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Figura 1 Histogramas citométricos de intensidade de fluorescéncia relativa, obtidos a partir de
nucleos foliares corados com Iodeto de Propideo em diferentes populacdes de Epidendrum
secundum: A. Atibaia (SP) com 2C = 3,70 pg, 4C = 7,65 pg e 8C = 14,20 pg; B. Serra do Rio do
Rastro (SC) com 2C = 3,74 pg, 4C = 7,72 pg e 8C = 15,48 pg; C. Venezuela com 2C = 3,90 pg ¢
4C =17,99 pg; D. Serra do Rio do Rastro (SC) com 2C = 3,93 pg, 4C = 7,96 pg ¢ 8C = 15,77 pg; E.
EMA 588 com 2C = 3,97 pg, 4C = 8,02 pg ¢ 8C = 15,67 pg; F. Bolivia com 2C = 3,98 pg ¢ 4C =
8,06 pg; G. Pico das almas (BA) com 2C = 3,98 pg, 4C = 8,04 pg e 8C = 15,81 pg; H. Itatiaia (RJ)
com 2C = 4,05 pg ¢ 4C = 8,05 pg; 1. JPC 114 com 2C = 4,06 pg e 4C = 8,12 pg; J. Jundiai (SP)
com 2C =4,17 pg e 4C = 7,70 pg; K. Cananéia (SP) com 2C = 4,17 pg, 4C = 8,32 pg e 8C = 16,43
pg; L. Apiai (SP) com 2C =4,23 pg, 4C = 8,31 pg e 8C = 16,05 pg; M. LPF 13256 com 2C = 4,25
pg, 4C =9,48 pg e 8C = 20,36 pg; N. Ibitipoca (MG) com 2C = 4,27 pg, 4C = 8,62 pg e 8C = 17,60
pg; O. Epifita com 2C = 4,46 pg e 4C = 8,01 pg; P. Esperan¢a (PB) com 2C = 4,51 pg, 4C =9,11
pge 8C =20,32 pg; Q. Camocim de Sao Félix (PE) com 2C = 8,08 pg e 4C = 14,84 pg; R. Serra de
Maranguape (CE) com 2C = 8,44 pg e 4C = 15,33 pg. Setas indicam picos referentes a 2C, 4C, 8C
e padrao, respectivamente. Os diferentes padrdes foram diferenciados pelas cores dos histogramas:
em preto, Oxalis ubraticola com 2C = 16,5 pg DNA e em azul, Tulbaghia smilerii com 2C = 38,91

Figura 2 Células mitdticas de E. secundum em uma populacdo de JPC114 com 2n = 50 (a-c) e 2n
= 56 (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, €) ¢ imagens dos dois fluorocromos (c, f). Setas
amarelas indicam regides CMA"/DAPI". Insertos em ¢ indicam, da esquerda para a direita, regides
terminais distendidas CMA'/DAPI", regides terminais simples CMAY/DAPI" e regides
pericentroméricas puntiformes CMA*/DAPI, respectivamente. A barra em f corresponde a 10um...

Figura 3 Células mitoticas de E. secundum em uma populacdo Atibaia (SP) com 2n =56 (a-c) e 2n
=56 + 1B (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, e) e imagens dos dois fluorocromos (¢, f).
Setas amarelas indicam regides CMA'/DAPI". Insertos em ¢ indicam: banda terminal
CMA7/DAPI" (canto superior esquerdo), regido pericentromérica CMAY%DAPI” (canto superior
direito) e regido terminal CMAYDAPI” em cromossomos acrocéntricos (canto inferior direito).
Inserto em f destaca cromossomo B. A barra em f corresponde a 10[M.........ccoevveeiiecieniieceenerieeenee.

Figura 4 Células mitéticas de E. secundum em uma populacdo Nova Friburgo (RJ) com 2n = 58
(a-c) e Esperanca (PB) com 2n = 68 (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, e) e imagens dos
dois fluorocromos (¢, f). Setas amarelas indicam regides terminais CMA*/DAPI". Cabega de seta
em f indica banda pericentromérica CMA/DAPI". Setas brancas indicam cromossomos maiores. A
barra em £ correSponde @ LOIML.......ccuiiiieriieiecieie ettt et e st enseeseesaesnnesseennas

Figura 5 Células mitoticas de E. secundum em uma populacdo Camocim de Sdo Félix (PE) com 2n
= 84 (a-c) e Fagundes (PB) com 2n = ca.90 (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, e) ¢ imagens
dos dois fluorocromos (¢, f). Setas amarelas indicam regides CMA*/DAPI". A barra em f
COTTESPONAE @ TOLUTL.....ieiiiiieiieeiieie ettt ettt ettt e et et et et e e aesseesaesseanseensenseensensaessenseensennsenes

Figura 6 Principais hipoteses relacionadas aos mecanismos envolvidos na diversificagdo
carioldgica iter e intrapopulacionais em E. secundum, com base nos dados da variagdo
cromossOmica numérica, nos padrdes de distribui¢do de regides heterocromaticas ricas em CG e
AT, e na quantificagdo do DNA nuclear. Os esquemas dos cromossomos foram baseados nos tipos
de cromossomos em relacdo ao padrdo de regides heterocromaticas (Figura 2c, 3c, insertos). Os
cromossomos alinhados a esquerda sdo encontrados nos representantes atuais. Os cromossomos
alinhados a direita sdo encontrados comumente em outros representantes do género Epidendrum
(Assis, em preparagdo), e provavelmente representam cromossomos ancestrais em E. secundum.
Com base na menor freqiiéncia de ocorréncia de bandas CMA /DAPI* nas populagdes analisadas
no presente trabalho, possivelmente este tipo cromossomico foi herdado por hibridizagdo e mantido
em algumas populagoes POT INTTOZIESSAO. ... ..ecuverrerieereiertieieteeteereesteseesessaesseesaenseansenseeneessesnnesseanees
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Capitulo 2

Figura 1 Dendograma da matriz de distancias, pelo método de agrupamento por ligagdo simples,
referente a analise morfométrica em E. flammeum, E. secundum e o possivel hibrido, ocorrentes em
simpatria na populacdo de Sdo Jodo do Tigre, Paraiba..........ccccceecveviriiniienecieeeeeeee e

Figura 2 Andlise de Componentes Principais em 18 espécimes, com base em 15 caracteres
morfoldgicos florais continuos (Tabela 1). Os espécimes foram encontrados em simpatria no
municipio de Sao Jodo do Tigre, Paraiba. S = Epidendrum secundum; F = Epidendrum flammeum;
H = possivel hibrido. Os componentes principais | e 2 explicam 76,67% e 9,94% da variagdo total,
TESPECEIVAIMIEIIEC. ....veeuvvieetieiteeeteeeteeetteeseeeateesteeesteesseesssaesseessseanseessseensseeseessesnseansessnseesssessseenssensseenssenns

Figura 3 Células mitoticas de espécies simpatricas em uma populagdo de Sao Jodo do Tigre, PB:
Epidendrum flammeum com 2n = 50 + 1B (a-¢), E. secundum com 2n = 62 + 1B + 1
microcromossomo (d-f), e possivel hibrido com 2n = 56 (g-i); coradas com CMA (a, d, g), DAPI
(b, e, h) e imagens dos dois fluorocromos (¢, f, i). Setas brancas indicam cromossomos maiores,
setas amarelas indicam bandas terminais CMA*/DAPI", e cabegas de setas indicam o
microcromossomo corado com CMA (d) e com DAPI (e). Inserto em ¢ destaca cromossomo B, em
f destaca cromossomo B (completamente heterocromatico) e microcromossomo (em cinza). A
barra em i corresponde @ TOLUTN. .....c..oocviriierieriieiecieie ettt sttt ae s esae st eensenseenseeneenes

Figura 4 Cariogramas das espécies do género Epidendrum e do possivel hibrido ocorrentes em
simpatria no municipio de Sao Jodo do Tigre, Paraiba. A. Epidendrum flammeum; B. E. secundum,
C. possivel hibrido. Todos os cariogramas foram organizados por ordem decrescente de tamanho.
A barra em C corresponde a 10 um. A linha pontilhada indica a posi¢do do centrémero....................

Figura 5 Células mitdticas de espécies simpatricas em uma populagdo de Nova Friburgo, RJ:
Epidendrum xanthinum com 2n = 28 (a-c), E. secundum com 2n = 56 (d-f), e possivel hibrido com
2n = 42 (g-i); coradas com CMA (a, d, g), DAPI (b, e, h) e imagens dos dois fluorocromos (¢, f, i).
Setas brancas indicam cromossomos maiores, setas amarelas indicam bandas CMA*/DAPI.
Insertos menores em ¢ destacam cromossomos com bandas CMA*/DAPI™ pericentroméricas
adjacentes a bandas terminais CMA /DAPI", enquanto o inserto maior destaca banda DAPT/CMA”™
intersticial. Inserto em i destaca cromossomos possivelmente herdados de E. xanthinum. A barra
€M 1 COITeSPONAEC @ TOUML..eeuviiieiieiieeiieie ettt et e ettt e e st e saesseenseensenseensessaessenseenseensenes

Figura 6 Cariogramas das espécies do género Epidendrum e do possivel hibrido ocorrentes em
simpatria em Nova Friburgo, Rio de Janeiro. A. E. xanthinum; B. E. secundum; C. possivel hibrido.
Todos os cariogramas foram organizados por ordem decrescente de tamanho. A barra em C
corresponde a 10 um. A linha pontilhada indica a posigdo do centromero..........cc.ceccveeevercrenerennens

Figura 7 Histogramas citométricos de intensidade de fluorescéncia relativa, obtidos a partir de
nucleos foliares corados com iodeto de propidio em representantes do género Epidendrum,
oriundos de diferentes populagdes simpatricas: A-C: E. flammeum, E. secundum e possivel hibrido,
respectivamente (Sao Jodo do Tigre, Paraiba); D-F: E. xanthinum, E. secundum e possivel hibrido,
respectivamente (Nova Friburgo, Rio de Janeiro). Foram utilizados como padrdes internos
espécimes de Oxalis umbraticola com 2C = 16,5 pg (A, D, F) e Tulbaghia simmleri com 2C =
38,91 pg (B, C, E): A. E. flammeum com 2C = 5,04 pg, 4C = 9,90 pg ¢ 8C = 20,41 pg; B. E.
secundum com 2C = 4,82 pg, 4C = 9,26 pg e 8C = 19,38 pg; C. possivel hibrido entre E. flammeum
x E. secundum com 2C = 4,63 pg, 4C = 8,61 pg e 8C = 18,26 pg; D. E. xanthinum com 2C = 4,48
pg e 4C =9,10 pg; E. E. secundum com 2C = 3,68 pg, 4C = 7,61 pg ¢ 8C = 15,68 pg; F. possivel
hibrido entre E. xanthinum x E. secundum com 2C = 437 pg e 4C = 8,70

Capitulo 3

Figura 1 Célula mitdtica de Epidendrum cinnabarinum com 2n = 224 (a-c). Setas brancas indicam
cromossomos maiores, setas amarelas indicam bandas terminais CMA*Y/DAPI”, e cabeca de seta
indica cromossomo B de condensagao tardia. A barra em ¢ corresponde a 10UM........ceeevveerieerreennenn.

Figura 2 Células mitoticas de E. denticulatum com 2n = 38 (a-c), Epidendrum fulgens com 2n = 24
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(d-f) e E. radicans com 2n = 24 (g-i), coradas com CMA (a, d, g), DAPI (b, e, h) ¢ imagens dos
dois fluorocromos (c, f, i). Setas brancas indicam cromossomos maiores, setas amarelas indicam
bandas terminais CMA*/DAPI". Insertos destacam cromossomos com bandas terminais
DAPI*/CMA™ discretas. A barra em i corresponde @ T0UM..........c.ocvivviieeeiieieieeeeeeeee e

Figura 3 Célula mitotica de E. ciliare com 2n = 40 (a-c), coradas com CMA (a), DAPI (b) e
imagens dos dois fluorocromos (c). Setas amarelas indicam bandas CMA*/DAPI". A barra em ¢
COTTESPONAE @ 10 LML ittt ettt et et e et et e et et e e sae s st esaesaeanseensenseensessaessenseensennsenes

Figura 4 Células mitoticas de Epidendrum nocturnum com 2n = 40 (a-c) e 2n = 60 (d-f), coradas
com CMA (a, d), DAPI (b, e) e imagens dos dois fluorocromos (c, f). Setas amarelas indicam
regides pericentroméricas CMA/DAPI". Cabegas de setas amarelas indicam regides terminais
CMA"/DAPI". Setas azuis em c indicam regides pericentroméricas CMA/DAPI", enquanto
cabecas de setas azuis indicam regides terminais CMA/DAPI". Inserto em f destaca cromossomo
com brago curto completamente DAPI'/CMA™ e bragco longo CMAY%DAPI". A barra em f
COTTESPONAE @ TOLUTL.....eoiiieiieiieiieieete sttt et et et et e st eaesseesaesseenseensenseensesseessenseensennsenes

Figura 5 Células mitoticas de Epidendrum pseudodifforme com 2n = 40 (a-c) e E. viviparum com
2n = 40 (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, e) e imagens dos dois fluorocromos (c, f). Setas
amarelas indicam regides pericentroméricas CMA'/DAPI". Cabegas de setas amarelas indicam
regides terminais CMA*/DAPI". A barra em f corresponde a TOHM.........cccovvireriieieieieieiee e,

Figura 6 Histogramas citométricos de intensidade de fluorescéncia relativa, obtidos a partir de
nucleos foliares corados com iodeto de propidio, em representantes do género Epidendrum
oriundos de diferentes populagdes. A-C: subgénero Amphiglottium. D-G: subgénero (Eu-)
Epidendrum. A. E. cinnabarinum com 2C = 20,21 pg e 4C = 49,70 pg; B. E. denticulatum com 2C
= 4,06 pg ¢ 4C = 8,10 pg; C. E. fulgens com 2C = 3,23 pg, 4C = 6,59 pg ¢ 8C = 12,47 pg; D. E.
latilabre com 2C = 4,33 pg ¢ 4C = 8,76 pg; E. E. nocturnum com 2C = 3,37 pg ¢ 4C = 6,80 pg; F.
E. paniculatum com 2C = 3,41 pg e 4C = 6,93 pg; G. E. pseudodifforme com 2C = 3,94 pg e 4C =
8,26 pg. Foi utilizado como padrio interno espécimes de Oxalis umbraticola com 2C = 16,5 pg,
com excecdo da quantificagdo para E. cinnabarinum, onde foi utilizado como padrio interno
espécimes de Tulbaghia simmleri com 2C = 38,91 PE..ueeeiiiiiiiiiiiieeeeeee e e

105

106

107

108



LISTA DE TABELAS

FUNDAMENTACAO TEORICA

Tabela 1 Numeros Cromossémicos conhecidos em Epidendrum L. (organizada sensu Dressler,

Capitulo 1

Tabela 1 Populagdes de Epidendrum secundum (subgénero Amphiglottium), com seus respectivos
locais de coleta, tamanho do genoma 2C e endoreduplicagdes 4C e 8C em picogramas (pg) € seus
respectivos desvios PaAdrOes (DP)........couieiiiriiiiieeieeee ettt ettt st se e eebeesreesebeesssaenbee s

Tabela 2 Populacdes de Epidendrum secundum (subgénero Amphiglottium) com seus respectivos
locais de coleta, nimero cromossémico diploide (2#), féormula cariotipica (FC), niimero
fundamental (NF), variagdo no tamanho cromossomico (um), nimero de regides heterocromaticas
terminais (CMA*/DAPI"; CMA/DAPI'; CMAYDAPI") e pericentroméricas (CMA*/DAPI"), e
indicacdo da figura para analise CrOMOSSOIMICA. .......ccveruerieteririerieeiirteeiert ettt sttt et ebe et st eieeneas

Capitulo 2

Tabela 1 Variaveis utilizadas para as andlises MOTfOMELIiCaS. ........cvervveereeeriierieeiiereeereeeieeiee e

Tabela 2 Espécies do género Epidendrum L, (subgénero Amphiglottium), com seus respectivos
locais de coleta, nimero cromossémico diploide (2n), féormula cariotipica (FC), niimero
fundamental (NF), variagdo no tamanho cromossémico (pm), tamanho do genoma

Tabela 3 Espécies do género Epidendrum L. (subgénero Amphiglottium) com seus respectivos
locais de coleta, nimero de bandas terminais heteocromaticas (CMA*/DAPI"; CMA/DAPI;
CMAYDAPI"), numero de bandas intersticiais (DAPI'/CMA™) e nimeros de bandas
pericentroméricas (CMAT/DAPL ) .....ovieieeeeeeeeeee ettt ettt ereeae s

Capitulo 3

Tabela 1 Dados citogenéticos e de contetido de DNA nuclear em espécies do género Epidendrum,
com seus respectivos locais de coleta, numero cromossdmico diploide (2r), férmula cariotipica
(FC), numero fundamental (NF), variagdo no tamanho cromossémico, tamanho do genoma em
picogramas, contagens prévias. Os dados destacados em negrito referem-se ao presente trabalho
(PT), enquanto 0s demais se referem aos dados disponiveis na
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“O que vejo na natureza € uma estrutura magnifica que sé6 compreendemos de modo
muito imperfeito, € que ndo tem como nao encher uma pessoa racional de um sentimento
de humildade”

Albert Einstein



Mecanismos de Evoluciao Cariotipica em Epidendrum L. (Orchidaceae:

Epidendroideae)

RESUMO O género Epidendrum L. é composto por aproximadamente 1.500 espécies
de distribui¢cdo exclusivamente neotropical, sendo frequente a ocorréncia de hibridagao,
poliploidia e reproducdo assexuada. Além disso, algumas espécies apresentam
taxonomia complexa, como em £E. secundum, que apresenta ampla variagdo
cromossOmica numérica. O presente trabalho objetivou testar as hipdteses sobre as
causas da variabilidade cromossomica numérica em E. secundum, investigar a origem
hibrida em individuos com morfologia floral intermediaria entre E. flammeum x E.
secundum, e entre E. xanthinum X E. secundum, bem como analisar a diversidade de
heterocromatina e contetdo de DNA em espécies pertencentes aos subgéneros
Amphiglottium e Epidendrum. Para tanto, realizou-se a quantificagdo de DNA nuclear
através de citometria de fluxo, analise da distribuicdo da heterocromatina através do
bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI, e para os representantes encontrados nas
zonas de hibridacdo, realizou-se também a andlise da morfometria floral. As andlises
mitdticas apresentaram diferentes contagens cromossdmicas que variaram de 2z = 24 em
E. fulgens at¢ 2n = 224 em E. cinnabarinum, com cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e acrocéntricos em todas as espécies. Foram identificadas regides
cromossdmicas terminais e pericentroméricas CMA/DAPI, algumas regides terminais
CMA/DAPI" ¢ CMA® de tamanho, nimero e posicdo varidveis. As regides
pericentroméricas geralmente apresentaram-se CMA’/DAPI” na maioria das espécies.
Os tecidos foliares de todos os espécimes analisados apresentaram um ou dois ciclos de
endoreduplicacdo. Para as 18 populagdes de E. secundum analisadas, 16 apresentaram
individuos diploides, com em média 2C = 4,08 pg DNA, e em duas populacdes foram
identificados individuos tetraploides, com em média 2C = 8,24 pg DNA. Em algumas
populagdes foram identificados citotipos com cromossomos B em numero variavel,
algumas vezes inteiramente CMA'/DAPI. Em relagdo as analises dos possiveis
hibridos, trés zonas de hibridacdo foram investigadas. Em Sao Jodo do Tigre (PB), E.
flammeum apresentou 2n = 50 e conteudo de DNA 2C = 5,04 pg DNA, E. secundum
apresentou 2n = 62 cromossomos ¢ 2C = 4,82 pg DNA. Individuos hibridos
apresentaram 2n = 56, com 2C = 4,63 pg DNA. Em Nova Friburgo (RJ), E. xanthinum
apresentou 2n = 28 com 2C = 4,48 pg DNA. Os espécimes de E. secundum nesta
populagdo apresentaram 2n = 56 e 2C = 3,68 pg DNA. O provavel hibrido apresentou 2n
=42 com 2C = 4,37 pg DNA. A Analise de Componentes Principais e de Agrupamento
confirmaram a natureza intermediaria dos caracteres morfologicos florais entre os
possiveis hibridos e os provaveis parentais. Apesar da ocorréncia de nUmeros
cromossomicos discrepantes em E. secundum, as populacdes ndo apresentaram
contetidos de DNA com variagdes significativas pelo teste de Tukey, sugerindo que o
aumento no numero de cromossomos acrocéntricos € principalmente originada por
fissdes céntricas. Altos niveis de compatibilidade reprodutiva sugerem que a hibridacao
e a introgressdo sao importantes para os estagios iniciais de especiacdo em Epidendrum.
A diversificagdo carioldgica observada parece relacionada a eventos de disploidia e
poliploidia, cuja alteracio no numero fundamental pode ser o resultado de
reorganizagdes intra e intergenomicas complexas.

Palavras-chave: Cromossomos B, Disploidia, Endoreduplicagao, Evolug¢ao Cariotipica,

Fissdo céntrica, Heterocromatina, Morfometria, Poliploidia, Tamanho do genoma.



