgens até 2n = 64 em Epidendrum sp. aff. fulgens, enquanto o tamanho dos
cromossomos de E. secundum variaram desde 0,75 wm no menor cromossomo da
populagdo de Atibaia - SP, a 7,10 um no maior cromossomo da populacdo de Nova
Friburgo — RJ. Os cari6tipos de todas as espécies apresentaram-se geralmente
simétricos, formados por cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Nos
terminais de pelo menos um par cromossémico, foram identificadas regides
CMA"/DAPI" (exceto populacdo de Nova Friburgo de E. secundum), algumas regides
CMA'/DAPI” (exceto em uma Unica populagio de E. fulgens de Sio Jodo do Tigre) e
CMAY/DAPI” (exceto em uma Unica populagdo de E. secundum de S3o Jodo do Tigre),
estas Ultimas, sem formar bandas claramente visualizaveis, mesmo apds a sobreposicdo

e processamento digital das imagens. Em geral, as regifes pericentroméricas
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apresentaram-se CMA®/DAPI”, enquanto grandes blocos CMA"/DAPI* ocupando quase
todo ou os terminais dos bracos curtos de alguns cromossomos de todas as espécies,
com excecdo de Epidendrum secundum de Nova Friburgo. Apenas E. xanthinum
apresentou uma banda intersticial CMA™/DAPI" em apenas um par cromossémico.

Das duas populacdes de Epidendrum fulgens analisadas, a populacdo de Panelas
(Pernambuco), com 2n = 24 (Figura 1a-c), apresentou um cariétipo bimodal (Figura 1c),
com 15 cromossomos metacéntricos e nove submetacéntricos, com um par de bandas
terminais CMA'/DAPI” heteromorficas (Figura 1c, setas amarelas), seis bandas
terminais CMA“/DAPI* (Figura 1c), sendo trés blocos grandes e trés pequenas bandas
nos terminais dos bragos curtos de cromossomos submetacéntricos (Figura 1c, insertos).
A populacdo coletada em S&o Jodo do Tigre (Paraiba) apresentou cari6tipo com 2n = 50
(Figura 1d-f), e ocorréncia, em algumas células, de um pequeno cromossomo
supranumerario inteiramente  CMAYDAPI” (Figura 1f, inserto), com ligeira
bimodalidade devido a presenca de um par cromossomico claramente maior que 0s
demais. Foram visualizadas 16 bandas terminais CMAT/DAPI®, seis das quais
localizadas nos bragos longos, e as demais nos bracos curtos, além de quatro bandas
CMAYDAPI™ (Figura 1f, setas amarelas) nos terminais do brago curto de dois pares
cromossomicos pequenos submetacéntricos.

Em S&o Jodo do Tigre, foram encontrados em simpatria com E. fulgens,
individuos de E. secundum com 2n = 56 (Figura 1g-i). Nesse caso, s6 foram obtidas
células prometéfasicas, ndo sendo possivel detalhar a morfologia cromossdmica deste
citétipo em virtude do estdgio de condensacdo dos cromossomos. Foram observadas
oito bandas terminais CMA™/DAPI", quatro delas localizadas em cromossomos maiores
e as demais em cromossomos medianos. Também foram visualizadas trés pequenas
bandas CMA'/DAPI” (Figura 1i, setas amarelas), duas delas formando pequenos
satélites distendidos. Além de E. fulgens e E. secundum, foi observado nesta mesma
localidade, uma populacdo com caracteristicas de morfologia floral intermediaria entre
essas duas especies. Esse material, denominado Epidendrum sp. (aff. fulgens),
apresentou 2n = 64 (Figura 1j-1), cariotipo ligeiramente bimodal devido a presenga de
um par cromossdémico maior (Figura 1l, setas brancas). Foram visualizadas trés bandas
CMA'/DAPI” (Figura 1l, insertos) provavelmente correspondentes as RONSs, além de
14 bandas terminais CMA“/DAPI", geralmente localizadas no brago curto de sete pares

metacéntricos e submetacéntricos (Figura 11I).
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Tabela 1. Espécies do género Epidendrum L (subgénero Amphiglottium), com seus respectivos locais de coleta, numero cromossémico diploide (2n), nimero
cromossémico haploide (n), formula cariotipica (FC), nimero fundamental (NF), variacdo no tamanho cromossémico, média total do comprimento cromossémico
hapldide (tl), média do comprimento cromossémico (C), relacdo entre o cromossomo maior e 0 menor no complemento (R), média da relagcdo entre os bracos

cromossomicos (r), indice de assimetria intracromossomica (A;) e indice de assimetria intercromossomica (A,).