Mechanisms of karyotype evolution in Epidendrum L. (Orchidaceae:

Epidendroideae)

ABSTRACT The genus Epidendrum L. comprises approximately 1,500 species of
exclusively neotropical distribution, with frequent occurrence of hybridization,
polyploidy and asexual reproduction. In addition, some species show complex
taxonomy, such as E. secundum, which shows extensive chromosome number variation.
This study aimed to test the hypotheses about the causes of chromosome number
variability in E. secundum; to investigate the hybrid origin in representatives with
intermediate floral morphology between E. flammeum x E. secundum, and between E.
xanthinum x E. secundum; and to analyze the heterochromatin diversity and DNA
content in species belonging to the subgenus Amphiglottium and Epidendrum. To this
end, we performed the quantification of nuclear DNA content by flow cytometry,
analysed the heterochromatin distribution using CMA/DAPI fluorochrome banding, and
performed the analysis of floral morphology on representatives found in hybridization
zones. Mitotic analyzes showed different chromosome counts ranging from 2n =24 in E.
fulgens to 2n = 224 in E. cinnabarinum, with metacentric, submetacentric and
acrocentric chromosomes in all species. CMA/DAPI" pericentromeric and terminal
chromosome regions, and some CMA /DAPI" and CMA® terminal regions were
identified, with variation in size, number and position. Pericentromeric regions generally
was CMAYDAPI” in most species. The leaf tissues of all specimens examined presented
one or two endoreduplication cycles. To 18 populations of E. secundum analyzed, 16
presented diploid individuals, with an average of 2C = 4.08 pg DNA, and in two
populations were identified tetraploid individuals, with an average of 2C = 8.24 pg
DNA. In some populations were identified cytotypes with B chromosomes in variable
number, sometimes entirely CMA/DAPT . In relation to putative hybrid analysis, three
hybrid zones were investigated. In Sao Joao do Tigre (PB), E. flammeum presented 2n =
50 and 2C = 5.04 pg DNA, E. secundum presented 2n = 62 chromosomes and 2C = 4.82
pg DNA. Hybrid individuals had 2n = 56, with 2C = 4.63 pg DNA. In Nova Friburgo
(R)), E. xanthinum presented 2n = 28 with 2C = 4.48 pg DNA. The specimens of E.
secundum in this population presented 2n = 56 and 2C = 3.68 pg DNA. The putative
hybrids presented 2n = 42 with 2C = 4.37 pg DNA. The Principal Component and
Cluster Analysis confirmed the intermediate nature of floral morphology among putative
hybrids and possible parents. Despite the occurrence of different chromosome numbers
in E. secundum, populations showed no significant DNA content variation by Tukey
test, suggesting that the increase in the number of acrocentric chromosomes is mainly
caused by centric fissions. High levels of reproductive compatibility suggest that
hybridization and introgression are important in early stages of speciation in
Epidendrum. Karyological diversification observed seems related to disploid and
polyploid events, whose changes in fundamental number may be the result of complex
intra and intergenomic reorganizations.

Keywords: B chromosomes, Centric fission, Disploidy, Endoreduplication, Genome

size, Heterochromatin, Karyotype evolution, Morphometry, Polyploidy.



1. INTRODUCAO

O género Epidendrum L., com aproximadamente 1.500 espécies de distribuicao
exclusivamente neotropical (Hagsater & Soto Arenas, 2005), apresenta ampla
variabilidade morfologica inter e intraespecifica (Pinheiro & Barros, 2005, 2007a) e um
grande nimero de caracteristicas plesiomorficas em relagdo a outros géneros da
subfamilia Epidendroideae, que dificultam a compreensao de suas relagdes filogenéticas
(Pinheiro et al., 2009). A classificacao infragenérica do género baseia-se unicamente em
caracteres morfologicos, que tem sido considerado um depositério de espécies
taxonomicamente "mal resolvidas" (Dressler, 1993). Nenhuma das espécies
anteriormente incluidas em Epidendrum por Linnaeus (1753) permanece no género, €
atualmente constituem géneros distintos. Em termos taxondmicos o género ¢ bastante
complexo, e o estabelecimento de um tratamento taxondémico formal ¢ dificultado por
um conjunto de fatores, como por exemplo, a sua grande riqueza em espécies, a escassez
de andlises moleculares e de revisdes taxondmicas. A ocorréncia de nameros
cromossomicos discrepantes, inclusive entre diferentes populagdes de uma mesma
espécie, dificulta o entendimento das relagdes genéticas entre as espécies e populacdes
pertencentes ao género Epidendrum.

Anadlises cariologicas podem revelar diferentes estratégias de evolugdo
cromossomica que, diferente de outros caracteres, apresentam fendtipo em metafase
independente da expressdo génica, condi¢des ambientais, idade ou estddio de
desenvolvimento (Guerra, 2012). A analise da variagdo cariotipica, em diversos niveis,
tem contribuido de forma significativa para o estabelecimento de delimitagcdes
taxondmicas filogeneticamente mais coerentes (ver, por exemplo, Souza et al., 2012).
Técnicas de coloracao diferencial com fluorocromos, combinadas com analises da
variacdo na quantidade do DNA nuclear, podem facilitar o entendimento da variagao
cromossOmica em grupos filogeneticamente relacionados, por permitir a ponderacao da
diversidade genética a partir de trés aspectos relacionados: niveis de ploidia, contetido de
DNA e distribui¢do da heterocromatina. Estas andlises podem ser tuteis para o
entendimento das relagcdes genéticas em complexos taxonOmicos que retnem
caracteristicas relacionadas a hibridacdo, poliploidia e reproducdo assexuada (Souza et
al., 2012), como se verifica no género Epidendrum, especialmente nas espécies

pertencentes ao subgénero Amphiglottium.



Especiacao hibrida significa, em termos evolutivos, que a hibridacdo apresenta
uma funcdo crucial na origem de uma nova espécie (Mallet, 2007), bem como na
diversificacdo dos caracteres fenotipicos. Outro fendmeno bastante comum em
populagdes simpatricas € o retrocruzamento entre o individuo hibrido e um dos seus
progenitores, sendo referido como introgressdo (Pinheiro et al., 2010). Ambos os
fendomenos sdo considerados promotores importantes da especiagdo em diversos grupos
vegetais, ¢ foram identificados em Epidendrum, com base na analise Bayesiana de
microssatélites nucleares e plastidiais (Pinheiro et al., 2010; Lopez-Pujol et al., 2011).
As angiospermas destacam-se pela sua habilidade de tolerar os impactos gendmicos
resultantes da hibridacdo e da poliploidia, que surgem da acomodagdo de genomas
divergentes e duplicados em um mesmo nucleo (Leitch & Leitch, 2008). Tal plasticidade
genotipica agrega diversos tipos de ajustes, como por exemplo, a recombinacao entre os
diferentes genomas, a conversdo génica, o silenciamento génico, inversdes,
translocagdes e delegdes, que conduzem a contribuigdes gendmicas desiguais (Mallet,
2007; Leitch & Leitch, 2008). Diversos hibridos interespecificos em Epidendrum t€ém
sido relatados por alguns autores (Dunsterville, 1979; Hagsater, 1984; Dressler, 1989;
Pansarin & Amaral, 2007; Pinheiro et al., 2010), porém pouco se sabe sobre os efeitos
da hibridacdo na evolucao cariotipica do género.

Em termos cariologicos, apenas 2,8% das espécies de Epidendrum foram
estudadas citologicamente, ¢ esta caracterizagdo ¢ representada apenas por contagens
cromossdmicas (Guerra, 2000; Concei¢ao et al., 2006; Pinheiro et al., 2009; Felix &
Guerra, 2010; Assis et al., 2013). Apesar de escassas, as informag¢des cromossdmicas
disponiveis em Epidendrum indicam que a ocorréncia da poliploidia ¢ bastante elevada e
recorrente, como se observa em E. nocturnum Jacq. (do grupo Subumbellatae) com 2n =
40, 80, E. orchidiflorum Salzm. ex Lindl. e E. cinnabarinum Salzm. ex Lindl. (do
subgénero Amphiglottium) com 2n = 120 e 2n = 240, respectivamente. Contudo, torna-se
dificil estabelecer com seguranca os niveis de ploidia no género e especialmente em E.
secundum, que apresenta elevada variagdo cromossomica numérica (Assis et al., 2013),
em virtude da escassez de dados carioldgicos. Informagdes importantes, como o seu
nimero cromossdmico basico (x), permanecem obscurecidas principalmente pela baixa
representatividade de espécies do género Epidendrum com conteido de DNA nuclear
quantificado, sendo conhecido apenas, até o presente momento, para E. obliguum Schltr.

(como E. steinbachii), que apresenta 2C = 2.98 (+0,11) pg DNA (Jones et al., 1998).



O presente trabalho objetivou identificar os principais mecanismos relacionados
a evolugdo cariotipica em Epidendrum, a partir da analise carioldgica da variacio
cromossdmica numérica, bem como do aumento no nimero de espécies com conteudo
de DNA nuclear conhecido, e dos padroes de distribuicdo de regides heterocromaticas
através da dupla coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI em espécies e hibridos

interespecificos.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Orchidaceae

A familia Orchidaceae, considerada uma das mais diversificadas e
taxonomicamente complexas dentre as angiospermas (Pridgeon et al., 1999; Phillips et
al., 2012), apresenta cerca de 800 géneros e 25.971 espécies (Joppa et al., 2011). As
orquideas possuem distribuicdo cosmopolita, embora a maioria das espécies ocorra nas
regides tropicais. O Brasil apresenta cerca de 200 géneros e 2.500 espécies (Souza &
Lorenzi, 2008; Barros et al., 2013). Além do grande numero de espécies, a familia
também apresenta adaptacdes a diversos tipos de habitats, principalmente epifitas e
rupicolas, bem como aproximadamente 30% de espécies terrestres (Gravendeel et al.,
2004). Suas espécies e hibridos apresentam elevado potencial ornamental, e perfazem
8% das vendas na floricultura mundial (Chugh ef al., 2009). Além disso, alguns géneros
sdo tradicionalmente utilizados na industria alimenticia, a exemplo de Vanilla Plum. ex

Mill. (baunilhia).

2.1.1. Taxonomia e Aspectos gerais da familia

As orquideas sdo plantas herbaceas e perenes, que podem ser facilmente
reconhecidas pela simetria zigomorfa de suas flores, nas quais os estames sao adnatos
basalmente ao estilete, formando uma estrutura denominada ginostémio (Dressler,
1981). Caracterizam-se ainda por apresentar graos de polen agrupados em polineas, fruto
do tipo capsula seca, sementes desprovidas de cotilédones, e por suas relacdes
micorrizicas (sensu APG III, 2009).

A dispersao de sementes através do vento € quase universal na familia

Orchidaceae, que relaciona estratégias nutricionais especializadas a associagdo com



fungos micorrizicos. Uma destas estratégias ¢ a microspermia micotréfica, comum em
espécies que sdo dependentes de fungos holoparasitas, que auxilia na assimilagdo do
carbono. Estas interagdes especializadas possivelmente apresentam um padrao evolutivo
que relaciona caracteristicas do habitat, micotrofia e especiagdo floral (Benzing, 1987,
Phillips et al., 2012). A produgdo de grande quantidade de sementes também ¢ uma
estratégia evolutiva bastante eficiente, através da qual as espécies procuram aumentar as
chances de estabelecimento das plantulas em fun¢do da especificidade de seus habitats,
permitindo a fixa¢ao de poucos individuos em locais distantes de sua origem, de maneira
dispersa, gerando populacdes disjuntas (Pinheiro & Barros, 2005).

Alguns estudos tém demonstrado que a diversificacao floral em Orchidaceae ¢
bastante ampla, podendo ocorrer diferentes mecanismos evolutivos em um mesmo
género (Melo & Borba, 2011). Em Acianthera Scheidw., por exemplo, a convergéncia
morfoldgica floral ¢ evidente em algumas espécies alopatricas [A. hamosa (Barb.Rodr.)
Pridgeon & M.W.Chase, 4. limae (Porto & Brade) Pridgeon & M.W.Chase e A.
modestissima (Rchb.f. & Warm.) Pridgeon & M.W.Chase], onde a polinizagdo esta
associada ao mesmo grupo de insetos. Contudo, observa-se em A. prolifera (Herb. ex
Lindl.) Pridgeon & M.W.Chase, cuja polinizagdo ¢ realizada por outro grupo de insetos,
que os mesmos caracteres morfologicos podem divergir por irradiagdo adaptativa (Melo
& Borba, 2011), em virtude da pressdao de selecdo do polinizador. De fato, muitas
espécies formam pequenas populacdes disjuntas, com menor probabilidade de fluxo
génico entre elas, suportando a hipodtese de deriva genética a partir da origem de novas
combinagdes genotipicas e, consequentemente, favorecendo a especiacdo (Tremblay et
al., 2005). Por outro lado, estudos realizados em algumas populagdes disjuntas em
Orchidaceae revelaram baixa diferenciagdo genética entre elas, e a diversificacao nesses
grupos possivelmente ¢ conduzida pela pressdo de selegdo de fatores bidticos e
ambientais (Phillips et al., 2012), adicionando novos desafios para o entendimento das
relacdes taxonomicas e filogenéticas em Orchidaceae.

Nos ultimos anos, a familia Orchidaceac tem chamado a atencdo dos
pesquisadores, em virtude principalmente da taxonomia controversa, tradicionalmente
baseada em caracteres morfoldgicos florais. A partir da década de 90, um grande numero
de estudos filogenéticos baseados em dados moleculares foi publicado, e Orchidaceae
esta se tornando, dentre as angiospermas, uma das familias mais estudadas em termos de
suas relagdes infra-familiais (Chase et al., 2003; Li et al., 2011; Chemisquy & Morrone,
2012; Zhang et al., 2013).



Atualmente, reconhece-se formalmente que a familia Orchidaceae ¢ monofilética,
e esta subdividida em cinco subfamilias: Apostacioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae,
Orchidoideae, Epidendroideae. As duas primeiras sdao bastante consensuais:
Apostasioideae e Cypripedioideae. A terceira subfamilia, Vanilloideae, ¢ questionada
por alguns autores (Cameron ef al., 1999) e pouco conhecida entre os botanicos, porém ¢é
fortemente suportada por diversas linhas de evidéncias, inclusive moleculares. Outras
evidéncias suportaram a inclusdo de Spiranthoideae sensu Dressler (1993) em
Orchidoideae, e a inclusdo de Tropidieae na subfamilia Epidendroideae (para uma leitura

mais detalhada, ver Chase et al., 2003).

2.1.2. Citogenética de Orchidaceae, com énfase na subfamilia Epidendroideae e

na subtribo Laeliinae

A familia ¢ relativamente pouco conhecida em termos de numeros
cromossomicos, com aproximadamente 11% de espécies citologicamente conhecidas
(Felix & Guerra, 2010). Contudo, a variagcao no tamanho ¢ no nimero de cromossomos ¢
bastante elevada, principalmente na subfamilia Epidendroideae. Os representantes das
subfamilias Apostasioideae e Orchidoideae geralmente apresentam cromossomos
pequenos, enquanto os representantes das subfamilias Cypripedioideae e Vanillioideae
apresentam cromossomos maiores (APG III, 2009). Os numeros cromossdomicos em
Orchidaceae variam de 2n = 12 em Erycina pusilla (L.) N.H.Williams & M.W.Chase
(Felix & Guerra, 1999) até 2n = 240 em Epidendrum cinnabarinum Salzm. ex Lindl
(Felix & Guerra, 2010), ambas as espécies pertencentes a subfamilia Epidendroideae.

Tao varidvel quanto os nimeros cromossdmicos sao os registros de quantificagao
do genoma em Orchidaceae, que varia em 168 vezes, a partir de 1C = 0,33 pg em
Trichocentrum morenoi (Dodson & Luer) M.W.Chase & N.H.Williams a 55,4 pg em
Pogonia ophioglossoides (L.) Ker Gawl. A maioria das espécies analisadas apresenta
genomas em torno de 8,5 pg, e genomas maiores (> 20 pg) sdo restritos a espécies das
subfamilias Cypripedioideae e Vanilloideae (Leitch et al., 2009). Com relacao a ecologia
das espécies cujos niveis de ploidia sdo elevados, ¢ possivel que a familia Orchidaceae
tenha uma correlacdo positiva entre quantidade de DNA e habitat terrestre (Leitch et al.,
2009), o mesmo ocorrendo com a poliploidia no género Oncidium Sw., que parece

relacionada ao habitat terrestre ou rupicola (Felix & Guerra, 2000).



De forma geral, as analises carioldgicas em Epidendroideae sdo escassas, e estdo
principalmente relacionadas a contagens cromossomicas, enquanto informagdes
relacionadas ao padrao de distribui¢ao da heterocromatina, conteudo de DNA, niimero e
posi¢ao de sitios de DNAr, dentre outras caracteristicas citogenéticas importantes estao
restritas a poucas subtribos (Cymbidiinae, Dendrobiinae e Maxillariinae), que
apresentam variagdo no numero e no padrdo de distribuicdo de sitios de DNAr em
algumas espécies. Em muitos casos, esta variagdo esta relacionada a poliploidia, e o
numero de sitios aumenta em relacdo ao parente diploide. Entretanto, esta ndo ¢ uma
regra geral em Orchidaceaec. No género Paphiopedilum Pfitzer, ndo hd nenhuma
evidéncia de poliploidia, e as diferengas nos niimeros cromossomicos € no padrao de
distribuicao dos sitios de DNAr neste género estio relacionadas a aneuploidias, em uma
série formada por fissoes e fusdes céntricas (Lan & Albert, 2011). Geralmente, o padrao
de distribuigdo de sitios de DNAr 45S ¢ mais polimorfico em plantas do que o 5S, porém
Lan & Albert (2011) verificaram que os sitios de DNAr 5S sdo muito mais variaveis em
numero e localizagdo fisica em Paphiopedilum, possivelmente ocorrendo pela atividade
de elementos transponiveis, translocagdes ou inversoes.

A subtribo Laeliinae destaca-se dentre as demais subtribos em Epidendroideae
por apresentar géneros de elevado valor horticultural, a exemplo de Cattleya Lindl. e
Laelia Lindl., e também alguns géneros que perfazem uma grande fracao da flora de
orquideas dos neotropicos, tais como Epidendrum L., Encyclia Hook. e Prosthechea
Knowles & Westc. (van den Berg et al., 2000). Laeliinae apresenta aproximadamente
2,5% de suas espécies com registros de nimeros cromossdmicos, porém alguns géneros
sao mais estudados citologicamente em detrimento de outros. O género Cattleya
apresenta cerca de 50% de suas espécies analisadas cariologicamente, enquanto em
Encyclia, apenas sete espécies apresentam registros cromossomicos (Felix & Guerra,
2010). Apesar de apresentar uma variagao cariologica significativa, 2n = 40 ¢ o nimero
cromossOmico mais frequente na subtribo (Tanaka & Kamemoto, 1984), com niimero
basico x = 20, sugerindo que a poliploidia constitui-se em um importante mecanismo
relacionado a evolucao cariotipica em Laeliinae (Felix & Guerra, 2010).

A variagdo em numeros cromossdmicos na subfamilia Epidendroideae foi
extensamente revisada por Felix & Guerra (2010), onde as principais diferencas
carioldgicas entre as tribos Epidendreae, Cymbidieae, Podochileac e Vandeae, que
juntas congregam a maioria das espécies da subfamilia Epidendroideae, ¢ a

predominancia de n» = 20 em Epidendreae, n = 21 in Cymbidiae e n = 19 nas duas



ultimas tribos. Multiplos de n = 7, especialmente n = 21 ou proximo deste valor
predomina na maioria dos géneros da subfamilia Orchidoideae.

Dentre as orquideas no geral, » = 21 ¢ um numero cromossOmico recorrente que
parece estar relacionado ao provavel namero basico x = 7 proposto para a familia (Felix
& Guerra, 1999, 2000, 2005, 2010). Partindo da analise da variagdo cromossOmica
numérica registrada para a familia, uma hipdtese razoavel relaciona eventos recorrentes
de poliploidia a disploidias, resultando na grande diversidade de numeros
cromossomicos observada em diversas linhagens da familia Orchidaceae, ndo obstante a
ocorréncia de hibrida¢do entre espécies com diferentes nimeros cromossdmicos, que
adiciona maior variabilidade cromossomica a diversos géneros, notavelmente em

Epidendrum (Pinheiro et al., 2010).

2.2. O género Epidendrum L.

2.2.1. Caracterizagdo geral

O género Epidendrum foi inicialmente descrito por Linnaeus (1737), cujo
lectotipo ¢ baseado em E. nocturnum Jacq. O género apresenta cerca de 1.500 espécies
distribuidas desde o sudeste dos Estados Unidos (Carolina do Norte) até o Norte da
Argentina (Chase et al., 2003; Hagsater & Soto Arenas, 2005; Pinheiro & Barros,
2007a). A plasticidade fenotipica em Epidendrum favorece a ocupagdo de habitats
bastante variados, e como consequéncia, ocorrem espécies terrestres, rupicolas e epifitas
(Pinheiro et al., 2009).

O género caracteriza-se morfologicamente por apresentar caules longos,
cilindricos ou pseudobulbosos, algumas vezes cespitosos, folhas disticas, inflorescéncias
variaveis, flores ressupinadas ou ndo, as margens ventrais do ginostémio coalescentes
com o unguiculo do labelo, e o rostelo fendido e mais ou menos paralelo ao eixo do
ginostémio, estigma com lobos laterais bem desenvolvidos, e antera com duas, quatro,
seis ou oito (geralmente quatro) polineas sésseis (para uma descricdo morfologica mais
detalhada ver Dressler, 1984). De acordo com Hagsater & Soto Arenas (2005),

Epidendrum encontra-se morfologicamente bem definido.



2.2.2. Consideracoes taxonomicas

Analises filogenéticas, baseadas em dados de sequéncias nao-codificantes de
DNA ribossomal (ITS), ttm demonstrado que os tratamentos taxonomicos tradicionais
em Epidendrum, que se baseavam apenas em caracteres morfoldgicos, tornava-o
polifilético (van den Berg et al., 2000; Chase et al., 2003). O género ¢ considerado um
depositorio de espécies taxonomicamente incertas (Dressler, 1993), e alguns aspectos da
taxonomia e evolucdo do grupo permanecem inconclusivos. Contudo, alguns estudos
baseados em dados moleculares tém sido tteis em esclarecer algumas questdes
controversas relacionadas a classificagdo infragenérica no género, como por exemplo, o
desmembramento de todas as espécies pseudobulbosas de Epidendrum para a criagao do
género Auliza (sensu Brieger, 1976, 1977), claramente artificial. Posteriormente,
Pridgeon et al. (2009) incluiram estas espécies novamente em Epidendrum, com base na
comparagdo de sequéncias de regides ITS de DNA nuclear ribossomais em 250 espécies
de Epidendrum, confirmando a delimitacao proposta inicialmente por van den Berg et al.
(2000), que também utilizou sequéncias de DNA nuclear ribossomais (ITS) e plastidiais.
Alguns autores ja criticavam a utilizagdo de caracteres morfologicos individuais
utilizados para a segregacdo do género (Dressler, 1967), que frequentemente tem
conduzido a criacao de complexos taxondmicos de dificil interpretagao.