Local de Tamanho
Espécie Coletor 2n n FC NF cromossémico tl C R r Ay A,
Coleta (um)
Epidendrum fulgens Brongn. L.P.Felix, Panelas, PE 24 12 15 MT + 9 SM 48 1,75-4,49 32,17 2,47 2,33 1,37 0,29 0,24
12515

E. fulgens Brongn. S.N. 93 Séo Jodo do 50+1B 25 40MT +10SM 100 1,28 - 4,24 57,55 2,30 3,21 1,30 0,21 0,27
Tigre, PB

Epidendrum sp. (aff. fulgens) S.N. 92 Séo Jodo do 64 32 26 MT +38SM 128 0,82-291 53,72 1,68 2,96 1,63 0,35 0,25
Tigre, PB

E. secundum Jacq. IBT 17660 Atibaia, SP 56 28 31MT+25SM 112 0,75-3,34 46,99 1,68 3,71 1,49 0,28 0,32

E. secundum Jacq. IBT 17841s  Nova Friburgo, 58 29 31 MT + 27 SM 116 1,27-7,10 87,52 3,02 4,97 1,63 0,34 0,43
RJ

E. secundum Jacq. IBT 17840 Nova Friburgo, 56 28 31MT+25SM 112 1,10-3,35 51,31 1,90 2,67 1,59 0,32 0,26
RJ

E. xanthinum Lindl. IBT 17671 Nova Friburgo, 28 14 18 MT + 10 SM 56 157-5,0 37,91 2,71 3,02 1,48 0,29 0,35
RJ

E. secundum x E. xanthinum IBT 19L Nova Friburgo, 42 21 18 MT + 24 SM 84 1,28 - 5,88 68,45 3,26 4,20 1,72 0,36 0,33
RJ

30



Tabela 2. Espécies de Epidendrum L. (subgénero Amphiglottium) com seus respectivos numeros
cromossémicos dipldides (2n), tipo e nimero de bandas terminais heterocromaticas, tipo e nimero de

bandas pericentroméricas e nimeros de bandas intersticiais.

Espécie Local de coleta + ; Bandas _Termirlais 0 ; Banc_ia_s .
CMA'/DAPI” CMA'/DAPI CMA'/DAPI Intersticiais

Epidendrum fulgens Panelas, PE 02 06 08 -

E. fulgens (parental) Séo Jodo do Tigre, PB - 16 04

Epidendrum sp. (aff. fulgens)  Sédo Jodo do Tigre, PB 03 14 06

E. secundum (parental) Sédo Jodo do Tigre, PB 03 08 -

E. secundum Jacq. Atibaia, SP 04 02 08 -

E. secundum Nova Friburgo, RJ 02 - 04 02 DAPI/CMAY

E. secundum (parental) Nova Friburgo, RJ 06 02 04 -

E. xanthinum (parental) Nova Friburgo, RJ 03 04 06 02 DAPI'ICMA

E. secundum x E. xanthinum Nova Friburgo, RJ 04 02 03 -

Tabela 3. Sumario da estatistica descritiva para as caracteristicas
morfoldgicas qualitativas medidas em 18 individuos de E. secundum, E.
fulgens e Epidendrum sp. aff. fulgens ocorrendo em simpatria na populagéo
de Sdo Jodo do Tigre, Paraiba.

Caracteres Sigla Médias  Desvio padrao
Comprimento da sépala dorsal DS-L 9,13 1,47
Largura da sépala dorsal DS-W 3,76 0,90
Comprimento da sépala lateral LS-L 9,58 1,37
Comprimento da sépala lateral LS-W 4,05 0,69
Comprimento da pétala PT-L 9,14 1,44
Largura da pétala PT-W 3,73 1,07
Comprimento do labelo LA-L 4,93 0,76
Largura do labelo LA-W 9,91 2,45
Comprimento da coluna CO-L 6,85 1,50
Comprimento do l6bulo lateral LL-L 4,32 1,34
Largura do I6bulo lateral LL-W 4,69 1,76
Comprimento do lébulo central CL-L 3,26 0,52
Largura do l6bulo central CL-W 4,53 1,08
Comprimento do calo do labelo CA-L 2,63 0,34
Largura do calo do labelo CA-W 2,04 0,67
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Figura 1 Células metafasicas de Epidendrum fulgens com 2n = 24 (a-c:
Panelas, PE), E. fulgens com 2n = 50 + 1B (d-f: S&o Jo&o do Tigre, PB), E.
secundum com 2n = 56 (g-i: S&o Jodo do Tigre, PB), Epidendrum sp. (aff.
fulgens) com 2n = 64 (j-1: So Jodo do Tigre, PB), coradas com CMA (a, d, g,
j), DAPI (b, e, h, k) e imagens dos dois fluorocromos (c, f, i, I). Setas brancas
indicam cromossomos maiores, setas amarelas, bandas terminais CMA*/DAPI".
Inserto em ¢ destaca bandas terminais DAPI"/CMA" inconspicuas, em f destaca
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cromossomo B, em | destaca bandas CMA'/DAPI discretas. A barra em j
corresponde a 10um.

Foram analisadas outras duas populacdes de E. secundum, sendo uma de
Atibaia, estado de Sdo Paulo e outra de Nova Friburgo, estado do Rio de Janeiro, ambas
da Regido sudeste do pais. Na populacéo de Atibaia foi observado um citotipo com 2n =
56 (Figura 2c¢) exibindo 31 cromossomos metacéntricos e 25 submetacéntricos, com
quatro bandas terminais CMA'/DAPI” (Figura 2c, setas amarelas), provavelmente
correspondentes as RONs, além de dois grandes blocos CMA™/DAPI” no brago curto
em um dos pares cromossdmicos maiores (Figura 2c). Por outro lado, a populagdo de
Nova Friburgo apresentou cariétipo com 2n = 58 (Figura 2d-f), composto por 31
cromossomos metacéntricos e 27 submetacéntricos. Este citotipo diferiu do anterior por
apresentar apenas trés bandas terminais CMA'/DAPI™ e um par de pequenas bandas
CMA intersticiais (Figura 2f, setas amarelas e insertos), além de ndo terem sido
visualizadas bandas terminais CMA™/DAPI* em um par cromossémico grande.

Figura 2 Células metafasicas de Epidendrum secundum com 2n = 56 (a-c: Atibaia, SP) e 2n =
58 (d-f: Nova Friburgo, RJ), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, €) e imagens sobrepostas
com os dois corantes (c, f). As setas amarelas indicam bandas terminais CMA*/DAPI". Insertos
em f destaca bandas intersticiais CMA'/DAPI". Barra em d corresponde a 10pum.

Além desse citotipo, também foi observado na populagdo de E. secundum de
Nova Friburgo, individuos com cariétipo formado por 2n = 56, com padrdo de bandas
ligeiramente distinto do citotipo com 2n = 58 (figura 3a-c). A analise de uma populacao
de E. xanthinum, também de Nova Friburgo (RJ), revelou um cariétipo bimodal com 2n

= 28, com quatro cromossomos maiores (Figura 3f, setas brancas), formado por 18
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cromossomos metacéntricos e 10 cromossomos submetacéntricos (Tabela 1). Foram
observadas duas grandes bandas terminais CMA*/DAPI™ (Figura 3f, setas amarelas),
além de uma banda CMA'/DAPI” em um dos bragos de um cromossomo metacéntrico e
de quatro bandas terminais CMA™/DAPI* (Figura 3f), duas das quais localizadas nos
bracos curtos, adjacentes a pequenas bandas CMA®/DAPI” (Figura 3f, insertos menores)
e uma banda intersticial CMA™/DAPI* (Figura 3f, inserto maior) em um cromossomo

grande.