Inicialmente, Epidendrum foi dividido em quatro subgéneros: Epidendrum,
Spathium, Strobilifera e Amphiglottium (Lindley, 1852, 1859, e posteriormente
Cogniaux, 1898, 1902; Pabst & Dungs, 1975; Brieger, 1976, 1977), com base apenas em
caracteres morfologicos florais. O subgénero Amphiglottium ¢ o inico subgénero em
Epidendrum formalmente reconhecido e considerado monofilético sob uma perspectiva
filogenética (Pinheiro et al, 2009), e encontra-se organizado em quatro segoes:
Imbricata, Bifaria, Ancipta, ¢ Amphiglottium. Esta ultima foi subdividida em trés
subsec¢oes (Integra, Carinata € Tuberculata). No entanto, apenas as subsecdes Integra e
Tuberculata sao consideradas monofiléticas, enquanto a subsecao Carinata apresentou-
se claramente polifilética, e as espécies agruparam-se em outros dois clados nas analises
realizadas por Pinheiro et al. (2009), um clado Andino e um clado Atlantico,
demonstrado também a forte relagdo entre a diversificagdo de Epidendrum e os
ambientes nos quais ocorrem.

Epidendrum secundum ¢ uma das espécies mais variaveis € taxonomicamente

menos compreendida do género (Brieger, 1976, 1977), com um grande niimero de
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sindnimos, 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 polimorfica, apresentando elevada variagdo morfologica continua
entre suas populacdes (Pinheiro & Barros, 2007a). Com base na morfologia dos calos do
labelo, E. secundum encontra-se taxonomicamente delimitado no subgénero
Amphiglottium, subse¢do Tuberculata (Pinheiro & Barros, 2007b; Pinheiro et al., 2009).
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; Assis ef al., 2013),

e demonstram grande habilidade em colonizar novos habitats.

2.2.3. Citogenética e evolugdo de Epidendrum

Apenas 2,8% das espécies de Epidendrum sao conhecidas citologicamente
(Tabela 1), e estas demonstram variacdes cromossomicas entre espécies proximamente
relacionadas e entre populacdes de uma mesma espécie. Em termos de variagdao
cromossomica numérica, os registros variam de 2n = 24 em E. strobiliferum Rchb.f. e E.
fulgens Brongn. (Tanaka & Kamemoto, 1984) at¢ 2rn = 240 em Epidendrum
cinnabarinum (Felix & Guerra, 2010). O numero cromossdmico diploide mais frequente
¢ consistentemente 2n = 40, ocorrendo em 70% das espécies para as quais ja se t€m
registros (Assis et al., 2013).

Algumas espécies apresentam notavel variacdo, especialmente Epidendrum
secundum Jacq., E. ciliare L., E. nocturnum, E. radicans Pav. ex Lindl. e E. xanthinum
Lindl., formando séries poliploides divergentes, com diversos casos de disploidias e
aneuploidias que, aliados ao pequeno numero de espécies com registro cromossomico,
dificulta o estabelecimento de um nimero bésico para o género. Apesar da escassez de
dados, alguns niimeros cromossdmicos no género sdo interpretados por alguns autores
como séries de outros numeros basicos, por exemplo, x = 19, originando 2x = 38, 3x =
57, como se observa em alguns representantes do género (E. denticulatum e E.
secundum, respectivamente) (Assis et al., 2013). Possivelmente, x = 19 ¢ decorrente de
uma duplicacdo de x = 10, com disploidia descendente de um cromossomo para produzir
0o numero neobasico x = 19 (Hagsater & Soto Arenas, 2005). Outras linhagens de
Epidendrum apresentam niimeros cromossomicos divergentes, como em E. fulgens ¢ E.

mosenii, sendo n = 12 possivelmente resultante de disploidia ascendente. Epidendrum
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secundum ¢ um exemplo marcante de polimorfismo cromossdémico numérico no género,
apresentando diversos numeros cromossdmicos atualmente conhecidos, com 2n = 28,
30, 40, 42, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 68, 80 ¢ 84 (Pinheiro & Barros, 2009; Felix & Guerra,
2010; Assis et al., 2013).

Apesar de o género Epidendrum apresentar um elevado nimero de espécies,
pouco se sabe sobre a biologia reprodutiva e mecanismos de polinizacdo de suas
espécies. De forma geral, o mecanismo de polinizagdo por decepcao ¢ bastante comum
em Orchidaceae, assim como a existéncia de mecanismos que evitam a autopolinizagao.
Contudo, E. secundum ¢ auto-compativel, mas ¢ necessario um polinizador para a
transferéncia do pdlen (Pansarim & Amaral, 2008). O polinizador geralmente ¢ um
lepidoptera diurna, e as polineas se aderem a superficie ventral da probdscide. Assim
como E. secundum, as espécies E. ibaguense Kunth in F.W.H.von Humboldt ¢ E.
radicans apresentam também uma baixa especificidade de polinizador, com mais de 23
espécies de Lepidoptera atuando como polinizadores em populagdes naturais (Pansarim
& Amaral, 2008), sendo possivelmente polinizadas através de mecanismos do tipo
decepgao.

Como consequéncia da baixa especificidade de polinizadores, a hibridagdo em
populacdes simpatricas entre diversas espécies tem sido relatada na literatura, além de
outras evidéncias, como por exemplo, sementes férteis geradas de retro-cruzamentos
entre os parentais € o possivel hibrido (Pansarim & Amaral, 2008). Contudo, esta ndo ¢
uma regra geral para o género, uma vez que E. paniculatum Ruiz & Pav. ¢ auto-
incompativel ao nivel do estigma, e se observa a producdo de 95% de frutos gerados de
fecundacdes cruzadas, enquanto nenhum fruto ¢ gerado por autopolinizacdo manual,
bem como nao sao formadas sementes por apomixia (Pansarim, 2003). E. denticulatum
Barb.Rodr. produz néctar extrafloral para a atracdo de duas espécies de formigas
(Ectatomma tuberculatum Oliver e Camponotus sericeiventris Guérin-Méneville) que
protegem as inflorescéncias da herbivoria, e desta forma aumentam a probabilidade de
sucesso da polinizagdo (Almeida & Figueiredo, 2003).

A hipotese de que espécies com elevadas diferencas em nivel de ploidia sdo
isoladas reprodutivamente, por causa de barreiras instantaneas pos-zigoticas, foi testada
por Pinheiro et al. (2010) em populagdes simpatricas de Epidendrum fulgens (2n = 2x =
24) e E. puniceoluteum F.Pinheiro & F.Barros (2n = 4x = 52), os quais verificaram zonas
de hibridagdo e introgressao em todas as populacdes analisadas. Em Epidendrum

(subgénero Amphiglottium), a hibridagdo e consequentemente o fluxo génico entre
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espécies com numeros cromossomicos divergentes parece ser um fendmeno bastante
comum (Pinheiro et al., 2010). A ocorréncia tanto da hibridacdo como da introgressao
nestas populagdes, entre espécies com diferentes niveis de ploidia, sdo um forte
indicativo de que ambos sdo processos evolucionarios importantes na diversificacao do
género em diferentes niveis, partindo da variagdo cromossOmica numérica a
diversificacdo morfologica. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer

como estas espécies mantém sua identidade taxondmica.

2.3. Mecanismos de evolugio cariotipica

Diferentes organismos apresentam conjuntos de cromossomos distintos, € as
mudangas cariotipicas em diversos grupos de plantas tém sido reconhecidas como forgas
importantes na evolucdo das espécies vegetais (Grant, 1981; Rieseberg, 1997; Levin,
2002; Guerra, 2012). Em geral, o cariotipo de espécies proximamente relacionadas
apresenta mais semelhangas do que entre espécies distantemente relacionadas (Sumner,
2003). As mutacdes que se acumulam ao longo do tempo podem imprimir diferencas no
cariotipo das espécies, alterando principalmente o nimero, o tamanho e a morfologia dos
cromossomos, bem como os padroes de distribuicdo e composi¢ao da heterocromatina e
sitios de DNAr, e sdo consideradas, portanto, evidéncias da evolugdo. Dessa forma, os
dados carioldgicos podem ser utilizados pela taxonomia como uma ferramenta util na
inferéncia das relagdes filogenéticas entre as espécies (Greilhuber & Ehrendorfer, 1988;
Guerra, 2012). Questdes relacionadas a filogenia podem ser esclarecidas pela reunido de
evidéncias evolucionarias, como por exemplo, taxas de mutagdo, eventos geoldgicos,
centros de origens, evidéncias fosseis e moleculares, bem como pela identificacdo e
caracterizacdo dos cariotipos em plantas (Kellogg, 2003; Moscone et al., 2007; Lan &
Albert, 2011). A comparacdo de caridtipos conduz a um melhor entendimento de como
as espécies divergem (Guerra, 2008).

Muitos fendmenos relacionados as alteragcdes estruturais e/ou numéricas
responsaveis pela divergéncia cariotipica em diversos grupos vegetais sao atualmente
bastante conhecidos. Consideravel diversidade cariotipica pode ser vista em relacdo ao
nimero basico, localizagdo fisica de sequéncias de DNAr, e pela organizagdo de regides
homologas em diferentes familias de plantas e populag¢des (Levin, 2002; Guerra, 2008),

sugerindo que as variacdoes encontradas entre caridtipos sdao parte de processos
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evolucionarios continuos, recorrentes € ndo raramente eventos macroevolucionarios
(Ramsey & Schemske, 1998).

As causas destas diferencas cromossomicas podem ser atribuidas ao grande
conjunto de processos evolucionarios completamente estocasticos (Levin, 2002).
Divergéncia adaptativa, pressao de selecdo e deriva genética relacionada a colonizagio
de novos habitats, hibridacdao interespecifica, duplicacio de genes, proliferacdo de
elementos genéticos moveis, alo- e autopoliploidia, sdo alguns mecanismos bastante
frequentes, que podem imprimir mudancas significativas nos cariotipos, ¢ tém sido
intensamente estudados nas ultimas décadas (Stebbins, 1971; Grant, 1981; San Miguel et
al., 1996; Ramsey & Schemske, 1998; Lynch & Conery, 2000; Tremblay et al., 2005;
Doyle et al., 2008; Mayrose ef al., 2011; Pinheiro et al., 2011; Mclntyre, 2012). Dentre
os diversos processos relacionados a evolugdo cariotipica em plantas, a poliploidia e a
disploidia serdo abordadas nas proximas segdes, em virtude das inimeras evidéncias de

sua ocorréncia no género Epidendrum.

2.3.1. Poliploidia

A poliploidia ¢ um fendomeno evoluciondrio bastante comum dentre as
angiospermas, ¢ pode ser definida como a formag¢do de numeros cromossomicos
elevados (Grant, 1981), que ocorre através da multiplicagdo ou duplicacdo de um
complemento cromossomico inteiro (Guerra, 2008), com ou sem hibridagdo,
aumentando assim o nivel de ploidia em algumas espécies, estando frequentemente
associada a especiacdo e a origem de novas adaptacdes (Levin, 2002). O termo foi
cunhado por Winkler (1916), ao estudar enxertos vegetativos em Solanum L.,
proporcionando subsidios para as hipdteses iniciais sobre a importancia da poliploidia
para a especiacdo vegetal. Goldblatt (1980) considera que espécies com numeros
cromossomicos acima de n = 9 e 10 apresentam poliploidia em sua historia
evolucionaria. Além disso, a partir destes nimeros, estimou que aproximadamente 80%
das monocotiledoneas sdo poliploides.

Andlises de distribuicdo de K (algoritmo Kennard-Stone) de 178 pares de
pardlogos em Eschscholzia californica Cham. (a linhagem irma de todas as
eudicotiledoneas) revelaram 89% de pares duplicados, produzindo a primeira evidéncia
inconteste da duplicagdo em uma eudicotiledonea ancestral (Cuj ef al., 2006). Com base

em diversas andlises moleculares, tais como mapeamento gendmico comparativo,
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estudos micro-colineares, e andlises de marcadores de sequéncias génicas, Adams &
Wendel (2005) sugerem que o genoma de mais de 90% das angiospermas atuais retém
evidéncias de uma ou mais duplicagdes de todo o genoma. Estas evidéncias agora
suportam as hipoteses propostas inicialmente por Stebbins (1950) de que as
angiospermas tém experienciado repetidos ciclos de poliploidizacao.

Diversos mecanismos podem levar a formagdo de poliploides em plantas. A
hibridagdao interespecifica frequentemente precede a poliploidia (Kellogg, 2003),
fendmeno que origina individuos alopoliploides (Abbott & Lowe, 2004; Guerra, 2008).
Porém, a poliploidia pode ocorrer a partir de um unico individuo ou hibrido intervarietal,
o qual se denomina autopoliploide (Guerra, 2008). Os conceitos de autopoliploidia e
alopoliploidia estdo usualmente baseados em critérios taxonOmicos (de origem
intraespecifica versus interespecifica, respectivamente) ou em critérios citologicos
(formacao de multivalentes versus bivalentes, respectivamente), embora nenhum destes
critérios possa ser sempre aplicado (Guerra, 2008), principalmente este ultimo, devido,
por exemplo, a ocorréncia de genes que impedem a formacao de multivalentes na meiose
(Leitch & Leitch, 2008).

A duplicagdo somatica, em nivel de zigoto, embrido ou estagio meristematico de
um ciclo de vida de uma planta, irdo consequentemente levar a producdo de tecidos
poliploides e possivelmente a geragao de descendentes poliploides (Soltis et al., 2003;
Bennett, 2004). A duplicagdo somatica (endoreduplicagdo) pode ser considerada como
um ciclo celular modificado, onde ocorre a inibi¢cdo das quinases dependentes da ciclina
(CDK) metafasicas e um aumento da atividade das CDKs da fase S, ou inibindo a mitose
pela ativacdo do Complexo Promotor da Anafase (APC), que degrada as ciclinas
mitdticas (Wang et al., 2007). Por exemplo, Primula kewensis, uma das primeiras
alopoliploides descritas, surgiu a partir de ramos tetraploides férteis do diploide estéril
do hibrido entre P. floribunda Wall. x P. verticellata Forssk. (Ramsey & Schemske,
1998).

A frequéncia de endopoliploidia e a probabilidade de formacdao de diferentes
tecidos endopoliploides ndo sao bem conhecidas. Contudo, estudos genéticos indicam
que a autopoliploidia ¢ muito mais comum do que se concebia tradicionalmente, e
concomitantemente revela as razdes para o sucesso destes organismos (Soltis et al.,
2003). Um exemplo de autopoliploide bem conhecido ocorre em Vicia faba L., cujos
individuos normais diploides contém células tetrapoides e octaploides no cortex e no

cerne de seus caules, onde ocasionalmente iniciam um novo crescimento, especialmente
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em virtude de ferimentos ou calos, tornando-se importantes fontes de novos individuos
poliploides (Ramsey & Schemske, 1998).

A segunda principal rota para a formacgdo de poliploides ¢ a “nao-reducao
gamética” ou a “restituicdo nuclear meiodtica” durante a micro- € megasporogeénese
(Ramsey & Schemske, 1998; Levin, 2002; Leitch & Leitch, 2008). Este processo gera
gametas nao-reduzidos, também referidos como gametas 2n, que contém o nimero
cromossdmico somatico completo. Conforme Sumner (2003) e Petronczki et al. (2003),
os principais fatores que influenciam a segregagdo dos cromossomos na meiose sao a
auséncia de quiasmas, a coesdo insuficiente entre as cromatides, e a ma orientacdo dos
microtibulos, que podem gerar tensdo insuficiente nos cinetdcoros, resultando em
instabilidade e reorientagdo do bivalente. A poliespermia, ou seja, a fertilizacdo de uma
célula ovo por mais de um nucleo espermatico, ¢ considerada uma rota incomum na
formag¢ao de poliploides, ocorrendo em alguns grupos de plantas, como por exemplo,
Fritillaria orientalis Adam., Lilium martagon L., e em algumas espécies de orquideas
(Kordyum, 2008).

As condigdes para o estabelecimento de poliploides e a prevaléncia em grupos
como pteridofitas e angiospermas ndo sdo bem compreendidas, permanecendo como o
foco principal dos biologistas de populacdes (Sang et al., 2004). Fatores ecologicos e
genéticos, tais como a autogamia, a ocupacdo de novos nichos, o tamanho das
populagdes, a diferenciacdo no tempo de floragao, diferengas no desempenho fisiologico
e a produgdo de gametas nao reduzidos podem contribuir para o estabelecimento. Alguns
autores sugerem que triploides podem influenciar no estabelecimento de autotetraploides
através de um mecanismo denominado ponte triploide (Lo ef al., 2010), pela unido de
gametas x e 2x. Triploides podem produzir geragdes tetraploides através de
retrocruzamentos com diploides ou cruzamentos com outros triploides. Individuos
triploides de Crataegus suksdorfii (Sarg.) Kruschke. apresentam origem alo- e
autopoliploide em populagdes naturais, enquanto individuos tetraploides sdao formados
via ponte triploide, envolvendo o retrocruzamento da geragao alotriploide com o parental
diploide C. suksdorfii, seguido de introgressao génica com C. douglasii Lindl. em
simpatria (Lo et al., 2010).

A poliploidia ¢ muito mais complexa do que uma mera intera¢do que surge entre
dois genomas, ¢ um fendmeno que reflete a elevada plasticidade do genoma em
angiospermas (Leitch & Leitch, 2008) e envolve amplo espectro de ajustamentos

moleculares e fisiologicos (Adams & Wendel, 2005), complexas reorganizacdes

16



genéticas, incluindo trocas entre genomas, mobilidade de (retro)-transposons, alteracdes
na expressdo génica e nos padrdes de metilagio de DNA, silenciamento genético
induzido epigeneticamente, perda de sequéncias curtas, remodelacdo da cromatina,
inversdes e translocagdes (Shoemaker et al., 2006), além de novos fenotipos que
emergem através da poliploidia (Bowers et al., 2003; Sumner, 2003; Levy & Feldman,
2004; Melayah et al., 2004; Leitch & Leitch, 2008). Em alguns poliploides, tais reajustes
podem levar a restauragao da segregacao dissdmica, ou seja, a diploidizacdo, ocultando
os sinais da alopoliploidia. Dados de genética comparativa indicam que as espécies
diploides de Brassica L. (n = 9) sdo diploidizadas, talvez representando hexaploides
ancestrais, mas também indicando que o genoma em Brassica evoluiu através de fusdes
cromossomicas e frequentes reorganizagoes (Soltis & Soltis, 1999; Lysak et al., 2007).
Alguns genes, como o gene 5B em Triticum L., Dendranthema indica L. e
Crossostephium chinense (L.) Makino, podem estar envolvidos na diploidizacdo em
poliploides antigos, regulando a formacao de bivalentes na meiose (Riley & Chapman,
1958; Wang et al., 2007).

Acredita-se que a poliploidia ¢ o mecanismo pelo qual algumas espécies
evoluiram niimeros cromossdmicos muito altos, como Sedum suaveolens Kimm., com
2n = 640 ca. 80x, a maior contagem cromossdmica entre as angiospermas (Uhl, 1978) e
Ophioglossum pycnostichum (Fern.) A. & D. Love (uma pteridofita) com 2n = 1260 ca.
84x, a maior contagem entre as plantas (Love et al., 1977). Na familia Orchidaceae,
Epidendrum cinnabarinum apresenta 2n = 240, sendo a maior contagem cromossdmica
dentre todas as orquideas para as quais ja se apresentam analisadas (Felix & Guerra,

2005).

2.3.2. Disploidia

Outro mecanismo importante na evolugdo e diferenciagdo dos caridtipos,
diretamente relacionado aos aspectos da variacdo cromossOmica numeérica em grupos
relacionados filogeneticamente, bem como alteracdes nos niveis de simetria do
complemento cromossdmico, ¢ certamente a disploidia (Guerra, 2008). Este fendmeno
genético direciona os caridtipos ao aumento ou diminui¢do no numero cromossdémico
haploide, podendo incluir um tnico cromossomo, um par de cromossomos ou mais de
um par cromossomico (Grant, 1981; Guerra, 2008), frequentemente formando uma série

disploide. Difere da poliploidia e aneuploidia por ndo produzir altera¢cdes quantitativas
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ou qualitativas nos genes (Guerra, 1988). Contudo, nem sempre ¢ facil determinar a
natureza e a direcdo destes eventos. Em virtude dos caridtipos serem estruturas
dinamicas, ¢ imprescindivel a reconstrucdo de caridtipos ancestrais, com base na
caracterizacdo detalhada de cariotipos atuais, a fim de que a direcdo evolucionaria da
variagao cariotipica seja bem compreendida (Hu et al., 2011).

A variacdo disploide pode ser originada por translocagdes Robertsonianas, fusdes
ou fissdes céntricas e translocagdes reciprocas (Guerra, 2008). Este fenomeno tem sido
relatado em muitos grupos vegetais, como em Asteraceae, cuja secdo Odontognathius
apresenta uma interessante série disploide, onde Carthamus nitidus Boiss. apresenta x =
12, e C. divaricatus (Beg. et Vacc.) Pamp. apresenta x = 11. O restante da secdo
apresenta x = 10. Em Brassicaceae, a displodia descendente apresenta um papel
fundamental na evolug¢do do grupo. Através de sequenciamento € mapeamento genético
foi possivel determinar, além de outros reajustes, a ocorréncia de trés fusdes
cromossOmicas que levaram ao caridtipo n = 5 de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., a
partir de n = 8, como encontrado em A. lyrata (L.) O'Kane & Al-Shehbaz e outras
Brassicaceae (Hu et al., 2011).

Um tipo interessante de disploidia foi relatado em Triticeae, cujo nimero basico
evoluiu de x = 12 para x = 7 através da perda de cinco centromeros funcionais. Quatro
deles correspondem aos cromossomos de Oryza sativa L.: Os4, Os5, Os6, e 0s9, o
quinto pode corresponder tanto ao Os3 quanto Os11. Em quatro dos cinco cromossomos,
ambos os bracos foram translocados a0 mesmo cromossomo € mantiveram a orientacao
original, sugerindo que cada redu¢do disploide originou-se de uma Unica translocacdo
(Luo et al., 2009). Em todos os cromossomos derivados de Triticeae, um cromossomo
foi inserido em um Gnico momento na regido centromérica de outro cromossomo.

Em muitos outros géneros, o mecanismo que leva a disploidia permanece
desconhecido, por causa de mudangas estruturais e subsequentes fusdes ou fissdes que
alteram a posicao relativa dos centromeros, ocultando as evidéncias das translocacdes,
ou qualquer outra reorganizagdo estrutural envolvida na modificagdo do caridtipo
(Guerra, 2008). No género Epidendrum, por exemplo, a ocorréncia de uma série
disploide complexa (2n = 28, 30, 40, 42, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 68, 80 e 84), cujo
nimero bésico ndo estd claramente estabelecido, dificulta a determinagdo de uma relagdo

segura entre o nimero fundamental e a dire¢do da variacao disploide.
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2.4. Hibridacao e especiacio

‘Especiagao hibrida’ significa que a hibridacao apresenta uma funcao principal
na origem de uma espécie nova (Mallet, 2007). Em plantas, este fendmeno geralmente
estd relacionado a poliploidia ou outras alteragdes cromossdmicas em larga escala
(Ainouche & Jenczewski, 2010), que contribuem de forma significativa para a
diversificacdo das espécies em diversos niveis, observada entre espécies diferentes e
entre populacdes de uma mesma espécie, originando variantes morfoldgicas, niumeros
cromossOomicos discrepantes (Ainouche et al., 2004; Pinheiro et al., 2010), bem como
diferentes padrdes de distribuicdo e composi¢ao da heterocromatina (Souza et al., 2012).
Além disso, a organizacao de dois ou mais genomas diferentes em um Unico nucleo
requer o silenciamento génico e a delecdo de algumas sequéncias, em virtude da
redundancia funcional entre genes homeologos, isto ¢, genes que codificam proteinas
que realizam fungdes semelhantes entre espécies. Como consequéncia, a hibridagdo
frequentemente adiciona consideraveis problemas taxondmicos por favorecer a
introgressao de alguns caracteres (Wei-Ping, 2006).

Acreditava-se que espécies com numeros cromossomicos diferentes ou
poliploides sdo isoladas reprodutivamente, em virtude de barreiras pds-zigbticas
instantaneas (Mallet et al., 2007), visto que poliploides, quando se acasalam com
diploides, podem gerar uma progénie com ploidias impares (triploides). Estes
descendentes podem ser vidveis, mas geralmente produzem gametas estéreis com
complementos cromossdmicos desbalanceados (aneuploidia). Contudo, zonas de
hibridagdo e introgressdao simpatricas entre espécies com diferentes numeros
cromossomicos foram identificadas em orquideas (Pinheiro ef al., 2010), com ocorréncia
de geracao F2.

A hibridagdo interespecifica pode ser facilitada pela auséncia de polinizadores
especificos entre algumas espécies, como por exemplo, no género Epidendrum (Pansarin
& Amaral, 2008; Pinheiro et al., 2010). Porém, os mecanismos relacionados ao
estabelecimento de uma espécie hibrida ainda gera fortes discussdes. Acredita-se que
hibridos poliploides podem apresentar uma variedade de vantagens em relagdo as suas
espécies parentais, como por exemplo, elevada heterozigose e caracteristicas fenotipicas
extremas, que podem favorecer a ocupacao de novos habitats, alcangando novos picos

adaptativos inacessiveis as espécies parentais (Mallet, 2007).
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2.5. Heterocromatina

Em 1928, Heitz distinguiu heterocromatina de eucromatina com base na
compactagdo diferencial na interfase (Grewal & Jia, 2007). A eucromatina apresenta-se
menos condensada, consequentemente mais acessivel @ maquinaria da transcri¢do, sendo
composta principalmente por regides génicas (Djupedal & Ekwall, 2008). Em
contrapartida, a heterocromatina ¢ altamente condensada, compactada através da
organizacdo dos nucleossomos, transcricionalmente silenciada (Grewal & Moazed,
2003; Djupedal & Ekwall, 2008), apresentando heteropicnose: coloragao diferente do
padrdo esperado para o restante da cromatina (clara na profase e escura na metafase).

Em eucariontes, a organizacdo da cromatina em estruturas altamente ordenadas
governa os diversos processos cromossomicos (Hall et al.,, 2002). A formagdo e
manutencdo da heterocromatina integram diversos tipos de informagdo, incluindo a
localizagdao cromossdmica, localizagdo nuclear ¢ a ocorréncia de elementos de DNA
repetitivo (Grewal & Jia, 2007). Geralmente estas regides sdo encontradas nos
centromeros, telomeros, e algumas vezes formando blocos intersticiais (Hall et al.,
2002). A heterocromatina constitutiva caracteriza-se por permanecer condensada através
do ciclo celular, rica em sequéncias repetidas em tandem e transposons, e seu estado
heterocromatico ¢ uma caracteristica cromossomica herdavel (Pedrosa et al., 2001;
Partridge et al., 2002).

A heterocromatina ¢ também encontrada em /Joci regulados durante o
desenvolvimento, onde o estado da cromatina pode mudar em resposta a sinais celulares
ou atividade génica, dessa forma denominada de heterocromatina facultativa (Grewal &
Moazed, 2003). A heterocromatina facultativa ¢ formada por regides de eucromatina,
epigenéticamente reprimidas. Neste caso, os cromossomos homologos diferem, um se
torna heterocromatico e o outro permanece eucromatico, proporcionando uma
oportunidade interessante para o estudo dos mesmos genes em dois diferentes estados
(Brown, 1966). Um exemplo bastante conhecido ¢ a compensacao da dosagem génica
em fémeas de mamiferos, que envolve a inativacao heterocromatica de um dos dois
cromossomos X nas cé¢lulas somaticas (Grewal & Moazed, 2003). Alguns experimentos
em Schizosaccharomyces pombe Lindner revelaram um mecanismo dependente do
bloqueio de RNAm durante a meiose, ou através da perda de fatores de eliminacao de
RNA, incluindo as proteinas Mmil e Redl, que suprime as regides génicas (Zofall et al.,

2012). A maquinaria de eliminacdo de RNA aumenta durante a meiose e interage com a
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metiltransferase Clr4 (necessaria para a formagdo da heterocromatina), processo que
pode ser revertido em resposta a sinais nutricionais e pela ac¢do do fator
antisilenciamento Epil (Zofall et al., 2012). Contudo, pouco se sabe em relacdo as
modificagdes que ocorrem na heterocromatina facultativa em plantas, durante a
diferenciagdo celular, que coordena a regulacdo da expressdo génica no curso do
desenvolvimento.

A heterocromatina constitutiva ¢ formada principalmente por cromatina de
replicacdo tardia, que se apresenta positivamente corada para banda C, formada por
DNA repetitivo, com a ocorréncia de pouco ou nenhum gene (Fransz et al., 2006;
Feitosa & Guerra, 2011). Uma caracteristica importante da heterocromatina ¢ a
habilidade de propagacdo, assim influenciando a expressao génica de sequéncias
proximas, em um processo referido como silenciamento (Grewal & Jia, 2007).

As andlises dos padroes de distribuicdo de bandas nos complementos
cromossomicos das angiospermas em geral sdo dificultadas pela alta variabilidade da
heterocromatina constitutiva. De acordo com Guerra (2000), nas analises dos padroes de
bandas heterocromaticas em diferentes espécies, devem-se considerar a heterogeneidade
da heterocromatina, sua variacdo qualitativa e quantitativa entre espécies, a frequéncia
de polimorfismos no nimero e tamanho das bandas em uma mesma espécie, ¢ ainda que
tanto a heterocromatina quanto a eucromatina podem sofrer mudangas relativas em um
curto periodo de tempo.

Diferentes técnicas de coloragdo podem revelar diferentes fragdes da
heterocromatina constitutiva, e espécies muito diferentes podem apresentar diferengas
simultaneas no numero, tamanho e morfologia cromossdmica, tanto quanto a quantidade
e composicao das bandas heterocromadticas (Greilhuber, 1982; Sumner, 1990). Em
plantas, o padrao de heterocromatina ¢ menos uniforme do que em mamiferos e
Drosophila, e algumas vezes, por exemplo, os centromeros sdo desprovidos de conjuntos
de heterocromatina detectavel (Pedrosa et al., 2001).

A heterocromatina constitutiva ¢ também encontrada muito comumente nas
regides terminais (teloméricas) dos cromossomos (Sumner, 2003), embora nem sempre
seja detectada pelo bandeamento C, provavelmente por causa do pequeno tamanho e
numero de repites (Guerra, 2008). As regides terminais dos cromossomos da maioria das
espécies sao compostas por um minisatélite repetido em tandem Tn(An)Gn, um motivo
formado por 7 pares de bases em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. — TTTAGGG

(Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2011). Os teldmeros apresentam intimeras fun¢des
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ou efeitos relacionados com os diversos aspectos da organizagdo dos cromossomos em
todo o ciclo celular, com importantes implicagdes para o funcionamento da célula. A
sequéncia de DNA nos telomeros forma motivos que recrutam proteinas especificas, as
quais evitam a aderéncia entre cromossomos, organizam 0s Cromossomos na interfase,
participam do pareamento dos cromossomos na meiose, € protegem 0s Cromossomos ao
evitar a degrada¢do de suas extremidades (Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2011;

Sumner, 2003).

2.5.1. Organizag¢do molecular

Enzimas que modificam histonas, complexos de remodelacdo da cromatina e a
metilagdo do DNA sdo componentes de mecanismos epigenéticos complexos, que
compactam e organizam o genoma em discretos dominios na cromatina (Grewal & Jia,
2007). O DNA da heterocromatina constitutiva ¢ tipicamente metilado (Grewal & Jia,
2007, Feitosa & Guerra, 2011). A metilacao da lisina 9 da histona H3 sinaliza a proteina
HP1 (ou homologas desta, em organismos diferentes), resultando no bloqueio da
transcri¢do, enquanto a metilacdo da lisina 4 na histona H3 e a acetilagdo de histonas
impedem o espalhamento da heterocromatina, permitindo desta forma a transcri¢do
(Grewal & Jia, 2007). Em geral, metilacdo e acetilagdo de histonas tém efeito
antagdnico, enquanto a metilagdo de DNA e de histonas t€ém efeito sinergistico. Em
Arabidopsis, ocorrem quatro classes de metiltransferases de DNA: DRM1 e DRM2
(metiltransferases de reorganiza¢do dos dominios) responsaveis pela metilacdo de novo
do DNA (Fransz et al., 2006); MET1 (metiltransferase) ¢ uma DNA metiltransferase de
manutengdo, responsavel pela metilagdo de CpG em sitios hemimetilados; CMT3
(cromometil-transferase) que contém um cromodominio, ¢ Unica em plantas, estando
envolvida na metilagdo de novo em CpG e ndo-CpG e na manutengdo da metilacdo em
CpNpG. Plantas também apresentam um gene DNMT2, que codifica uma
metiltransferase de funcdo desconhecida (Fransz et al., 2006). A heterocromatina
contribui para a regulacao epigenética ao inibir a expressao de um gene, servir de base
para o recrutamento de diversos efetores em dominios cromossdmicos especificos,
estabiliza as sequéncias de DNA repetitivo no genoma ao impedir a recombinagdo entre
repites homologos (Grewal & Moazed, 2003; Grewal & Jia, 2007).

A maquinaria do RNAi estd diretamente associada com a formagdo da

heterocromatina constitutiva, a partir de transcritos pericentroméricos (siRNA) que
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sinalizam as RITS (complexo de silenciamento transcricional induzido por RNAI), e
posteriormente recrutam metiltransferases e histonas do tipo HP1, necessarias ao
silenciamento das regides centroméricas (Partridge et al., 2002; Kato et al., 2005).
Contudo, a heterocromatina sempre foi considerada inacessivel 8 RNA polimerase II.
Estudos recentes mostram que a heterocromatina pericentromérica, para permanecer
silenciada, necessita tanto da transcricdo pela RNA polimerase II, quanto da inibicdo
pela maquinaria do RNAI, situacdo conhecida como “o paradoxo da heterocromatina
silenciada” (Djupedal & Ekwall, 2008).

Uma possivel solucao foi proposta por alguns pesquisadores. Kloc et al. (2008) e
Chen et al. (2008) observaram em Schizosaccharomyces pombe que a proteina Swib
(ortologa da HP1) ¢ perdida em virtude da fosforilacdo da serina 10 na H3 durante a
mitose, permitindo que os transcritos heterocromaticos se acumulassem na fase S. O
processamento rapido destes transcritos em siRNA promove a restauragdo da
dimetilacdo da lisina 9 na H3 e HP1 apos a replicacdo, no momento em que a coesina ¢
recrutada (Chen et al., 2008; Djupedal & Ekwall, 2008; Kloc et al., 2008), desta forma
proporcionando a heranga destes mecanismos epigenéticos reguladores da expressao

génica da célula mae para as células filhas.

2.6. Bandeamento com Fluorocromos

Devido a utilidade do bandeamento cromossomico na caracterizagdo de
cariotipos, muitas técnicas nas ultimas décadas tém sido aprimoradas para a visualizacdo
da heterocromatina. Os estudos citogenéticos passaram a incorporar o uso de
fluorocromos, corantes que apresentam propriedades fluorescentes base-especificas que
permitem caracterizar sequéncias repetitivas pela propor¢do de pares de bases GC
(guanina/citosina) e AT (adenina/timina) (Schweizer & Ambros, 1994). O uso de
fluorocromos tem permitido distinguir alguns tipos de heterocromatina em plantas
(Schweizer, 1976).

Dentre os 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 A3 (CMA) e a Mitramicina apresentam afinidade por regides ricas em GC
(Schweizer & Ambros, 1994; Sumner, 2003). Dos fluorocromos acima citados, os mais
comumente utilizados na citogenética vegetal sio o CMA e o DAPI, principalmente na

forma de dupla coloragdo, técnica onde a mesma lamina é corada com um fluorocromo e

23



contracorada com outro, respectivamente nesse caso, o CMA seguido do DAPIL. As
reagdes dos fluorocromos com os cromossomos dependem principalmente da
composi¢ao 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 (Moraes et al.,
2007). Hizume et al. (1989), por exemplo, conseguiram caracterizar e identificar todos
os cromossomos de Pinus densiflora Sieb. 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 o umbu-caja ndo ¢ resultado da hibridagao de S.
tuberosa Arruda Camara com S. monbin L. como supunham. Moraes & Guerra (2010)
confirmaram que Emilia sonchifolia (L.) DC. é um dos parentais de E. forsbergii
Nicolson utilizando os padrdes de distribuicdo das bandas CMA/DAPI, sitios de DNA
ribossomal 5S e 458, além da técnica GISH, a qual forneceu dados mais precisos para a
afirmar que E. forsbergii tem uma origem hibrida.

Poucos sdo os estudos dos padrdes de distribui¢do 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
heterocromatina constitutiva de algumas espécies do género Ophrys L.; Cabral et al.
(2006) analisando os padrdes de distribui¢do da heterocromatina constitutiva 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 er al. (2008) analisaram
filogeneticamente 48 espécies utilizando intron plastidial trnL. e espagador intergénico
trnL-F, além do estudo dos padrdes de distribuicdo de heterocromatina constitutiva em
18 espécies de Maxillariinae, onde foi possivel esclarecer os fendmenos envolvidos na
evolucdo cariotipica do grupo. As espécies analisadas apresentaram um niimero maior de
cromossomos contendo bandas DAPI'/CMA™ do que cromossomos com bandas
CMA'/DAPI". A partir destas andlises os autores sugerem que a fusdo e/ou fissdo
céntrica ¢ o principal mecanismo envolvido na diferenciacdo disploide do nimero
cromossOmico para algumas espécies do género Christensonella Szlach., especialmente
em C. ferdinandiana (Barb.Rodr.) Szlach. Para o trabalho de Koehler et al. (2008) o
padrao de distribui¢do da heterocromatina provou ser uma fonte valiosa de informagao

relacionada aos padrdes evolutivos dentro do grupo. Apesar de o nimero cromossdmico
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2n = 40 na subtribo Laeliinae representar 70% das espécies para as quais existem
contagens cromossomicas, o uso da técnica de bandeamento com fluorocromos e o uso
de marcadores cito-moleculares revelam uma grande variabilidade cariotipica nestas
espécies, o que ndo seria possivel verificar apenas pelo uso de técnicas com coloracao

convencional.

2.7. Quantificacdo do tamanho do genoma

O contetido de DNA nuclear e o tamanho do genoma (valor C) sdo importantes
caracteres biologicos que podem fornecer um forte conjunto de dados unificadores para
a biologia com utilizagdes praticas e preditivas (Bennett & Leitch, 2011). Bennett (1998)
ressalta a crescente atencao dos pesquisadores sobre as interagdes entre o tamanho do
genoma e alguns caracteres de interesse para melhoristas e ecologistas de plantas, a
exemplo da regulacdo do desenvolvimento, do controle da divisdo celular e tolerancia a
baixas temperaturas (MacGillivray & Grime, 1995), da produgao de biomassa (Jasienski
& Bazzaz, 1995) e da adaptagdo a alteragdes climaticas (Grime, 1986, 1996). No atual
contexto ecoldogico mundial, a perda de genes e também de informacdes sobre a
utilizacdo dos espécimes vegetais ¢ iminente, o que torna evidente a importancia das
pesquisas sobre genomas de plantas (Bennett, 1998).

A disponibilidade de técnicas rapidas, a exemplo da citometria de fluxo para a
quantificagdo de DNA, tem permitido a anélise de um consideravel numero de espécies e
populacdes (Garcia et al., 2006), e estes dados estdo sendo amplamente utilizados para a
resolucao de questdes taxondmicas e evolutivas em plantas (Bennett & Leitch, 2011). O
principio da técnica consiste na extracdo de nucleos livres a partir de tecidos vegetais
fragmentados em um tampdo, que mantém a estabilidade nuclear em suspensdes
liquidas, propiciando um ambiente apropriado para a coloracdo especifica e
estequiométrica do DNA nuclear (Loureiro et al., 2007). A suspensdo de ntcleos ¢
corada com fluorocromo especifico, principalmente o iodeto de propideo ou brometo de
etideo, que apresentam a propriedade de se ligar ao DNA de forma quantitativa e
intercalar (Loureiro & Santos, 2004). Ao passar pelo citdmetro de fluxo, as particulas da
suspensdo sdo estimuladas por um laser de comprimento de onde de 525 nm, e emitem
uma fluorescéncia que ¢ direcionada para um detector, que estima o tamanho do genoma
em picogramas de DNA, que posteiormente pode ser convertido em mega pares de bases

usando o fator de conversdao 1g DNA = 978 Mpb (Dolezel et al., 2003).
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Contudo, apesar da facilidade da técnica, poucas espécies vegetais apresentam
contetdo de DNA conhecido. Considerando que as angiospermas apresentam cerca de
352.000 espécies descritas (Paton et al., 2008), dados de quantificacdo de DNA sao
conhecidos para apenas 6.287 espécies, o que representa 1,8% do total de angiospermas
conhecidas (Bennett & Leitch, 2011). Estes dados apresentam valores que variam de 1C
= 0,0648 pg em Genlisea margaretae Hutch. até¢ 1C = 152,23 pg em Paris japonica
(Franch. & Sav.) Franch., representando uma escala de variagao de 2.400 vezes (Bennett
& Leitch, 2011)

O conteido de DNA de um genoma nuclear ndo replicado em uma célula
haploide ¢ denominado valor C (Swift, 1950), em alusdo a constancia tedrica deste valor
(Swift, 1950; Bennett & Leitch, 1997). Em virtude do DNA apresentar genes, a
concepgdo inicial considerava que, quanto mais complexo o organismo, maior a
quantidade de genes e, portanto, de DNA. Paradoxalmente, observou-se que diversos
organismos unicelulares simples podem apresentar centenas de vezes mais DNA do que
organismos multicelulares complexos, dando origem ao termo ‘“Paradoxo do valor C”
(Thomas, 1971; Petrov, 2001). Atualmente se sabe que esta variagdo nao reflete
diferencas em numero de genes, mas diferengas na quantidade de sequéncias de DNA
ndo-codificantes, frequentemente altamente repetitivas (Leitch et al., 2009). Contudo,
novas questdes surgem a partir destas descobertas, principalmente relacionadas aos
mecanismos evolutivos que dirigem estas variagdes, sobre os tipos de elementos
repetitivos que imprimem estas diferengas e quais as suas consequéncias, constituindo o
“enigma do valor C” (Gregory, 2001). Um grande debate existe entre os pesquisadores
sobre a constancia intraespecifica do valor C. Contudo, fatores tais como mudancgas na
atividade de retrotransposons, alteracdes cromossdmicas como duplicagoes,
aneuploidias, ocorréncia de cromossomos B, e até mesmo a existéncia de cromossomos
sexuais dimorficos, dentre outras possibilidades, podem ser a causa da variacdo no

contetido de DNA em uma espécie (Garcia et al., 2006).
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Tabela 1 Numeros cromossdmicos conhecidos em Epidendrum L. (organizada sensu Dressler, 1993)

Téxons n 2n Fontes*
Epidendrum angustatum (T.Hashim.) Dodson (como Neolehmannia angustata) 36 GJ9%4

E. appendiculatum Hashimoto 38 GJ9%4

E. avicula Lindl. (como Lanium avicula (Lindl.) Benth) 40 TK84, GJ94, DA09
E. blepharistes Barker ex Lindl. (como E. funckii Rchb. F.) 40 GJ94

E. burtonii Benn. Christ. 80 TK84

E. calanthum Rchb.f. e Warsc. 30 PI09

E. ciliare L. 20 40, 80,160 TK84, G85

E. cinnabarinum Salzm. 108, 124 224,240 FG10, AS13, PT
E. cochlidium Lindl. 28 PI109

E. cooperianum Bateman (como E. longispathum Barb. Rodr.) 40 TK84

E. cristatum Ruiz and Pavon (como E. raniferum Lindl.) 20 40 TK84

E. cristatum (como E. tigrinum Sessé and Moc.) 40 B57

E. denticulatum Barb. Rodr. 40, 38 TK&84, P109, AS13
E. difforme Jacq. (como Neolehmannia difforme) 40 TK84

E. diffusum Sw. 20 40 TK84

E. ellipticum Grah. 56, 68 TK84, FG10
E. flammeum E.M.Pessoa e M.Alves 50 PT

E. flexuosum G. Mey 28 PI09

E. fulgens Brongn. 24 B57, P109, AS13,
E. ibaguense Kunth. 70 Plig9

28



Tabela 1 (cont.)