Figura 3 Células metafasicas de espécimes coletados em Nova Friburgo, RJ: Epidendrum
secundum com 2n = 56 (a-c), E. xanthinum com 2n = 28 (d-f), hibrido entre E. secundum x E.
xanthinum com 2n = 42 (g-i). Em a, d, g células coradas com CMA, em b, e, h coradas com
DAPI, e imagens sobrepostas dos dois corantes em c, f, i. Setas amarelas indicam bandas
terminais CMA'/DAPI e as brancas indicam os cromossomos maiores. Insertos menores em f
detalha padrdo de banda terminal CMA/DAPI® adjacente a banda pericentromérica DAPI
ICMA", 0 inserto maior detalha banda CMA7/DAPI® intersticial, em i detalha cromossomo
provavelmente herdado de E. xanthinum. A barra em g corresponde a 10um.

Foram analisados individuos hibridos provenientes de duas zonas de contato
entre populagdes de E. secundum e E. xanthinum de Nova Friburgo, ambos com 2n = 42
(Figura 3g-i), com cariétipo composto por 18 cromossomos metacéntricos (quatro dos
quais maiores) (Figura 3i, setas brancas) e 24 submetacéntricos. Foram visualizadas
quatro bandas CMA'/DAPI", trés das quais grandes e terminais, provavelmente

correspondentes as RONs (Figura 3i, setas amarelas), e uma banda pericentromérica
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adjacente a uma banda CMA™/DAPI*, (Figura 3i, inserto) provavelmente herdado de E.
xanthinum. Outras regides terminais CMA%DAPI” menores e menos conspicuas

também podem ser visualizadas.

4.2. Analises morfométricas

Para a populacdo de Séo Jodo do Tigre (PB), foram analisados estatisticamente
15 caracteres morfoldgicos florais (Tabela 3) de um total de 18 individuos simpatricos
(seis de cada espécie) de Epidendrum fulgens (Figura 1d-f, identificados como SN93),
E. secundum (Figura 1g-i, identificados como SN92) e Epidendrum sp. aff. fulgens
(Figura 1j-1, identificados como SN94). A andlise de Agrupamento, com base na
distancia euclidiana, identificou a formacdo de trés grupos morfologicamente distintos e
relacionados (Figura 4). Com base na distancia entre grupos, o primeiro grupo refere-se
a E. fulgens, que embora relacionado ao segundo grupo, formado por E. secundum, os
identifica como o0s grupos principais. O terceiro grupo, formado por Epidendrum sp. aff.
fulgens (hibrido) apresenta-se morfologicamente intermediario entre os dois primeiros
grupos, mas nao foi agrupado em nenhum dos grupos anteriores, apresentando-se como
o terceiro grupo morfologicamente distinto. A distancia euclidiana, contudo, indicou

uma similaridade maior entre o hibrido e E. secundum (Figura 4).

Tree Diagram for 18 Cases
Single Linkage
Euclidean distances

SNY3.1
SN93.2
SN93.5 }J_}f
SN93.3
SN93.4
SN93.6 F
SNS2.1
SN92 B
SN92.5
SN92.2
Sl |+
SNG4.1
SN94.2
SNI4 B :_-
SN94 4
SN94 5
SNS4.3
0 1 2 3 4 5 3

Linkage Distance

Figura 4 Dendograma da matriz de distancias, pelo método de agrupamento por ligacdo
simples.
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A Anélise dos Componentes Principais identificou que o0s caracteres
morfologicos florais apresentaram-se fortemente correlacionados com o eixo 1 (Figura
5), e os principais caracteres que definiram este eixo foram PT-W, PT-L, LL-W, DS-L,
DS-W, LS-L, LL-L, LA-W e CO-L, os outros caracteres apresentaram direcdes distintas
(Tabela 3). A Analise de Componentes Principais demonstrou a formagdo de grupos
bem separados (Figura 6), cada um correspondente as trés espécies analisadas na
presente amostra, embora com uma maior variacdo entre os individuos de E. fulgens. Os
espécimes analisados do hibrido apresentaram-se bastante coesos e formaram um grupo
morfologicamente homogéneo, enquanto uma variacdo intermediaria foi observada

entre os individuos de E. secundum, em relagdo aos demais grupos.