Taxon n 2n Fontes
E. lanipes Lindl. 40 G85
E. latilabre Lindl. 40 FG10, AS13
E. loefgrenii Cogn. 40 TK84
E. magnoliae Muhl. (como E. conopseum R. Br.) 20 40 TK84
E. myrmecophorum Barb. Rodr. 120 P109
E. nocturnum Jacq. 20 40, 60, 80 TK84, FG10,
AS13, PT

E. orchidiflorum Salzm. Ex Lindl. ca. 120 AS13
E. paniculatum Ruiz e Pav. (como E. floribundum Kunth.) 40 TKS84, AS13
E. patens Sw. 40 TK84
E. proligerum Barb. Rodr. 40 AS13
E. propinquum A. Rich. E Galeotti 40 TK84
E. pseudodifforme Hoehne e Schltr. 40 ASI13, PT
E. puniceoluteum F. Pinheiro e F. Barros 52 PI09
E. x purpureum Barb. Rodr. 56; 120 TKS84, P109
E. radicans Pav. ex Lindl. 24,40, 57, 70, 60, 62, 64 TK84, P109, PT
E. ramosum Jacq. 40 AS13
E. rigidum Jacq. 40 TK84
E. secundum Jacq. 28, 30, 40, 42, 48, 50, 52, FG10, P109, AS13,

54, 56, 58, 62, 68, 80, 84, PT

90

E. secundum (como E. brachyphyllum Lindl.) 30 TK84




Tabela 1 (cont.)

Taxon 2n Fontes

E. secundum (como E. elongatum Jacq.) 56 TK84

E. secundum (como E. lindenii Lindl.) 56 TK84

E. strobiliferum Rchb.f. (como E. mosenii Barb. Rodr.) 24 TK84

E. viviparum Lindl. 40 ASI13,PT

E. xanthinum Lindl. 28, 30, 40, 60, ca. 80 TK84, G88, P109,
PT

*AS13 = Assis et al., 2013; B57 = Blumenschein, 1957; FG10 = Felix & Guerra, 2010; G81 = Goldblatt, 1981; G85 = Goldblatt, 1985; G88 = Goldblatt, 1988;

GJ94 = Goldblatt & Johnson, 1994; PI09 = Pinheiro et al., 2009; TK84 = Tanaka & Kamemoto, 1984; PT = Presente Trabalho.
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Multiplos mecanismos de evoluciao cariotipica estio envolvidos na
variabilidade cromossomica numérica em Epidendrum secundum Jacq.

(Orchidaceae: subgénero Amphiglottium)

Felipe Nollet Medeiros de Assis, Luiz Gustavo Rodrigues Souza, Enoque Medeiros

Neto, Fabio Pinheiro, Ana Emilia Barros e Silva, Leonardo P. Felix

RESUMO O género Epidendrum L. é composto por aproximadamente 1.500 espécies
de distribui¢do exclusivamente neotropical. Algumas espécies apresentam taxonomia
complexa, como E. secundum, que exibe caracteristicas geralmente relacionadas a
hibridagao, poliploidia e reproducao assexuada, e apresentam contagens cromossdmicas
prévias de 2n = 28, 30, 40, 42, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 68, 80, 84. Para testar as hipoteses
sobre a origem da variabilidade cromossdmica numérica em E. secundum, foi realizada
a quantificacdo de DNA nuclear em 18 populacdes sul-americanas desta espécie. Além
disso, foi realizada a andlise cariomorfologica, bem como da distribuicdo da
heterocromatina, através do bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI. Em 16
populagdes foram identificados individuos diploides, que apresentaram em média 2C =
4,08 pg DNA, e em duas populagdes individuos tetraploides, com em média 2C = 8,24
pg DNA. Nos tecidos foliares de E. secundum foram encontrados nucleos com 2C, 4C e
8C. As andlises mitoticas apresentaram diferentes numeros cromossomicos que
variaram de 27 = 50 até 2n = 90, com cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e
acrocéntricos. Os cromossomos variaram de 0,73 um até 4,45 um, em sua maioria com
menos de 2 um. Foram identificadas regides cromossdmicas terminais €
pericentroméricas CMA'/DAPI, algumas regides terminais CMA/DAPI" e
CMAY/DAPI". As regides pericentroméricas geralmente apresentaram-se CMA’/DAPT".
Na populagdo de Atibaia (Sdo Paulo) foram identificados citotipos com cromossomos B
em nuamero variavel, estes inteiramente CMA'/DAPI". Apesar da ocorréncia de
nimeros cromossomicos discrepantes em E. secundum, as populagdes ndo apresentaram
conteudos de DNA com variagdes significativas pelo teste de Tukey, sugerindo que o
aumento no numero de cromossomos acrocéntricos ¢ principalmente originada por
fissdes céntricas. A ocorréncia de distintos padroes de bandas CMA/DAPI entre as
populacdes, bem como o conjunto variavel das caracteristicas citoldgicas observado,
sugerem que estas populagdes estdo evoluindo independentemente, iniciando a
formag¢do de barreiras de isolamento reprodutivo provavelmente em fungdo do
isolamento geografico. Além disso, a suposta origem hibrida para E. secundum ¢é
corroborada pela ocorréncia ativa de processos de hibridagdo envolvendo esta e outras
espécies do subgénero Amphiglottium.

Palavras-chave: Cromossomos B, Disploidia, Endoreduplicacdo, Fissdo céntrica,

Heterocromatina, Poliploidia, Tamanho do genoma.
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Multiple karyotype evolution mechanisms are involved in numerical
chromosome variability in Epidendrum secundum Jacq. (Orchidaceae:

subgenus Amphiglottium)

ABSTRACT The genus Epidendrum L. consists of approximately 1,500 species with
exclusively Neotropical distribution. Some species have complex taxonomy, such as E.
secundum that displays features generally related to hybridization, asexual reproduction
and polyploidy, and have previous chromosome counts of 2n = 28, 30, 40, 42, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 68, 80, 84. To test the hypotheses about the origin of chromosome
number variation in E. secundum, was performed the quantification of nuclear DNA
content in 18 South American populations of this species. In addition,
karyomorphological analysis, as well as heterochromatin distribution analysis by
banding with CMA/DAPI fluorochromes was carried out. Diploid individuals were
identified in 16 populations, which in average had 2C = 4.08 pg DNA, and tetraploid
individuals in two populations, with 2C = 8.24 pg DNA. Leaf tissues in E. secundum
presented nuclei with 2C, 4C and 8C. The analyzes showed different mitotic
chromosome counts ranging from 2rn = 50 to 2n = ca.90 with metacentric,
submetacentric and acrocentric chromosomes. The chromosomes ranged from 0,73 um
to 4,45 pum, mostly less than 2 pm. CMA'/DAPI" terminal and pericentromeric
chromosome regions were identified, and some CMA/DAPI" and CMA%DAPI
terminal chromosome regions. Pericentromeric regions usually were CMA%DAPI". In
Atibaia population (Sdo Paulo) were identified cytotypes with B chromosomes in
variable number, completely CMA*/DAPI". Although the occurrence of discrepant
chromosome numbers in E. secundum, populations showed no significant DNA content
variation by Tukey test, suggesting that the increase of acrocentric chromosome number
is mainly caused by centric fissions. The occurrence of different CMA/DAPI band
patterns between populations, as well as the wvariable clusters of cytological
characteristics observed suggests that these populations are evolving independently,
starting the formation of reproductive isolation barriers, probably due to the
geographical isolation. Furthermore, the putative hybrid origin for E. secundum is
supported by the occurrence of active hybridization involving this and other species of
the subgenus Amphiglottium.

Keywords: B chromosomes, Centric fission, Disploidy, Endoreduplication, Genome

size, Heterochromatin, Polyploidy.
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INTRODUCAO

O género Epidendrum L. é composto por aproximadamente 1.500 espécies de
distribuicao exclusivamente neotropical (Chase et al., 2003; Hagsater & Soto Arenas,
2005), com ampla variabilidade morfoldgica inter e intraespecifica (Pabst & Dungs,
1975; Hagsater, 1984; Pinheiro & Barros, 2005, 2007a), ¢ um grande nimero de
caracteristicas plesiomorficas em relagdo a outros géneros da subfamilia Epidendroideae
(Pinheiro et al., 2009). Algumas espécies apresentam taxonomia bastante complexa,
como por exemplo, E. secundum, que exibe caracteristicas geralmente relacionadas a
hibridagdo, poliploidia e reprodugdo assexuada (Pinheiro et al., 2009; Assis et al.,
2013), bem como a habilidade de colonizar diversos tipos de ambientes, sendo
facilmente encontrados na Cordilheira dos Andes, no planalto central do Brasil, na Mata
Atlantica, em inselbergues da Caatinga, nos Tepuis venezuelanos, e em habitats ruderais
(Dunsterville, 1979; Dressler, 1989; Hagsater & Soto Arenas, 2005; Pinheiro & Barros,
2007a).

Taxonomicamente, E. secundum pertence ao subgénero Amphiglottium, segao
Amphiglottium, subsecdo Tuberculata, caracterizada por apresentar habito cespitoso,
auséncia de pseudobulbos, haste floral alongada, folhas disticas, coridceas, e
inflorescéncias em corimbo simples com um numero variavel de pequenas flores,
geralmente lilases, com labelo trilobado de margens denteadas, com calo complexo no
centro do labelo (Pinheiro & Barros, 2007b). A monofilia da subsecdo Tuberculata é
fortemente suportada por dados moleculares e indicam que E. secundum € o grupo mais
derivado dentro do subgénero Amphiglottium (Pinheiro et al., 2009). Contudo, a
monofilia de E. secundum ndo ¢ suportada pelo conjunto de dados analisados por
Pinheiro et al. (2009), com algumas populagdes mais relacionadas a E. cochlidium e E.
xanthinum, do que com as demais populagdes de E. secundum.

Diversas zonas de hibridacao foram encontradas em populagdes simpatricas do
género Epidendrum, nas quais o fluxo génico entre espécies com diferentes niveis de
ploidia indica que as barreiras de isolamento reprodutivo pré e pds-zigoticas sao fracas
ou ausentes (Dunsterville, 1979; Héagsater, 1984; Dressler, 1989; Pansarin & Amaral,
2007; Pinheiro et al., 2010), adicionando novos desafios para a interpretacdo de suas
relagdes filogenéticas. De fato, a hibridagdo natural entre E. secundum e outras espécies
de Epidendrum revelaram uma elevada compatibilidade reprodutiva, inclusive entre

espécies que apresentam conteido de DNA bastante discrepantes (Assis, em
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preparacdo). Estas novas combinagdes gendmicas podem ser mantidas nas populacdes,
inicialmente através da reprodugdo vegetativa, uma vez que E. secundum, bem como
outras espécies do subgénero Amphiglottium, reproduzem-se facilmente por brotamento
dos noés presentes em suas hastes florais (Assis ef al., 2013). Contudo, a importancia da
hibridagao interespecifica para a diversidade bioldgica em Orchidaceae ainda ndo esta
completamente esclarecida (Pinheiro et al., 2010), bem como o estabelecimento de
barreiras reprodutivas em Epidendrum ¢ de dificil compreensdo. Novas evidéncias
sugerem que a diminuicao do fluxo génico, em funcao do isolamento geografico, exerce
uma importante fun¢do no estabelecimento de barreiras de isolamento reprodutivo nos
estagios iniciais da diversificagdo das linhagens em E. denticulatum (Pinheiro et al.,
2013). Posteriormente, o acimulo de diferencas genéticas pode moldar os limites entre
estas populagdes, permitindo que algumas caracteristicas adaptativas sejam selecionadas
em dire¢do ao seu “fitness optima” (Rieseberg & Willis, 2007).

Cariologicamente, Epidendrum secundum apresenta elevada variagdo
cromossdmica numérica, com registros prévios de 2n = 28, 30, 40, 42, 48, 50, 52, 54,
56, 58, 68, 80, 84 (Pinheiro et al., 2009; Assis et al., 2013), o que torna o grupo um
interessante modelo para estudos de evolugdo cromossdmica numérica em Orchidaceae.
Contudo, as causas desta variacdo ainda s3o desconhecidas, dificultando também a
identificacdo segura de um nimero basico para o grupo, bem como de outros aspectos
de sua evolugdo cariotipica. Apesar desta desconcertante variabilidade, algumas
hipoteses foram levantadas sobre as possiveis causas dessa variagdo. Pinheiro et al.
(2009) encontraram seis citdtipos em diferentes populagdes, sugerindo a poliploidia e a
hibridagdo como as principais causas para a extrema variagdo cromossdmica numérica
encontrada em E. secundum. Assis et al. (2013) verificaram a ocorréncia de 10
diferentes citdtipos com numeros cromossOmicos muito variaveis, sugerindo que a
disploidia e/ou aneuploidias também sdo importantes mecanismos para a diversificagdo
carioldgica em E. secundum.

A andlise cariotipica mais detalhada, incluindo niveis de ploidia, contetdo de
DNA nuclear e padrdes de distribuicdo de bandas heterocromadticas, t€ém sido de grande
importancia na investigacao das relagdes evolutivas e taxondmicas em muitos grupos de
plantas, inclusive em Orchidaceae (Kao et al., 2001; D'Emerico et al., 2005; Cabral et
al., 2006; Moraes et al., 2012; Jersakova et al., 2013). Para testar as hipdteses sobre as
causas da variabilidade cromossOmica numérica em E. secundum, foi realizada a

quantificagdo de DNA nuclear em 18 populagdes sul-americanas desta espécie. Além
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disso, foi andlisada a variacdo cromossdmica numérica, os dados cariomorfoldgicos,
bem como a distribuicdo da heterocromatina, por meio do bandeamento com

fluorocromos em sete dessas 18 populagdes.

MATERIAL E METODOS

Material botdnico

O DNA nuclear de espécimes pertencentes a 18 populagdes de E. secundum sul-
americanas foi quantificado por citometria de fluxo (Tabela 1). Adicionalmente, foram
analisados os cariotipos de espécimes pertencentes a sete populagdes através da
coloragdo diferencial com fluorocromos (Tabela 2). Foram analisados trés individuos
por populacdo, totalizando 54 espécimes estudados no presente trabalho. As espécies
foram obtidas através de coletas no campo, ou cedidas gentilmente pelo Instituto de
Botanica de Sao Paulo (IBT). Todos os individuos foram mantidos em cultivo no jardim
experimental do Laboratorio de Citogenética Vegetal, do Centro de Ciéncias Agrérias,

da Universidade Federal da Paraiba — Campus II, Areia, Paraiba.

Quantificagao do DNA nuclear

Para a quantificacio do DNA, uma suspensdo de nucleos oriunda de folhas
jovens foi preparada como descrito por Loureiro et al. (2007) com 1.500 uL de tampao
WPB (Woody Plant Buffer), 1 g de tecido foliar da amostra e do padrao macerados
juntos, cuja suspensao foi filtrada em uma malha de 30 pm e posteriormente corada com
25 uL de iodeto de propideo. O tamanho do genoma foi estimado através de um
citometro de fluxo CyFlow® SL (Partec, Gorlitz, Germany). O conteido de DNA final
para cada acesso foi calculado com base em pelo menos trés individuos diferentes por
populagdo, em trés diferentes medigdes realizadas em trés dias distintos. Foram
realizados testes preliminares para a escolha do controle interno, utilizando folhas
jovens de Oxalis umbraticola A. St.-Hil. com 2C = 16,5 pg DNA (Vaio et al., 2013) e
Tulbaghia simmleri Beauverd com 2C = 38,91 pg DNA. Para o processamento dos

dados utilizou-se o software FloMax®.
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Preparagdo cromossomica

Para as analises mitoticas, coletaram-se pontas de raizes jovens pretratadas com
8-hidroxiquinoleina (8-HQ) por 24 horas a 4°C, e posteriormente fixadas em Carnoy 3:1
(etanol: acido acético glacial) por 3 horas a temperatura ambiente. As raizes foram
lavadas duas vezes em agua destilada por cinco minutos e digeridas a 37° C por 30
minutos em solug¢do 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 4cido acético 45%, coberto com uma laminula e esmagado,
sendo a laminula posteriormente removida apos congelamento em nitrogénio liquido.
Em seguida as laminas foram secas ao ar e envelhecidas por trés dias a temperatura
ambiente. Apos o envelhecimento, as laminas foram coradas com CMA e DAPI como
descrito previamente (Barros e Silva & Guerra, 2010). As laminas foram coradas com
CMA3 (0.1 mg/ml) durante uma hora, lavadas em agua destilada, secas ao ar, coradas
com DAPI (1 pg/ml) por 30 minutos, lavadas novamente, secas, € montadas em glicerol
e tampao Mcllvaine (1:1, v/v, pH 7,0). As melhores metafases foram capturadas com

uma video-camera Cohu usando o software Leica QFISH®.

Analises e medidas cromossomicas

Para cada cit6tipo, trés metafases com morfologia cromossomica clara foram
medidas utilizando-se o software Imagetool® versao 3.0. A relagdo entre os bragos
cromossdmicos (comprimento do brago longo/comprimento do brago 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).
RESULTADOS

A Tabela 1 sumariza os dados relativos ao tamanho do genoma em picogramas
(pg), referentes aos valores de 2C, 4C e 8C DNA e respectivos desvios padroes. A

figura 1 apresenta os histogramas relativos a esses dados e a Tabela 2 contém os dados

referentes as demais analises citogenéticas.
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Tabela 1 Populacdes de Epidendrum secundum com seus respectivos locais de coleta,
nimero cromossdmico diploide (2n), relacdo entre nimero cromossdémico diploide e
conteudo de DNA 2C (2n/2C), tamanho do genoma 2C, 4C e 8C em picogramas (pg) €
seus respectivos desvios padroes (DP).

Coletor

Local de Coleta

2n 2n/2C

Tamanho do genoma (pg)

2C DP 4C DP 8  DP
IBT 17660*  Atibaia, SP 56 1513 3,0b +020 7.65 <017 1420 =087
IBT 17923 izziodgcR‘o do 374b  £0,09 772 40,14 1548 032
IBT 18041  Venezuela 390b  +0,02 7,99 046 - -
IBT 17983+ Sema do Riodo g0 uny 393p 4015 796 4018 1577 021
Rastro, SC
EMA 588 Serraria, PB 397b +0.11 8,02 023 1567 =034
IBT 18047*  Bolivia 28 703 398b 0,09 8,06 +0.14 - -
IBT 18055 gﬁo das almas, 398b  +0,17 8,04 +022 1581 =+0,30
IBT 17813 Itatiaia, RJ 405b 0,18 805 +0,60 - .
JPC 114* gf;;‘;u BA do 50 1231 406b 4016 812 003 - -
IBT 17667  Jundiai, SP 417b  +0,70 7,70 029 - -
IBT 10313  Cananéia, SP 417b 0,14 832 +040 1643 0,02
IBT 11114  Apiai, SP 423b 0,18 831 +023 16,05 =+0.48
LPF 13256 dBé%‘;uganladre 425b 4007 948 4037 2036 016
itipoca, , +0, ) +0, 5 =0,
IBT 18052 Ibiti MG 427b +041 862 +0,58 17,60 +0.76
Epifita ?j:umema i 446b =089 801 +005 - ;
LPF 12908*  Esperanca, PB 68 15,07 4,51b 0,25 9,11 +0,52 20,32 =+0,10
LPF 12088* gj&o‘;g deSdo g4 1039 808a 0,10 1484 021 - ;
IBT 17893  >°™@ de 844a £0,72 1533 023 - -

Maranguape, CE

* populagdes analisadas cariologicamente.
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Figura 1 Histogramas citométricos de intensidade de fluorescéncia relativa, obtidos a partir de nucleos foliares corados
com iodeto de propideo em diferentes populacdes de Epidendrum secundum: A. Atibaia (SP) com 2C = 3,70 pg, 4C =
7,65 pg e 8C = 14,20 pg; B. Serra do Rio do Rastro (SC) com 2C = 3,74 pg, 4C = 7,72 pg ¢ 8C = 15,48 pg; C.
Venezuela com 2C = 3,90 pg e 4C = 7,99 pg; D. Serra do Rio do Rastro (SC) com 2C = 3,93 pg, 4C = 7,96 pg e 8C =
15,77 pg; E. EMA 588 com 2C = 3,97 pg, 4C = 8,02 pg e 8C = 15,67 pg; F. Bolivia com 2C = 3,98 pg ¢ 4C = 8,06 pg;
G. Pico das almas (BA) com 2C = 3,98 pg, 4C = 8,04 pg e 8C = 15,81 pg; H. Itatiaia (RJ) com 2C = 4,05 pg e 4C =
8,05 pg; I. Morro do Chapéu (BA) com 2C = 4,06 pg e 4C = 8,12 pg; J. Jundiai (SP) com 2C =4,17 pg e 4C = 7,70 pg;
K. Cananéia (SP) com 2C = 4,17 pg, 4C = 8,32 pg e 8C = 16,43 pg; L. Apiai (SP) com 2C = 4,23 pg, 4C =8,31 pge
8C =16,05 pg; M. LPF 13256 com 2C = 4,25 pg, 4C = 9,48 pg ¢ 8C = 20,36 pg; N. Ibitipoca (MG) com 2C = 4,27 pg,
4C = 8,62 pg e 8C = 17,60 pg; O. Epifita com 2C = 4,46 pg e 4C = 8,01 pg; P. Esperanca (PB) com 2C = 4,51 pg, 4C =
9,11 pg e 8C = 20,32 pg; Q. Camocim de Sao Félix (PE) com 2C = 8,08 pg e 4C = 14,84 pg; R. Serra de Maranguape
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(CE) com 2C = 8,44 pg e 4C = 15,33 pg. Setas indicam picos referentes a 2C, 4C, 8C e padrao, respectivamente. Os
diferentes padrdes foram diferenciados pelas cores dos histogramas: em preto, Oxalis umbraticola com 2C = 16,5 pg
DNA e em azul, Tulbaghia simmleri com 2C = 38,91 pg DNA.