Projection of the variables on the factor-plane { 1x 2)
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Wiy x|
\0
bt

00 t
L
_0‘5 L \ / 4
chow
a0t T | ]
1,0 .05 0.0 05 10

Factor 1: 76,67%

Figura 5 Correlacdo entre os caracteres morfoldgicos florais ao eixo de ordenagéo. Os
componentes principais 1 e 2 explicam 76,67% e 9,94% da variacdo total,
respectivamente.
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Projection of the cases on the factor-plane { 1 x 2)
Cases with sum of cosine square >= 0,00
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Figura 6 ACP de 18 individuos com base em 15 caracteres morfol6gicos
florais (Tabela 3). Os espécimes de E. secundum estdo identificados pela sigla
SN92, Epidendrum fulgens estéo identificados como SN93, e Epidendrum sp.
aff. fulgens estdo identificados como SN94. Os componentes principais 1 e 2
explicam 76,67% e 9,94% da variacao total, respectivamente.

5. DISCUSSAO

Dois hibridos interespecificos tiveram seus cariotipos analisados pela primeira
vez. O primeiro deles, referente a uma zona de hibridizagdo entre E. fulgens e E.
secundum do Municipio de S&o Jodo do Tigre, estado da Paraiba, aqui designado como
Epidendrum sp. aff. fulgens, enquanto o segundo refere-se a uma zona de hibridizacao
entre E. secundum e E. xanthinum de Nova Friburgo, Rio de Janeiro. Foram
confirmadas as contagens prévias de 2n = 24 para E. fulgens (Tanaka & Kamemoto,
1984), 2n = 54, 56, 58 para E. secundum (Assis et al., 2009 - dados ndo publicados) e de
2n = 28 para E. xanthinum (Blumenschein, 1960; Pinheiro et al., 2009). Por outro lado,
a contagem de 2n = 50 para E. fulgens ¢ inédita para a espécie e sugere a ocorréncia de
poliploidia, seguida disploidia ascendente. Variagdo cromossomica numeérica
interespecifica para taxons do subgénero Amphiglottium tem sido previamente
observada em E. radicans, E. secundum e E. xanthinum. Esse padrdo de variagao tem se

mostrado especialmente elevado no complexo em E. secundum, com registros de 2n =
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28, 40, 42, 48, 52, 54, 56, 58, 68, 80, 84 (Pinheiro et al., 2009; Assis et al., em
preparacdo), com populacées morfologicamente indistinguiveis.

De uma forma geral, todas as espécies apresentaram cromossomos metacéntricos
e submetacéntricos e cariotipos simétricos a ligeiramente assimétricos. Este tipo de
caridtipo se caracteriza por apresentar cromossomos com poucas discrepancias de
tamanho, com centromeros localizados nas posicoes medianas ou submedianas
(Stebbins, 1971). As medidas dos cromossomos variaram continuamente de pequenos
até medianos em cada cariotipo, com excecao de E. fulgens com 2n = 24 e E. xanthinum
com 2n = 28 que apresentaram pelo menos um par de cromossomos com duas ou mais
vezes 0 tamanho dos menores cromossomos, tornando esses caridtipos ligeiramente
bimodais. Bimodalidade cariotipica tem sido observada em diversos grupos de
orquideas, com diversos mecanismos envolvidos na formacdo desses cariotipos,
caracterizando géneros como Phragmipedium, Cyclopogon e Sacoila, entre outros da
subfamilia Spiranthoideae (Felix & Guerra, 2005), Cephalanthera (Moscone et al.,
2007) e vaérias espécies de Paphiopedilum (Lan & Albert, 2011). Espécies de
Epidendrum com numeros cromossémicos maiores, como E. fulgens de S&o Jodo do
Tigre, Epidendrum sp. aff. fulgens (2n = 64) e E. secundum (2n = 54, 56 e 58),
apresentaram indices de assimetria ligeiramente maiores que as demais espécies. A
medida da assimetria cariotipica € um carater amplamente utilizado em citogenética
vegetal (Stebbins, 1971) e tem sido uma ferramenta Util para avaliar a evolucgédo
cromossémica em varios géneros da familia Liliaceae (Peruzzi et al., 2009) e na tribo
Tigrideae de Iridaceae (Alves et al., 2011), entre outras. Contudo, caracteristicas
cromossémicas que apresentam variacdo continua, como no caso dos indices de
assimetria apresentam limitacbes quanto ao seu emprego citotaxondmico (Guerra,
2012), especialmente em géneros, como no presente caso de Epidendrum, que
apresentam pequenas variagdes no tamanho e assimetria cariotipica.