Tabela 2 Populacdes de Epidendrum secundum com seus respectivos locais de coleta, nimero cromossdémico diploide (2n), férmula cariotipica
(FC), nimero fundamental (NF), variagdo no tamanho cromossomico em micrometros (pm), nimero de regides heterocromadticas terminais
(CMA*/DAPI"; CMA/DAPI*; CMA®/DAPI") e pericentroméricas (CMA*/DAPI), e figura ilustrativa.

Tamanho Regides heterocromaticas terminais Pericentroméricas  Figura
Coletor Local de Coleta 2n FC NF crom((l)ls;(;mlco CMA"/DAPI" DAPI'/CMA~ CMAYDAPI- CMA*/DAPI”
JPC 114* Morro do 27MT + 13 SM
Chapéu, BA 50 +10 AC 90 1,03 -3,70 02 - 08 02 2 a-c
27 MT + 07 SM +
56 22 AC 90 0,73 -3,41 02 - 12 - 2 d-f
*
IBT17660%  \ tibaia, SP s6  SAMISMSMTos 136400 11 02 08 - 3 ac
56 + 35 MT + 04 SM +
B 18 AC 96 1,36 — 4,00 11 02 08 - 3d-f
IBT 17983*  Serra do Rio do 34 MT + 04 SM +
Rastro, SC 56 18 AC 94 1,26 — 3,75 14 - - - -
IBT .
Nova Friburgo 30 MT + 10 SM +
% s _ - -
17841s RJ 58 18 AC 98 1,27-7,10 02 10 01 4 a-c
LPF
12908* Esperanca, PB 6s MT32+ /2(6: SM* 104 1.10-429 07 ] 04 01 4 df
LPF Camocim de Sao
12088* Félix, PE 84 ; ; ; 06 - ) - S a-c
EMA 757 Fagundes, PB ca90 SAMTHIASMA g0 01445 07 ; 25 5d-f

42 AC

*populacdes que apresentam quantificacdo de DNA nuclear.
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Quantifica¢do do DNA nuclear

A citometria de fluxo indicou que houve variagdo no conteudo de DNA entre as
populagdes analisadas (Tabela 1), desde 2C = 3,70 pg (Figura 1A) na populagdo de
Atibaia (Sao Paulo) até 2C = 8,44 pg (Figura 1R) na populacdo da Serra de Maranguape
(Ceard). Contudo, apenas as popula¢des de Camocim de Sdo Félix (Pernambuco) com
2C = 8,08 pg (Figura 1Q) e Serra de Maranguape com 2C = 8,44 pg (Figura 1R) foram
significativamente diferentes das demais (Tabela 1). Em 16 populagdes foram
identificados individuos diploides, que apresentaram em média 2C = 4,08 (+ 0,39) pg
(Figura 1A-P), e em duas populacdes individuos tetraploides, com em média 2C = 8,24
(= 0,48) pg. O valor C monoploide (Cx) usando o fator de conversao 1g DNA = 978
Mpb ¢ 1.995 Mpb para os individuos diploides, e 4.029 Mpb para os individuos
tetraploides. Os tecidos foliares de E. secundum apresentaram um ciclo de
endoreduplicacdo em 10 populagdes analisadas (Figura 1; Tabela 1). Em todos os
espécimes analisados, esta endoreduplicacdo foi compativel, e cada pico subsequente

apresentou o dobro da quantidade de DNA em relagdo ao valor 4C.

Analises cromossomicas

As andlises mitoticas apresentaram diferentes contagens cromossdmicas para as
populacdes analisadas (Tabela 2), variando de 2n = 50 (Figura la-c) até 2n = ca.90
(Figura 5d-f) e cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos. Contudo,
mesmo apds dupla coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI, a morfologia em
metafase de alguns cromossomos menores foi bastante dificil de definir, por nao
apresentarem marcagao clara da constricdo centromérica. Os cromossomos variaram de
0,73 pum até 4,45 pm. Apenas na populagdo de Nova Friburgo, Rio de Janeiro, os
citotipos apresentaram alguns cromossomos maiores em prometafase, com até 7,10 pym
(Figura 4c, setas brancas). Foram identificadas regides cromossdmicas terminais e
pericentroméricas CMA/DAPI, algumas regides terminais CMA /DAPI" (Figura 3c,
insertos). As regides pericentroméricas geralmente apresentaram-se CMAY/DAPT .

Na populagdo do Morro do Chapéu, Bahia (Figura 2a-f), foram identificados
dois citétipos, ambos com numero fundamental (NF) = 90 (Tabela 2). O primeiro
citotipo apresentou 2n = 50 (Figura 2a-c), com 27 metacéntricos, 13 submetacéntricos e

10 acrocéntricos (Tabela 2). Duas regides proximais coraram mais fortemente com
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CMA, enquanto duas regides terminais, uma das quais distendida formando um satélite,
apresentaram-se CMA'/DAPI” (Figura 2c, setas amarelas), enquanto regides terminais
CMADAPI" foram identificadas em oito cromossomos (Figura 2c). O segundo
citotipo apresentou 2n = 56 (Figura 2d-f), com 27 metacéntricos, sete submetacéntricos
e 22 acrocéntricos (Tabela 2). Foram visualizadas duas regides terminais CMA/DAPI,
uma das quais distendida e formando um satélite (Figura 2f, setas amarelas), além de
regides terminais CMAY/DAPI” visualizadas em 12 cromossomos (Figura 2f).

Na populagdo de Atibaia (Sao Paulo) também foram identificados dois
individuos, o primeiro com 2n = 56 (Figura 3a-c), e o segundo com 2n = 56 + 1B, este,
inteiramente CMA/DAPI" (Figura 3d-f, inserto em f). O primeiro apresentou 34
metacéntricos, quatro submetacéntricos e 18 acrocéntricos, com NF = 94, enquanto o
segundo diferiu por apresentar 35 metacéntricos ¢ NF = 96 (Tabela 2). Foram
observadas em ambos os cariotipos 11 regides terminais CMA/DAPI” (Figura 3c, setas
amarelas), ocorrendo principalmente em cromossomos acrocéntricos, dois dos quais
formando pequenos satélites distendidos. Além disso, foram visualizados dois blocos
terminais CMA/DAPI" em um par de cromossomos metacéntricos, € oito regides

terminais CMA%/DAPI", mais facilmente visualizadas no primeiro cariétipo (Figura 3a-

).
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Figura 2 Células mitoticas de E. secundum em uma populacdo do Morro do Chapéu (BA) com 2n = 50 (a-c) e 2n = 56 (d-f), coradas com CMA
(a, d), DAPI (b, e) e sobreposi¢do das imagens (c, f). Setas amarelas indicam regides CMA/DAPI . Insertos em ¢ indicam, da esquerda para a
direita, regides terminais distendidas CMA'/DAPI, regides terminais simples CMA/DAPI" e regides pericentroméricas CMA'/DAPT,
respectivamente. A barra em f corresponde a 10um.
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Figura 3 Cé¢lulas mitéticas de E. secundum em uma populagdo Atibaia (SP) com 2n = 56 (a-¢) e 2n = 56 + 1B (d-f), coradas com CMA (a, d),
DAPI (b, €) e sobreposi¢io das imagens (¢, f). Setas amarelas indicam regides CMA/DAPI". Insertos em ¢ indicam: banda terminal

CMA /DAPI" (canto superior esquerdo), regidio pericentromérica CMA%DAPI” (canto superior direito) e regido terminal CMAYDAPI” em
cromossomos acrocéntricos (canto inferior direito). Inserto em f destaca cromossomo B. A barra em f corresponde a 10um.
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Figura 4 Cé¢lulas mitoticas de E. secundum em uma populagdo Nova Friburgo (RJ) com 2n = 58 (a-c) e
Esperanca (PB) com 2n = 68 (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, e) e sobreposi¢do das imagens (¢, f).
Setas amarelas indicam regides terminais CMA/DAPI". Cabeca de seta em f indica banda pericentromérica
CMA/DAPI . Setas brancas indicam cromossomos maiores. A barra em f corresponde a 10um.
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Figura 5 C¢lulas mitéticas de E. secundum na populagao de Camocim de Sao Félix (PE) com 2n = 84 (a-c) e Fagundes (PB) com 2n = ca.90 (d-
f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, e) e sobreposi¢do das imagens (¢, f). Setas amarelas indicam regides CMA/DAPI". A barra em f
corresponde a 10pm.




Outro citotipo com 2n = 56 foi encontrado na Serra do Rio do Rastro (Santa Catarina),
com cariotipo muito semelhante ao encontrado na populacdo de Atibaia, porém nao
foram visualizados cromossomos B (Tabela 2).

Na populacio de Nova Friburgo (Rio de Janeiro) todos os individuos
apresentaram 2n = 58 (Figura 4a-c), com caridtipo formado por 30 cromossomos
metacéntricos, 10 submetacéntricos e 18 acrocéntricos, ¢ NF = 98 (Tabela 2), com dois
cromossomos claramente maiores que os demais (Figura 4c, setas brancas). Os
caridtipos apresentaram trés regides CMA/DAPI, sendo uma pericentromérica e duas
terminais, uma das quais formando satélite com constri¢do bastante distendida (Figura
4c, setas amarelas), além de 10 regides terminais CMA%DAPI", que se estenderam dos
terminais até a regido pericentromérica.

Em Esperanga (Paraiba), todos os individuos apresentaram cariétipo com 2n =
68 (Figura 4d-f), com 30 metacéntricos, seis submetacéntricos e 32 acrocéntricos, ¢ NF
= 104 (Tabela 2). Regides CMA/DAPI" foram visualizadas nos terminais de sete
cromossomos acrocéntricos (Figura 4f, setas amarelas), e em uma regido
pericentromérica de um cromossomo submetacéntrico grande (Figura 4f, cabega de seta
amarela). Além disso, regides terminais CMA%DAPI” foram visualizadas em quatro
cromossomos acrocéntricos (Figura 4f).

Um citotipo tetraploide foi encontrado na populagdo de Camocim de Sao Félix,
Pernambuco, com 2n = 84 (Figura 5a-c). A andlise carioldgica destes individuos foi
realizada em caridtipos em pro-metafase, e por isso ndo foi possivel estabelecer sua
formula cariotipica. Regides discretas, mais fortemente coradas com CMA foram
visualizadas nos terminais de seis cromossomos. O outro citotipo tetraploide ocorreu na
populagdao de Fagundes, Paraiba, com 2n = ca. 90 cromossomos (Figura 5d-f), com
ocorréncia de aproximadamente 34 metacéntricos, 14 submetacéntricos e 42
acrocéntricos, ¢ NF = 138 (Tabela 2). Foram visualizadas sete regides terminais
CMA'/DAPI" em cromossomos acrocéntricos (Figura 5f, setas amarelas), uma das
quais distendida, formando um satélite. Além disso, foram visualizadas pequenas

regides terminais CMAY/DAPI” em 25 cromossomos acrocéntricos (Figura 5f).
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DISCUSSAO

A primeira quantificacdo de conteudo de DNA para o género Epidendrum foi
realizada por Jones et al. (1998), que verificaram em E. obliguum (como E. steinbachii)
o tamanho do genoma de 2C = 2.98 (£0,11) pg DNA, sendo esta a unica espécie do
género que apresenta registro de quantificagdo do genoma em “Plant DNA C-values
Database” (http://data.kew.org/cvalues/). O contetido de DNA nuclear em E. secundum
determinada para 18 populagdes sul-americanas, revelaram que 16 delas correspondem
a ocorréncia de espécimes diploides (2n = 50 até 2n = 68) e valores 2C DNA, desde 2C
= 3,70 a 4,08 pg (Tabela 1, 2). Por outro lado, as duas outras populagdes com 2n = 84 e
90, correspondem a 2C = 8,08 a 8,24 pg DNA, respectivamente. A poliploidia ¢
considerada como o principal mecanismo relacionado a evolugdo cromossémica em
angiospermas (Stebbins, 1971; Leitch & Leicth, 2008; Parisod et al., 2010; Hersch-
Green, 2012; Weiss-Schneeweiss et al., 2013), especialmente em Orchidaceae,
atualmente considerada a familia mais variavel em termos de conteido de DNA, por
apresentar valores de 1C = 0,33 pg em Trichocentrum maduroi até¢ 55,4 pg em Pogonia
ophioglossoides, o que corresponde a uma variagao interespecifica de 168 vezes (Leitch
et al., 2009). Em Epidendrum secundum, a poliploidia parece ser um evento recorrente,
ocorrendo independentemente em diferentes populagdes.

Apesar da ocorréncia de numeros cromossdmicos discrepantes em E. secundum
com 2n = 50, 56, 58, 68 na presente amostra (Tabela 2), as populacdes ndo
apresentaram conteudos de DNA com variacgdes significativas pelo teste de Tukey. O
tipo de variacdo numérica encontrada indica que a disploidia provavelmente seja o
principal mecanismo envolvido na formagdo desses cariotipos. Além disso, a
estabilidade na quantidade de DNA sugere a ocorréncia de fissdes/fusdes céntricas.
Corrobora esta hipotese o fato de que alguns citotipos apresentaram o mesmo nimero
fundamental, e o provavel nimero basico x = 20 para o género como um todo e outras
espécies do subgénero Amphyglottium (Felix & Guerra, 2010; Assis et al., 2013). Esse
mecanismo de variagdo numérica tem sido documentado em vdarios grupos de plantas
(revisado por Jones, 1998), mas ¢ especialmente frequente em plantas com cinetdcoro
difuso como na familia Cyperaceae (ver, por exemplo, Escudero et al, 2008). Em
orquideas a ocorréncia de disploidia por fissdo céntrica tem sido observada em
Paphiopedilum, que apresenta registros cromossomicos de 2n = 26 até 52, porém com a

manutengdo do NF = 52 (Cox et al., 1997; Leitch et al., 2009). Por outro lado, o
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aumento ndo significativo no contetido de DNA que acompanha o aumento no numero
de cromossomos observado na presente amostra podera ser decorrente da sintese de
novas sequéncias de DNA telomérico, para a estabilizacdo das regides terminais nos
cromossomos oriundos de fissdo céntrica (Putnam et al., 2004; Leitch et al., 2009).
Outra evidéncia da ocorréncia de fissdo céntrica surge a partir da dupla coloragdo com
os fluorocromos CMA/DAPI, que revelou a ocorréncia de um maior numero de bandas
CMA® ou CMA" terminais nos citotipos com maior nimero de cromossomos
acrocéntricos.

A segunda fonte de variagdo no conteido de DNA observada na presente
amostragem pode estar relacionada a ocorréncia de cromossomos Bs. Esses
Ccromossomos supranumerarios surgem em adicdo ao conjunto cromossdmico padrao,
denominados cromossomos A (Masonbrink et al., 2013), sendo observados em diversos
grupos vegetais (Mufioz-Pajares et al., 2011; Klemme et al., 2013), inclusive em
Orchidaceae (Greilhuber & Ehrendorfer, 1975; Jones, 1995; Davina et al., 2009). Na
populagdo de Atibaia (Sao Paulo) verificou-se, em alguns citdtipos, a ocorréncia de 2n =
56 e 2n = 57, sendo este ultimo devido a existéncia de um cromossomo corado apenas
com CMA e completamente negativo para o DAPI. A analise em outras populacdes
revelou a ocorréncia de cromossomos supranumerarios em E. secundum, € em outras
espécies de Epidendrum, em nimero varidvel, e igualmente CMA" (Assis, em
preparagdo). Na presente analise, esse cromossomo supranumerario foi metacéntrico e
formado inteiramente por heterocromatina rica em GC, sugerindo tratar-se de um
isocromossomo. Esse tipo de cromossomo supranumerdrio ¢ caracterizado por
apresentar bragos geneticamente idénticos, sendo um a imagem especular do outro
(Jones & Houben, 2003).

Todos os espécimes analisados apresentaram ciclos de endoreduplicagdo
completos correspondentes a valores 8C, exatamente o dobro do valor 4C observado em
algumas populagdes. O mesmo fendmeno foi observado em Vanilla planifolia e
hibridos, as vezes constituindo-se de uma endoreduplicacdao parcial e formacao de até
cinco picos diferentes (Lepers-Andrzejewski et al., 2011). A endoreduplicagdo ¢
essencialmente a replicagdo de um genoma sem a subseqiiente divisdo celular, sendo
tipicamente encontrada em células que finalizaram o processo de diferenciacdo em
tecidos especializados (Masonbrink et al., 2013). Alguns autores relacionam este
fendmeno ao aumento da expressdo de certos genes € ao controle do crescimento foliar

em plantas (Larkins et al., 2001; Bourdon et al., 2011; Massonnet et al., 2011), porém
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muitas questdes relacionadas a exata funcdo da endoreduplicagdo no desenvolvimento
vegetativo permanecem desconhecidas.

Em Epidendrum, principalmente nas espécies pertencentes ao subgénero
Amphiglottium, a formagdo de clones a partir das hastes florais ¢ um fendmeno bastante
comum, sugerindo que, eventualmente, clones autopoliploides e/ou alopoliploides
poderiam ser originados a partir destes tecidos endoreduplicados. Este fenomeno tem
sido observado em alguns grupos vegetais, como no hibrido diploide infértil Primula
floribunda x P. verticellata, que originou um ramo tetraploide fértil, atualmente
reconhecido como Primula kewensis, um dos primeiros alotetraploides descritos
(Ramsey & Schemske, 1998). Além disso, orquideas sdo plantas reconhecidas pela
elevada capacidade de produzir sementes vidveis, mesmo em espécimes provenientes de
parentais com diferentes nimeros cromossomicos (Arditti, 1992), o que garantiria uma
boa percentagem de reproducdo sexuada para as populagdes de Epidendrum cujos
parentais apresentam niimeros cromossdmicos discrepantes, como se verifica em E.
secundum. Pinheiro et al. (2009) propuseram uma origem alopoliploide para E.
secundum, com base em diversos estados de carater. A variagao no conteudo de DNA e
no numero de cromossomos apresentada aqui podem ser o resultado de reorganizagdes
intra e intergendmicas, incluindo a eliminacdo de sequéncias de DNA, a exemplo de
sequéncias de DNAr, e amplificagdo ou reducdo de elementos repetitivos, comuns ao
processo de diploidizagdo observado em outros grupos de plantas (Parisod et al., 2012).
A ocorréncia de bandas DAPI//CMA™ claramente visualizdveis nos citotipos
encontrados apenas na populagdo de Atibaia, bem como o conjunto varidvel das
caracteristicas citoldgicas observado, sugerem que diferentes populagdes estdao
evoluindo independentemente, provavelmente iniciando a formacdo de barreiras de
isolamento reprodutivo em funcdo do isolamento geografico. Além disso, a suposta
origem hibrida para E. secundum ¢ compativel com a ocorréncia ativa de processos de
hibridacdo envolvendo esta e outras espécies do subgénero Amphiglottium, como entre
E. secundum e E. fulgens (Pansarin & Amaral, 2008) e entre E. secundum x E.
flammeum, E. secundum x E. xanthinum e E. secundum x E. cinnabarinum (Assis, em
preparacao).