A dupla coloragdo CMA/DAPI revelou a ocorréncia de pelo menos trés tipos
principais de heterocromatina, em relacdo a composicdo base-especifica: bandas
CMAYDAPI", CMA*/DAPI” ¢ CMA/DAPI* (Figura 4), com nlmero, padrdo e
localizagdo de bandas espécie especificas. Padrdes, localizacdo e distribuicdo de
heterocromatina sdo bastante variaveis em vegetais, podendo haver para uma mesma
espécie polimorfismos para nimero e tamanho de bandas, sendo, mais frequente a
ocorréncias de bandas CMA'/DAPI” e CMA™/DAPI® que coram mais fortemente

regides do genoma ricas em pares de base GC, ou AT, respectivamente (Guerra, 2000).
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Como observado no presente trabalho, em outros grupos de orquideas, também ocorrem
padrdes mais complexos de distribuicdo de heterocromatina, como no bandeamento C
na tribo Neottieae (Giuseppina et al., 2010), em Maxillaria (Cabral et al., 2006) e em
Christensonella (Koehler et al., 2008), em todos os casos, provendo informacoes
Importantes para a taxonomia e padrdes evolutivos.

Bandas CMA%DAPI” se caracterizaram por ndo apresentar brilho diferenciado
com o CMA, sendo visualizadas apenas apds a sobreposicdo digital das imagens,
quando é possivel observar sitios cromossémicos de varios tamanhos ligeiramente mais
claros em virtude de uma coloracdo fracamente negativa para o DAPI. Essa
caracteristica torna esse tipo de heterocromatina de dificil detec¢do, sendo raramente
descrita para outros grupos de orquideas, como em algumas espécies de Maxillaria
(Cabral et al., 2006) e Habenaria que apresentaram regides discretamente mais
brilhantes com o CMA (Felix, 2001).

O segundo tipo de heterocromatina forma blocos terminais CMA™/DAPI,
observados nos bracos curtos ou longos de todas as espécies analisadas, com excec¢édo de
dois citotipos de E. secundum com 2n = 56 e 58 (populacdes de Nova Friburgo). O
maior nimero de bandas CMA“/DAPI" foi encontrado em E. fulgens (2n = 24, 50 —
Figuras 1c, f) e Epidendrum sp. aff. fulgens (2n = 64 — Figura 1j-I). Epidendrum fulgens
€ uma espécie perene que ocorre em uma ampla diversidade de habitats (Pinheiro et al.,
2011), possivelmente polinizada por borboletas, sendo capaz de hibridizar com outras
espécies de Epidendrum, inclusive com diferentes niveis de ploidia (Pinheiro et al.,
2010). A poliploidia resulta em uma multiplicacdo instantanea no contetido de DNA,
sendo, portanto diretamente responsavel pela variacdo no conteiddo de DNA em
angiospermas (Kubis et al., 1998; Leitch & Leitch, 2008), embora rearranjos
cromossémicos complexos em poliploides possam ocasionar reestruturages genémicas
com aumento ou perda no contetdo de DNA, especialmente em alopoliploides (Parisod
& Holderegger, 2012). A populacdo de E. fulgens de S&o Jodo do Tigre com 2n =50, é
aparentemente um poliploide relativo a populacdo de Panelas com 2n = 24, com um
aumento no nimero de bandas CMA“/DAPI* possivelmente ocasionada por rearranjos
cromossdmicos envolvendo regides ricas em AT.

O terceiro padrdo de bandas heterocromaticas se caracterizou pela formacéo de
blocos terminais CMA*/DAPI™, provavelmente associados as RONs heterocromaticas.

Esse tipo de heterocromatina é o mais frequentemente visualizado em plantas (Guerra,
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2000) e em outras orquideas, como nos géneros Vanilla (Lepers-Andrzejewski et al.,
2011) e Maxillaria Ruiz & Pav. (Cabral et al., 2006).