Regides heterocromaticas sao dificeis de definir em E. secundum, mesmo apds o
ajuste de brilho, contraste e ampliacao das imagens. No entanto, foi possivel distinguir
alguns padroes de organizagdo da heterocromatina (sumarizados nas Figuras 2 e 3,

insertos), com distintos padroes de distribuigdo da heterocromatina entre as diferentes
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populacdes. Regides terminais e proximais CMA"/DAPI” ou CMAYDAPI” sdo bastante
comuns entre as populacdes analisadas, estas ultimas predominantemente encontradas

em cromossomos acrocéntricos de todos os citotipos analisados.
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inselbergues do Nordeste e Sudeste do Brasil
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Diversidade cariotipica em espécies e hibridos pertencentes ao género
Epidendrum L. (Orchidaceae) subgénero Amphiglottium, em

inselbergues do Nordeste e Sudeste do Brasil

Felipe Nollet Medeiros de Assis, Enoque Medeiros Neto, Erton Mendonga de Almeida,

Fabio Pinheiro, Luciana Ledra, Ana Emilia Barros e Silva e Leonardo P. Felix

RESUMO Epidendrum ¢é provavelmente o maior género neotropical de orquideas, com
cerca de 1.500 espécies, sendo frequente a ocorréncia de hibridagdo, o que adiciona
novos desafios para a delimitagdo infragenérica do grupo. Individuos com morfologia
floral intermedidria entre E. flammeum X E. secundum encontrados no municipio de Sao
Jodao do Tigre (Paraiba), e entre E. xanthinum x E. secundum encontrados em Nova
Friburgo (Rio de Janeiro) foram analisados através da morfometria floral, da técnica de
coloragdo diferencial com os fluorocromos CMA e DAPI e pela quantificacdo do
contetdo de DNA nuclear. Os cariotipos de todas as espécies apresentaram
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos, estes ultimos com
regides terminais CMA'Y/DAPI” ou CMAYDAPI". A quantificagio do DNA revelou
ciclos completos de endoreduplicacio em todas as espécies. Na primeira zona de
hibridacao, E. flammeum apresentou 2n = 50 e contetido de DNA 2C = 5,04 pg DNA, E.
secundum apresentou 2n = 62 cromossomos ¢ 2C = 4,82 pg DNA. Individuos hibridos
apresentaram 2n = 56, com 2C = 4,63 pg DNA. Na segunda zona de hibridacdo, F.
xanthinum apresentou 2n = 28 com 2C = 4,48 pg DNA. Os espécimes de E. secundum
nesta populacdo apresentaram 2n = 56 ¢ 2C = 3,68 pg DNA. O provavel hibrido
apresentou 2n = 42 com 2C = 4,37 pg DNA. O género apresenta altos niveis de
compatibilidade reprodutiva, incluindo espécies com diferentes numeros
cromossdmicos ocorrentes em populagdes simpatricas, sugerindo que a hibridagdo e a
introgressao sao importantes para os estagios iniciais de especiagdo em Epidendrum. A
partir destas novas combinagdes, a introgressao pode ser responsavel pela origem de
novas variantes genéticas nas populagdes parentais, possivelmente permitindo a
dinamica cromossdmica observada em algumas espécies parentais, notavelmente em E.
secundum.

Palavras-chave: Cromossomos B, Endoreduplicacdo, Heterocromatina, Morfometria,

Tamanho do genoma.
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Karyotypic diversity in species and hybrids of the genus Epidendrum
L. (Orchidaceae) subgenus Amphiglottium, in Northeast and Southeast

Brazil Inselbergs

ABSTRACT Epidendrum is probably the largest Neotropical orchid genera, with about
1,500 species, where the occurrence of hybridization is common and adds new
challenges for infrageneric delimitation of this group. Individuals with intermediate
floral morphology between E. flammeum x E. secundum found in the municipality of
Sao Jodo do Tigre (Paraiba), and between E. xanthinum x E. secundum found in Nova
Friburgo (Rio de Janeiro) were analyzed by floral morphometry, by differential staining
technique with CMA and DAPI fluorochromes, and by the quantification of nuclear
DNA content. The karyotypes of all species showed metacentric, submetacentric and
acrocentric chromosomes, the former with CMA"/DAPI” or CMAYDAPI” terminal
regions. The DNA quantification revealed complete cycles of endoreduplication in all
species. In the first hybridization zone, E. flammeum presented 2n = 50 and 2C = 5.04
pg DNA content, E. secundum presented 2n = 62 chromosomes and 2C = 4.82 pg DNA.
Hybrid individuals had 2n = 56, with 2C = 4.63 pg DNA. In the second hybridization
zone, E. xanthinum presented 2n = 28 with 2C = 4.48 pg DNA. E. secundum specimens
in this population had 2n = 56 and 2C = 3.68 pg DNA. The putative hybrids had 2n =42
with 2C = 4.37 pg DNA. The genus has high levels of reproductive compatibility,
including species with different chromosome numbers occurring in sympatric
populations, suggesting that hybridization and introgression are important for the early
stages of speciation in Epidendrum. From these new combinations, the introgression
may be responsible for the origin of new genetic variants in the parental populations,
possibly allowing the chromosome dynamic observed in some parental species, notably
E. secundum.

Keywords: B chromosomes, Endoreduplication, Genome size, Heterochromatin,

Morphometry.
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INTRODUCAO

Inselbergues sdo considerados remanescentes pré-cambrianos do processo de
erosao em uma paisagem plana, e representam modelos Unicos de ambientes que
abrigam difrentes grupos de plantas, frequentemente isoladas de outras populagdes que
ocorrem em ambientes mais estaveis (Porembski, 2002; Sarthou et al, 2010). As
oportunidades de colonizacdo e adaptagdo a esses novos habitats ¢ resultado de
processos completamente estocasticos, tais como a deriva genética, efeito fundador, e
pressdo de selecdo (Porembski & Barthlott, 2000; Parmentier et al., 2005). Dessa forma,
as populacdes que ocorrem em inselbergues podem fornecer importantes informagdes
relacionadas aos mecanismos microevolutivos envolvidos nos estagios iniciais de
especiagdo. Diversos representantes do género Epidendrum, em especial os pertencentes
ao subgénero Amphiglottium, ocorrem nesse tipo de ambiente e suas populacdes
conservam citotipos isolados geografica e cromossomicamente de outras populagdes.

Epidendrum ¢ provavelmente o maior género neotropical de orquideas, com
cerca de 1.500 espécies (Chase et al., 2003; Pinheiro & Barros, 2007a), com apenas
2,8% das espécies estudadas, e esta caracterizagdo ¢ representada exclusivamente por
contagens cromossomicas (Assis et al., 2013). A analise da variacdo cromossOmica
numérica em alguns representantes do género demonstrou a ocorréncia de diferentes
nimeros cromossOmicos entre espécies estreitamente relacionadas e entre populagdes
de uma mesma espécie. No subgénero Amphiglottium, seus representantes apresentam
nimeros cromossomicos que variam de 2n = 24 em E. fulgens a 2n = 240 em E.
cinnabarinum (Guerra, 2000; Concei¢do et al., 2006; Pinheiro et al., 2009; Felix &
Guerra, 2010; Assis et al., 2013). O alto grau de polimorfismos ¢ especialmente elevado
em alguns grupos sul-americanos, como por exemplo, E. secundum, que também
apresenta elevada variagdo cromossomica numérica (Pinheiro et al., 2009; Assis et al.,
2013), associada a uma extensa distribui¢do geografica, ocorrendo desde o sudeste dos
Estados Unidos, até o norte da Argentina (Hagsater & Soto Arenas, 2005; Pinheiro &
Barros, 2007b). Contudo, os mecanismos envolvidos na diversificacdo carioldgica
observada em Epidendrum ainda ndo estdo completamente compreendidos, e pouco se
sabe sobre os eventos microevolutivos iniciais que conduzem ao isolamento reprodutivo
e, posteriormente, a especiagao.

Eventos de hibridagdo em Epidendrum sao comuns (Dunsterville, 1979;

Hégsater, 1984; Dressler, 1989; Pansarin & Amaral, 2007; Pinheiro et al., 2010, 2013) e
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adicionam novos desafios para a delimitacdo das espécies deste grupo. Altos niveis de
compatibilidade reprodutiva observados na subtribo Laeliinae, a qual pertence o género
Epidendrum (Lenz & Wimber, 1959; Pansarin & Amaral, 2008; Pinheiro et al., 2010,
2013), e a auséncia de polinizadores especificos (van der Pijl & Dodson, 1966; Pansarin
& Amaral, 2008) indicam que as barreiras de pré-poliniza¢do sdo fracas ou ausentes,
tornando a hibridagdo em populagdes simpatricas um evento iminente em Epidendrum.
De fato, alguns autores detectaram zonas de hibridacdo entre diferentes espécies do
subgénero Amphiglottium em populagdes simpatricas, através da andlise de
microssatélites nucleares e plastidiais, em individuos com morfologia floral
intermediaria. A partir destas analises, a hipdtese de fluxo génico entre espécies com
diferentes numeros cromossdmicos foi confirmada, e essas diferengas nao se constituem
em uma barreira de isolamento reprodutivo pos-zigoética, indicando que a hibridagado e a
introgressdo sdo importantes processos evoluciondrios envolvidos na diversificagdo
cariologica de Epidendrum (Pinheiro et al., 2009, 2010, 2013), principalmente nos
estagios iniciais de especiacao.

Registros de bandeamento com fluorocromos em espécies do género
Epidendrum sdo escassos, e pouco se conhece a respeito dos padrdes de distribuicdo da
heterocromatina no género, dificultando o entendimento da elevada diversidade
morfologica e carioldgica observada em suas espécies, bem como dos fendomenos
relacionados a evolugdo cariotipica do grupo, dentre muitos outros aspectos de suas
relacdes filogenéticas (incluindo seu niimero basico primario) que permanecem
obscurecidos. Técnicas de coloracao diferencial com fluorocromos, combinadas com
analises da variacao da quantidade do DNA nuclear, possibilitam o estudo comparativo
de genotipos filogeneticamente relacionados, dos niveis de ploidia observados entre
diferentes citdtipos, de cromossomos especificos ou fragmentos cromossomicos em
hibridos naturais ou artificiais (Guerra, 2005; Almeida et al., 2007; Moraes et al., 2007),
principalmente em complexos taxondmicos que reunem caracteristicas relacionadas a
hibridagdo, poliploidia e reproducdao assexuada (Souza et al., 2012). No presente
trabalho, foram estudadas duas zonas de hibridacdo entre espécies pertencentes ao
subgénero Amphiglottium, tanto da regido Nordeste quanto da Regido Sudeste.
Individuos com morfologia floral intermedidria entre espécies simpatricas ocorrentes
nos estados da Paraiba e Rio de Janeiro foram analisadas citologicamente, com o
objetivo de confirmar a origem hibrida desses dois taxons, bem como identificar

possiveis mecanismos relacionados a variabilidade cariotipica observada nessas
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populacdes, através da técnica de coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI e pela
quantificagdo do conteido de DNA nuclear. Além disso, para as amostras de Sao Jodo
do Tigre, foi realizada uma analise morfométrica a partir de flores coletadas do possivel
hibrido e seus possiveis parentais. Estas andlises pretendem responder as seguintes
perguntas: (1) As espécies com diferentes nimeros cromossdmicos, que ocorrem nas
zonas de hibridag¢do analisadas, também apresentam diferentes conteiddos de DNA? (2)
Estas diferengcas no numero de cromossomos entre as espécies consideradas parentais
correspondem exatamente a diferentes niveis de ploidia? (3) Quais as possiveis
alteracdes cromossOmicas relacionadas a variabilidade cromossomica numérica,
observada entre os tdxons ocorrentes em simpatria nas zonas de hibridagdo analisadas?
(4) Quais os provaveis efeitos da hibridacio no padrao de distribuicdo de

heterocromatina entre os taxons envolvidos?

MATERIAL E METODOS

Material Botanico

Foram analisadas trés espécies do género Epidendrum: E. flammeum, E.
secundum e E. xanthinum. Adicionalmente, foram analisados dois provaveis hibridos
interespecificos que ocorrem em simpatria com os possiveis parentais analisados no
presente estudo: o primeiro entre E. flammeum x E. secundum encontrado no municipio
de Sdo Jodo do Tigre, no estado da Paraiba, e o segundo entre E. xanthinum x E.
secundum encontrado em Nova Friburgo, no estado do Rio de Janeiro. As espécies
foram obtidas através de coletas no campo, ou cedidas gentilmente pelo Instituto de
Botanica de Sao Paulo (IBT). Todos os espécimes foram mantidos em cultivo no jardim
experimental do Laboratorio de Citogenética Vegetal, do Centro de Ciéncias Agrarias,
da Universidade Federal da Paraiba, Campus II. As exsicatas dos espécimes coletados
foram depositadas no Herbario Jayme Coelho de Moraes (EAN) do Centro de Ciéncias

Agrarias da Universidade Federal da Paraiba.

Andlises morfométricas

Foram analisados 15 caracteres morfoldgicos florais continuos (Tabela 1), com

base em Pinheiro & Barros (2007a), com algumas modificagdes. Foram analisados seis
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individuos de cada espécie, totalizando 18 espécimes por populacdo. Todas as medidas
foram dadas em milimetros e tomadas a partir do ponto de maior dimensao para cada
caractere. Os dados foram analisados com o software STATISTICA® versdao 10.0
StatSoft, Inc. (2013), e procedeu-se uma analise multivariada e¢ de agrupamento,
utilizando-se o 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 populacdes e
identificar a natureza intermedidria das caracteristicas morfoldgicas florais dos hibridos
entre E. flammeum x E. secundum. Na ACP, o nimero de eixos informativos foi
determinado pelos autovalores. A analise morfométrica das caracteristicas morfologicas
florais no possivel hibrido entre E. xanthinum x E. secundum, bem como de seus
possiveis parentais, ocorrentes na populacdo de Nova Friburgo, foi realizada por

Pinheiro et al. (dados ndo publicados).

Preparagdo cromossomica

Para as analises mitdticas, 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 (etanol: acido acético glacial) por 3 horas a
temperatura ambiente e estocadas em freezer a —20°C. As raizes foram lavadas duas
vezes em agua destilada por cinco minutos e digeridas a 37°C por 30 minutos em
solugdo 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 acido acético 45%, coberto com uma laminula e esmagado, sendo a
laminula posteriormente removida apds congelamento em nitrogénio liquido. Em
seguida as laminas foram secas ao ar e envelhecidas por trés dias a temperatura

ambiente.

Coloragdo com Fluorocromos Cromomicina Az e 4°, -6-diamidinino-2-fenilindol

(CMA/DAPI)

Ap6s o envelhecimento, as laminas foram coradas com CMAj3 (0.5 mg/ml)
durante uma hora, lavadas em agua destilada, secas ao ar, coradas com DAPI (1 pg/ml)

por 30 minutos, lavadas novamente, posteriormente secas, ¢ montadas em glicerol e
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tampao Mcllvaine (pH 7,0) (1:1, v/v). As melhores metafases foram capturadas com

uma video-camera Cohu usando o software Leica QFISH®.

Quantificagao do DNA nuclear

Para a quantificacio do DNA, uma suspensdo de nucleos oriunda de folhas
jovens foi preparada como descrito por Loureiro ef al. (2007) com 1.500 pL de tampao
WPB (Woody Plant Buffer), 1g de tecido foliar da amostra e do padrao macerados
juntos, cuja suspensao foi filtrada em uma malha de 30 um e posteriormente corada com
25 pL de iodeto de propideo. O tamanho do genoma foi estimado através de um
citometro de fluxo CyFlow® SL (Partec, Gorlitz, Germany). O contetido de DNA final
para cada acesso foi calculado com base em pelo menos trés diferentes medig¢des
realizadas em trés dias distintos para cada planta individualmente, com trés repeti¢des.
Foram realizados testes preliminares para a escolha do controle interno, utilizando
folhas jovens de Oxalis ubraticola com 2C = 16,5pg DNA (Scvortzoff, 2012) e
Tulbaghia smilerii com 2C = 38,91pg DNA. Para o processamento dos dados utilizou-

se o software FloMax®.

Analises e medidas cromossomicas

Para cada espécie, trés metafases com morfologia cromossdmica clara foram
medidas utilizando-se o software Imagetool® versao 3.0. A relagdo entre os bragos
cromossdmicos (comprimento do brago longo/comprimento do brago curto) foi utilizada
para classificar os cromossomos como metacéntricos (1 — 1,4), submetacéntrico (1,5 —
2,9), ou acrocéntricos (> 3,0), de acordo com Guerra (1986). Cariogramas foram
construidos com base nos padrdes de distribuicdo das regides heterocromaticas
CMA'/DAPI, CMA/DAPI’, CMAYDAPI" em ordem decrescente de tamanho

cromossomico.

RESULTADOS

Analises morfométricas
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As andlises morfométricas confirmaram a natureza intermedidria das
caracteristicas morfoldgicas florais para os possiveis hibridos, em relagdo aos provaveis
parentais, ocorrentes na populacdo de S3o Joao do Tigre, Paraiba. A analise de
agrupamento, com base na distancia euclidiana, identificou a formagao de trés grupos
morfologicamente distintos, posicionando o grupo de individuos hibridos como
intermediario a E. flammeum e E. secundum (Figura 1). A ACP também apresentou a
formacdo de trés grupos morfologicamente descontinuos (Figura 2), correspondentes a
trés entidades taxonomicamente distintas, com uma maior variacdo em E. flammeum ¢
E. secundum, e o possivel hibrido formando um grupo morfologicamente homogéneo e
intermediario entre os dois primeiros. A ACP indica que os caracteres morfoldgicos
florais selecionados apresentaram-se fortemente correlacionados com os eixos 1 e 2
(Figura 2), e os principais caracteres que definiram estes eixos foram PT-W, PT-L, LL-
W, DS-L, DS-W, LS-L, LL-L, LA-W e CO-L (Tabela 1). Epidendrum flammeum e E.
secundum apresentaram a maior variagao explicada pelos componentes principais, mais
fortemente correlacionados com o fator 1, enquanto o possivel hibrido apresentou-se
mais correlacionado ao fator 2. A natureza intermedidria das caracteristicas
morfolégicas do possivel hibrido entre E. xanthinum e E. secundum encontrados na
populacao de Nova Friburgo (RJ) foi investigada por Pinheiro et al. (dados ndo

publicados), e apresentou resultados similares aos do presente trabalho.

Analises cromossomicas

A Tabela 2 sumariza a lista das espécies analisadas, seus respectivos locais de
coleta, niimeros cromossdmicos, formulas cariotipicas e quantidade de DNA nuclear,
enquanto a Tabela 3 contém os dados relativos ao bandeamento CMA/DAPI. Os
nimeros cromossomicos variaram de 2n = 28 em E. xanthinum até 2n = 62 em E.
secundum (Sao Jodo do Tigre, Paraiba), enquanto o tamanho dos cromossomos variou
desde 0,92 um nos menores cromossomos de E. secundum da populacao de Sao Jodo do
Tigre, Paraiba, a 6,22 um no maiores cromossomos de E. secundum de Nova Friburgo,
Rio de Janeiro. Os caridtipos de todas as espécies apresentaram-se ligeiramente
bimodais, formados por cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos,
estes Ultimos com regides terminais CMA*/DAPI” e CMAY/DAPI". Em geral, as regides
pericentroméricas foram ligeiramente mais coradas com o CMA do que com o DAPI e

foram consideradas CMA%/DAPI". As Figuras 4 e 6 apresentam cariogramas para todas
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E. flammeum

Hibrido

E. secundum

em ordem decrescente de tamanho cromossomico.

Tree Diagram for 18 Cases
Single Linkage
Euclidean distances

T

—

2 3

Linkage Distance

Figura 1 Dendograma da matriz de distancias, pelo método
de agrupamento por ligacdo simples, referente a analise
morfométrica em E. flammeum, E. secundum e o possivel
hibrido, ocorrentes em simpatria na populagdo de Sao Jodo
do Tigre, Paraiba.

Figura 2 Andlise de Componentes

76,67% e 9,94% da variacao total, respectivamente.
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Principais em 18
espécimes, com base em 15 caracteres morfologicos florais
continuos (Tabela 1). Os espécimes foram encontrados em
simpatria no municipio de Sao Jodo do Tigre, Paraiba. S =
Epidendrum secundum; ¥ = Epidendrum flammeum; H =
possivel hibrido. Os componentes principais 1 e 2 explicam

as espécies analisadas, organizadas de acordo com os tipos de regides heterocromaticas,
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Tabela 1 Varidveis utilizadas para as analises morfométricas.

Variaveis Sigla
Comprimento do pedinculo P-L
Comprimento da sépala dorsal DS-L
Largura da sépala dorsal DS-W
Comprimento da sépala lateral LS-L
Comprimento da sépala lateral LS-W
Comprimento da pétala PT-L
Largura da pétala PT-W
Comprimento do labelo LA-L
Largura do labelo LA-W
Comprimento da coluna CO-L
Comprimento do 16bulo lateral LL-L
Largura do 16bulo lateral LL-W
Comprimento do 16bulo central CL-L
Largura do 16bulo central CL-W
Comprimento do calo do labelo CA-L
Largura do calo do labelo CA-W

Populagdo de Sao Jodo do Tigre

Na primeira zona de hibridagdo analisada no presente trabalho, localizada em
Sao Joao do Tigre (Paraiba), foram analisados cinco espécimes de E. flammeum que
apresentaram cariotipos com 2n = 50 (Figura 3a-c), e ocorréncia, em algumas células,
de um pequeno cromossomo supranumerario inteiramente CMA"/DAPI (Figura 3c,
inserto; Figura 4A). O tamanho cromossdmico variou de 1,76 um a 4,75 um (Tabela 2),
com ligeira bimodalidade devido a presenga de um par cromossémico maior que os
demais (Figura 3c, setas brancas). Foram visualizadas 20 bandas terminais
CMA /DAPI", ocupando todo ou parcialmente os bragos curtos ou longos (Figura 3c;
Figura 4A). Bandas puntiformes CMA'/DAPI" foram visualizadas em sete
cromossomos (Figura 3c, setas amarelas) nos terminais de seis acrocéntricos (Figura
4A), e uma banda CMA'/DAPI" por todo o braco longo de um cromossomo
metacéntrico (Figura 3c; Figura 4A), além de cromossomos inteiros ligeiramente mais

corados com CMA do que com DAPI (Figura 3a-c; Figura 4).
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Tabela 2 Espécies

do

género  Epidendrum L,

(subgénero
Amphiglottium), com seus respectivos locais de coleta, ntimero
cromossdmico diploide (2m), formula cariotipica (FC), numero
fundamental (NF), variagdo no tamanho cromossdmico (um), tamanho

do genoma (pg).
Tamanho Tamanho do genoma
L . Local de P
Espécie Coletor Coleta* 2n FC NF cromossomico rg)
(um) 2C 4C 8C
E Sao Joao 3Jlr B/;T
’ SN 93 do Tigre, 50+1B 83 1,76 — 4,75 5,04 990 2041
flammeum PB SM +
17 AC
Sao Joao 24 MT
E. . 62 + +06
secundum SN 167 g(};Tlgre, B SM + 92 0,92 -3,75 482 9,26 19,38
32 AC
E. N - 20 MT
d Sdo Jodo 17
Secundii  SN92  doTigre, 56 93 1,51-615 4,63 861 1826
x E. PB SM +
flammeum 19 AC
Nova 16 MT
E. IBT . +08
canhtinum 17671 Er;burgo, 28 SM + 52 2,36 — 6,02 448 9,10 -
04 AC
Nova 33 MT
E. IBT . +11
secundum 17840 ErJlburgo, 56 SM + 100 1,38 - 6,22 3,68 7,61 15,68
12 AC
E. 23 MT
secundum Nova + 06
IBT 19L  Friburgo, 42 71 1,56 — 6,02 437 8,70 -
x E. RJ SM +
xanthinum 13 AC

* Acronimos para os estados brasileiros: PB = Paraiba; RJ = Rio de Janeiro.