Entre os materiais analisados, duas espécies constituem provaveis hibridos
interespecificos, ambos ainda sem descricdo taxonémica formal. O primeiro,
proveniente de Nova Friburgo, com 2n = 42 apresentou ndmero cromossdmico
intermediério aos dois possiveis parentais: E. xanthinum (2n =28) e E. secundum 2n =
56. Esta espécie exibiu um padrdo de bandas formado por 4 bandas terminais
CMA'/DAPI”, além de duas bandas CMA7/DAPI* e trés bandas CMAYDAPI" na
mesma posicdo, diferindo claramente do padrdo observado nos supostos parentais
(Tabela 2). E. xanthinum apresentou entre outras, pequenas bandas CMA intersticiais
em trés cromossomos, um dos quais (0 cromossomo maior), foi aparentemente herdado
pelo hibrido. Em S&o Jodo do Tigre, Paraiba, foi observada uma pequena populacao
com caracteres morfoldgicos aparentemente intermediarios entre E. secundum e E.
fulgens. A anélise de nimeros cromossdmicos revelou que esta espécie, Epidendrum sp.
aff. fulgens (2n = 64), apresentou numero cromossémico claramente divergente de
ambos os parentais, E. fulgens (2n =50 + 1B) e E. secundum (2n = 56). Por outro lado,
0 padrdo de bandas CMA/DAPI observado no suposto hibrido, com grandes blocos
CMA™/DAPI" sugere uma clara relagdo com estas espécies. A analise morfométrica,
claramente definiu trés grupos morfologicamente distintos, mas, relacionados, sendo o
terceiro grupo, formado por Epidendrum sp. aff. fulgens morfologicamente
intermediario entre E. fulgens e E. secundum, suportando a suposta origem hibrida
sugerida inicialmente pelas observacdes de campo. Padrdes morfoldgicos e carioldgicos
intermediarios tem revelado a origem hibrida em algumas espécies de orquideas. No
género Vanilla, por exemplo, a variacdo no padrdo de bandas CMA e na distribuicdo de
sitios de DNAr 45S, suportou a origem hibrida de V.planifolia x V. tahitensis. Por outro
lado, a ocorréncia de polissomatia em varios acessos desse hibrido de Vanilla (Lepers-
Andrzejewski et al., 2011) poderé explicar a ocorréncia de nimeros cromossémicos
variaveis em varias espécies do subgénero Amphiglottium e da discrepancia do nimero
cromossémico observado em Epidendrum sp. aff. fulgens em relagcdo aos seus supostos
parentais. A analise de uma amostra mais ampla de tecidos e de acessos podera cofirmar
esta hipdtese.

Em resumo, as espécies e populacbes estudadas de Epidendrum subg.
Amphiglottium apresentam ampla variacdo de nimeros cromossémicos, dentro e entre

diferentes espécies. As bandas heterocromaticas também foram bastante variaveis, com
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distintas composicdes de base, especialmente em relacdo aos grandes blocos de
heterocromatina rica em AT localizados nas regides terminais ou ocupando grande parte
do brago cromossdémico em quase todos 0s acessos estudados. Esse tipo de variagdo
ocorreu entre espécies e entre diferentes populacdes de uma mesma espécie, fato
especialmente notavel entre as popula¢Ges de E. secundum das regides Nordeste e
Sudeste. Tanto a variagdo cromossdmica numérica, quanto o padrdo de bandas
heterocrométicas foram bastante informativos na caracterizacdo de dois hibridos
interespecificos das regides Sudeste e Nordeste do Brasil. Contudo, o hibrido da regiéo
Nordeste, resultante do cruzamento entre E. secundum e E. fulgens de S&o Jodo do
Tigre, apresentou numero cromossémico divergente do esperado a partir do cruzamento
dos seus supostos parentais, sugerindo a ocorréncia de alteracbes estruturais pos-
hibridizacdo. Esta hipdtese foi suportada por uma analise morfométrica de caracteres
florais, com a formagéo de um grupo morfoldgico distinto, porém intermediario entre as

duas espécies parentais de ocorréncia simpatrica.

6. CONCLUSOES

e O padrdo de bandas heterocromaticas no subgénero Amphyglotium é
bastante conservada, com varia¢do no nimero e tamanho das bandas;

e A poliploidia e a disploidia apresentam um papel importante na
diversificacdo carioldgica do grupo;

e Os hibridos interespecificos entre E. secundum x E. fulgens e E.
secundum x E. xanthinum apresentaram caracteristicas intermediarias
entre seus parentais, tanto para dados cariolégicos como para 0sS

morfométricos, confirmando sua origem hibrida.
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