78



Tabela 3 Espécies do género Epidendrum L. (subgénero Amphiglottium) com seus respectivos locais de coleta, nimero de bandas
terminais heteocromaticas (CMA"/DAPI"; CMA /DAPI"; CMA%DAPI "), nimero de bandas intersticiais (DAPI'/CMA") e ntimeros
de bandas pericentroméricas (CMA/DAPI).

Bandas Terminais Bandas Bandas
Espécie Local de coleta + - - + 0 - Intersticiais pericentroméricas
CMAY/DAPI” CMA7/DAPI" CMA'/DAPI DAPIY/CMA" CMA*/DAPI”
E. flammeum Sao Jodo do Tigre, PB 07 20 06 - -
E. secundum Sao Jodo do Tigre, PB 05 16 10 - -
E. secundum x E. flammeum Sédo Jodo do Tigre, PB 04 09 16 - -
E. xanthinum Nova Friburgo, RJ 02 04 05 01 02
E. secundum Nova Friburgo, RJ 04 - 12 - 04
E. secundum x E. xanthinum Nova Friburgo, RJ 03 02 12 - 01

* Acronimos para os estados brasileiros: PB = Paraiba; RJ = Rio de Janeiro.



Figura 3 Cé¢lulas mitoticas de espécies simpatricas em uma populacdo de Sao Jodo do Tigre, PB:
Epidendrum flammeum com 2n = 50 + 1B (a-¢), E. secundum com 2n = 62 + 1B + 1
microcromossomo (d-f), e possivel hibrido com 2n = 56 (g-i); coradas com CMA (a, d, g), DAPI
(b, e, h) e imagens dos dois fluorocromos (c, f, i). Setas brancas indicam cromossomos maiores,
setas amarelas indicam bandas terminais CMA'/DAPI, e cabecas de setas indicam o
microcromossomo corado com CMA (d) e com DAPI (e). Inserto em ¢ destaca cromossomo B, em f
destaca cromossomo B (completamente heterocromatico) e microcromossomo (em cinza). A barra
em i corresponde a 10um.

80



A. E. flammeum 2n = 50 + 1B

B. E. secundum 2n = 62 + 3B

01 02 03 04 05 06 07 08

21 22 23 24

C. hibrido 2n = 56

05 0 09 10

01 02 03 04 6 07 08 1"

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

12 13

09 10

25 26

1 12 13 14 15 16 17

27 28 29 30 B

Figura 4 Cariogramas das espécies do género Epidendrum e do possivel hibrido ocorrentes em
simpatria no municipio de Sao Jodo do Tigre, Paraiba. A. Epidendrum flammeum; B. E. secundumi
C. possivel hibrido. Todos os cariogramas foram organizados por ordem decrescente de tamanho. A
barra em C corresponde a 10 um. A linha pontilhada indica a posi¢ao do centrémero.
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Figura 5 Células mitdticas de espécies simpatricas em uma populacdo de Nova Friburgo, RIJ:
Epidendrum xanthinum com 2n = 28 (a-¢), E. secundum com 2n = 56 (d-f), e possivel hibrido com 2n =
42 (g-i); coradas com CMA (a, d, g), DAPI (b, e, h) e imagens dos dois fluorocromos (¢, f, i). Setas
brancas indicam cromossomos maiores, setas amarelas indicam bandas CMA/DAPI . Insertos menores
em ¢ destacam cromossomos com bandas CMA'/DAPI" pericentroméricas adjacentes a bandas
terminais CMA /DAPI’, enquanto o inserto maior destaca banda DAPI'/CMA intersticial. Inserto em i
destaca cromossomos possivelmente herdados de E. xanthinum. A barra em i corresponde a 10pm.
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A. E. xanthinum 2n = 28

B. E. secundum 2n = 56

C. Hibrido 2n = 42

Figura 6 Cariogramas das espécies do género Epidendrum e do possivel hibrido ocorrentes em
simpatria em Nova Friburgo, Rio de Janeiro. A. E. xanthinum; B. E. secundum; C. possivel hibrido.
Todos os cariogramas foram organizados por ordem decrescente de tamanho. A barra em C corresponde
a 10 um. A linha pontilhada indica a posicao do centromero.
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Figura 7 Histogramas citométricos de intensidade de fluorescéncia relativa,
obtidos a partir de nucleos foliares corados com iodeto de propidio em
representantes do género Epidendrum, oriundos de diferentes populacdes
simpatricas: A-C: E. flammeum, E. secundum e possivel hibrido, respectivamente
(Sao Jodo do Tigre, Paraiba); D-F: E. xanthinum, E. secundum e possivel hibrido,
respectivamente (Nova Friburgo, Rio de Janeiro). Foram utilizados como padrdes
internos espécimes de Oxalis umbraticola com 2C = 16,5 pg (A, D, F) e Tulbaghia
simmleri com 2C = 38,91 pg (B, C, E): A. E. flammeum com 2C = 5,04 pg, 4C =
9,90 pg e 8C = 20,41 pg; B. E. secundum com 2C = 4,82 pg, 4C = 9,26 pg e 8C =
19,38 pg; C. possivel hibrido entre E. flammeum x E. secundum com 2C = 4,63 pg,
4C = 8,61 pg e 8C = 18,26 pg; D. E. xanthinum com 2C = 4,48 pg e 4C = 9,10 pg;
E. E. secundum com 2C = 3,68 pg, 4C = 7,61 pg e 8C = 15,68 pg; F. possivel
hibrido entre E. xanthinum x E. secundum com 2C = 4,37 pg e 4C = 8,70 pg.

A quantificagdio do DNA nuclear em E. flammeum revelou que esta espécie
apresenta 2C = 5,04 pg DNA, e dois ciclos de endoreduplicagdo completos referentes a
4C =9,90 pg DNA ¢ 4C = 20,41 pg DNA (Tabela 2; Figura 7A). Nessa mesma regiao
foram analisados seis espécimes de E. secundum com 2n = 62 (Figura 3d-f; Figura 4B).
Alguns citotipos apresentaram dois cromossomos Bs, um deles CMA/DAPI” (Figura
3f, inserto superior) e o outro CMAYDAPI® (Figura 3d,e, cabecas de seta; f, inserto
inferior). O tamanho cromossomico variou de 0,92 um a 3,75 um, com caridtipo
ligeiramente bimodal, devido a presenca de um par cromossdmico maior (Figura 3f,
setas brancas; Figura 4B). Foram visualizadas cinco bandas CMA"/DAPI" terminais,
quatro delas pequenas e uma banda heteromoérfica maior (Figura 3f, setas amarelas;

Tabela 3), além de 16 bandas terminais CMA /DAPI' (Figura 3f; Tabela 3; Figura 4B),
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preferencialmente localizadas no brago curto de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. A quantificagcdo de DNA revelou trés diferentes picos referentes a 2C
= 4,82 pg, 4C = 9,26 pg e 8C = 19,38 pg (Tabela 2; Figura 7B) relacionados a
endoreduplicagdes. Individuos com morfologia floral intermediaria da populacao de Sao
do Tigre apresentaram 2n = 56 (Figura 3g-i; Figura 4C), tamanho cromossomico
variando de 1,51 pm a 6,15 pum (Tabela 2), cariotipo ligeiramente bimodal pela
ocorréncia de dois cromossomos maiores que os demais (Figura 3i, setas brancas;
Figura 4C). Foram visualizadas nove bandas terminais CMA /DAPI" (Figura 3i; Tabela
3), quatro delas localizadas em cromossomos maiores € as demais em Cromossomos
medianos. Também foram visualizadas quatro pequenas bandas CMA/DAPI” (Figura
31, setas amarelas), duas delas formando pequenos satélites distendidos. A quantificagao
de DNA revelou a ocorréncia de endoreduplicacdes somaticas, apresentando trés picos

com 2C = 4,63 pg, 4C = 8,61 pg e 8C = 18,26 pg (Tabela 2; Figura 7C).

Populagao de Nova Friburgo

A segunda zona de hibridagdo ocorre entre populacdes simpatricas de E.
xanthinum e E. secundum, localizadas em Nova Friburgo (Rio de Janeiro). Foram
analisados quatro espécimes de Epidendrum xanthinum, que apresentaram 2n = 28
(Figura 5a-c; Figura 6A), caridtipo ligeiramente bimodal devido a presenca de quatro
cromossomos maiores (Figura 5c, setas brancas) e tamanho cromossdmico variando de
2,36 um a 6,02 um (Tabela 2). Foram observadas duas grandes bandas terminais
CMA'/DAPI’, duas outras proximais pequenas (Figura 5c, setas amarelas), além de
algumas regides CMAYDAPI’, e quatro bandas terminais CMA /DAPI* (Figura 5c;
Tabela 3), duas das quais adjacentes a pequenas bandas CMA'/DAPI" (Figura 5c,
insertos menores; Figura 6A) e uma regido intersticial DAPI'/CMA™ no brago longo de
um cromossomo grande (Figura 5c, inserto maior; Figura 6A). A quantificagio de DNA
revelou dois picos nos histogramas, referentes a 2C = 4,48 pg e endoreduplicacdo com
4C = 9,10 pg (Tabela 2; Figura 17D). Ainda nesta populagdao foram analisados trés
espécimes de E. secundum, que apresentaram 2n = 56 (Figura 5d-f; Figura 6B), com
tamanho cromossdmico variando de 1,38 um a 6,22 pum (Tabela 2), oito bandas
CMA'/DAPI, duas delas maiores correspondentes as RONSs, formando satélites
distendidos (Figura 5f, setas amarelas; Figura 6B). A quantificagdo de DNA revelou a

ocorréncia de trés picos, referentes a 2C = 3,68 pg, e endoreduplicacdes de 4C = 7,61 pg

85



e 8C = 15,68 pg (Tabela 3; Figura 7E). Foram analisados quatro espécimes do provavel
hibrido proveniente da populacdo de Nova Friburgo, que apresentaram 2n = 42 (Figura
5g-1; Figura 6C), e tamanho cromossdmico variando de 1,56 um a 6,02 um (Tabela 2) e
cariotipo ligeiramente bimodal, devido a ocorréncia de seis cromossomos maiores
(Figura 5i, setas brancas; Figura 6C). Foram visualizadas quatro bandas CMA/DAPT,
duas das quais maiores e distendidas, além de uma regido terminal menor
CMA/DAPI ", e uma pequena banda CMA/DAPI " proximal (Figura 5i, setas amarelas;
Figura 6C). Foram visualizadas também duas bandas CMA /DAPI’, uma delas
adjacente a pequena banda CMA" (Figura 5i, insertos; Figura 6C). Regides mais
coradas com CMA do que com DAPI foram visualizadas em 12 cromossomos,
principalmente em acrocéntricos (Figura 5i; Figura 6C). A quantificacio de DNA
revelou a ocorréncia de dois picos referentes a 2C = 4,37 pg e endoreduplicacdo de 4C =

8,70 pg (Tabela 2; Figura 7F).

DISCUSSAO

Dados inéditos de coloracao diferencial com fluorocromos base-especificos sao
apresentados no presente trabalho, incluindo contagem cromossdmica inédita para E.
flammeum com 2n = 50, e uma nova contagem para E. secundum com 2n = 62 (Sao
Jodo do Tigre, Paraiba). Além disso, dois hibridos foram cariologicamente analisados:
O primeiro referente a uma zona de hibridacdo entre E. flammeum e E. secundum com
2n = 56, e o segundo entre E. xanthinum e E. secundum com 2n = 42. Foram
confirmadas as contagens prévias de 2n = 56 para E. secundum (Assis et al., 2013) e 2n
= 28 para E. xanthinum (Blumenschein, 1960; Pinheiro et al., 2009). Os seis tdxons
analisados referentes a duas zonas de hibridagdo apresentaram, além de diferentes
nimeros cromossdmicos, diferentes conteidos de DNA e distintos padrdes de bandas
CMA/DAPL

A primeira zona de hibridagao analisada ocorre em um inselbergue localizado no
municipio de Sao Jodao do Tigre (Paraiba), que apresenta altitude de 1.190 m, onde
foram identificadas populacdes simpatricas de E. flammeum com 2n = 50 (2C = 5,04
pg) e E. secundum com 2n = 62 (2C = 4,82 pg), bem como individuos de morfologia
floral intermedidria entre ambas as espécies, com numero cromossomico 2n = 56 (2C =
4,63 pg). Dados obtidos da analise morfométrica entre o suposto hibrido e seus

possiveis parentais sdo compativeis com a hipotese de sua possivel origem hibrida. A
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hibridacdo e introgressdo em “complexos de espécies”, cujos caracteres morfologicos
frequentemente se sobrepdem, obscurecem os limites morfoldgicos entre as espécies
(Astholm & Nyman, 1994). A analise multivariada permite a identificagdo mais
eficiente da natureza descontinua dos caracteres, proporcionando informacdes mais
detalhadas da variagdo morfoldgica para o estabelecimento de decisdes taxondmicas.
Analises morfométricas realizadas em mais de 200 géneros de plantas foram capazes de
definir conjuntos discretos de individuos morfologicamente semelhantes em linhagens
sexuais de plantas, apesar da ocorréncia de hibridacdo e introgressao, corroborando a
existéncia de “espécie” vegetal morfologicamente descontinua, anteriormente
questionada por alguns botanicos (Rieseberg & Willis, 2007). A analise de componentes
principais, bem como a orientacdo oposta dos agrupamentos formados (Figura 2),
mostra claramente que E. flammeum, E. secundum e o possivel hibrido apresentam
caracteres descontinuos, confirmando se tratarem de entidades taxonOomicas diferentes.
Os mesmos critérios foram utilizados por outros autores, incluindo a comparagdo de
sequéncias ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), através da analise de componentes
principais, para verificar a descontinuidade entre as espécies, obtendo resultados
semelhantes aos do presente trabalho, confirmando que Scrophularia grayana e S.
grayana var. grayanoides sdo espécies distintas (Kamada et al., 2007). O possivel
hibrido também apresentou defini¢ao clara da descontinuidade morfologica entre as
espécies parentais, que apresentam orientagao oposta em relagdao aos eixos do grafico.
Além disso, ¢ possivel verificar que o agrupamento dos individuos hibridos ocorre de
forma intermedidria, associado fortemente ao eixo y, proximo do ponto de origem do
qual divergem as espécies parentais em relagdo ao eixo x, sem evidéncias de
sobreposi¢cdo entre as trés entidades morfologicas, possivelmente por se tratarem de
individuos hibridos da geragao F1. Dados semelhantes foram obtidos por Pinheiro et al.
(2007a) ao analisar a variabilidade morfologica em E. secundum. De fato, a ocorréncia
de uma morfologia intermedidria constitui o exemplo cldssico de hibridagdo
interespecifica facilmente observavel em hibridos da geracao F1 (Mallet, 2007).

O padrao de distribuicdo de heterocromatina observada nos trés tdxons ¢
bastante semelhante, e a Uinica diferenga apresentada refere-se ao nlimero e tamanho das
bandas heterocromaticas. Neste caso, apesar dos diferentes nimeros cromossdmicos
observados entre os possiveis parentais, os valores de contetdo de DNA, bem como o
elevado nimero de cromossomos acrocéntricos observados em E. secundum, sugerem

que as espécies parentais apresentam o mesmo nivel de ploidia. Esta hipotese ¢
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suportada tanto pela ocorréncia de apenas dois cromossomos claramente maiores em
ambas as espécies parentais, quanto pelo nimero fundamental observado em E.
flammeum (NF = 83) e em E. secundum (NF = 92), muito proximos entre estas
espécies, sugerindo que o elevado numero cromossomico em E. secundum ¢
consequéncia de disploidia do tipo fissdo céntrica, € ndo de um evento de poliploidia.
Além disso, em E. secundum, verificou-se a ocorréncia de cromossomos
supranumerarios em numero varidvel, possivelmente oriundos de reorganizagdes
intraespecificas. Cromossomos Bs apresentam mecanismos de heranga nao-mendeliana
e evolugdo distinta dos cromossomos A, e frequentemente sdo gerados a partir de
mutacdes, elementos transponiveis ou outros reajustes que ocorrem no genoma A
(Klemme et al., 2013). O género Epidendrum apresenta altos niveis de compatibilidade
reprodutiva, incluindo espécies com diferentes niveis de ploidia cromossdmica
ocorrentes em populagdes simpatricas, onde individuos de geracdes F1 e F2 e fortes
evidéncias de introgressdo, confirmam o elevado potencial de fluxo génico
interespecifico do género (Pinheiro et al., 2010, 2013).

No municipio de Nova Friburgo (Rio de Janeiro), ¢ possivel observar diversos
individuos de E. xanthinum, E. secundum e os possiveis hibridos crescendo juntos, em
um inselbergue denominado Macaé de Cima na Serra dos Orgios, e algumas vezes nas
encostas da serra, mas principalmente sobre rochas expostas, em locais mais
iluminados, em uma altitude que varia de 800 m a 1200 m, provavelmente
compartilhando os mesmos polinizadores, em virtude do grande niimero de plantas com
morfologia intermedidria que ocorrem nesta popula¢do (Pinheiro, comunicagdo
pessoal). Esta zona de hibridagdo ¢ particularmente intrigante por representar um caso
extremo de diferencas cariologicas entre as espécies parentais que, em primeira
instancia, parecem apresentar niveis de ploidia diferentes. E. xanthinum com 2n = 28
(2C = 4,48 pg) e E. secundum com 2n = 56 (2C = 3,68 pg) apresentam conteudos de
DNA muito préximos. Os cromossomos de E. xanthinum apresentam-se maiores que 0s
de E. secundum (com exce¢ao de apenas oito cromossomos maiores), indicando
fortemente que a disploidia exerce um importante papel na diversificagdo dos niimeros
cromossOmicos em toda a linhagem que originou E. secundum (Assis et al., em
preparacdo). Além disso, andlises filogenéticas baseadas na comparag¢ao de sequéncias
plastidiais, revelaram que estas espécies, oriundas destas mesmas populagdes, sdo
filogeneticamente muito préximas, indicando que E. xanthinum divergiu primeiro,

posicionando-se como grupo irmao do clado que retne todos os representantes de E.
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secundum analisados nesta e em outras populagdes (Pinheiro et al., 2009).
Cariologicamente, os representantes analisados do possivel hibrido apresentam diversos
caracteres que corroboram sua origem hibrida a partir de E. xanthinum e E. secundum,
inicialmente com numero cromossomico 2n = 42 e conteudo de DNA intermedidrios
entre os supostos parentais, além da presenga de quatro bandas terminais CMA /DAPI"
em homozigose no caridtipo de E. xanthinum e duas bandas terminais CMA /DAPI" no
possivel hibrido, uma vez que E. secundum nesta populagao nao apresentou nenhuma
banda DAPI".

O género Epidendrum, especialmente os representantes que compdem O
subgénero Amphiglottium, apresenta uma impressionante plasticidade fenotipica e
genotipica, que favorece a ampla distribuicdo geografica de suas espécies, bem como a
ocorréncia em diferentes biomas e diferentes altitudes, tornando o grupo um interessante
modelo para estudos evoluciondrios (Pinheiro et al., 2013). Além disso, a elevada
compatibilidade reprodutiva permite o fluxo génico interespecifico no género, sugerindo
que a hibridagdo e a introgressao sdo importantes para os estagios iniciais de especiacao,
onde a composicao genética dos hibridos ¢ realgada por interagdes entre genes co-
adaptados, oriundos das espécies parentais, que podem favorecer a adaptacdo dos
hibridos através de algumas combinagdes génicas (Rieseberg, 2001; Rieseberg &
Willis, 2007).

O nuimero cromossdémico haploide ou diploide ¢ algumas vezes indicado junto
ao nivel de ploidia, sendo util quando se trata de espécies com diferentes numeros
basicos, como por exemplo, na tribo Eupatorieae (x; = 10 e x2 = 25), cujas espécies com
o mesmo numero diploide podem apresentar diferentes niveis de ploidia cromossomica,
como 2n = 5x = 50 em Chromolaena laevigata e 2n = 2x = 50 em diversas espécies do
género Neomirandea (revisado por Guerra, 2008). Contudo, com o advento das técnicas
de quantificagio de DNA nuclear, foram identificadas diversas contradi¢des entre o
nimero de cromossomos e o contetdo de DNA em grupos de espécies
filogeneticamente relacionadas, conduzindo a ma interpretacao dos niveis de ploidia de
diversos taxons. Dessa forma, Suda ef al. (2006) prepuseram a distingdo entre os termos
“ploidia” em referéncia a nlimeros cromossomicos, € “ploidia de DNA” em referéncia
ao conteudo de DNA nuclear, para evitar inferéncias erroneas sobre a ploidia das
espécies para as quais um dos dados (nimeros cromossomicos ou conteido de DNA)
nao esteja disponivel. As inferéncias apresentadas aqui se baseiam tanto na anéalise dos

nimeros cromossdmicos, quanto do contetdo de DNA nuclear. Todas as espécies
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analisadas pertencem ao subgénero Amphiglottium. E. xanthinum e E. secundum
pertencem a subsecdo Tuberculata, enquanto E. flammeum pertence ao clado Atlantico,
ambos os clados sdo grupos irmaos (Pinheiro et al., 2009). Estes dados corroboram que
as diferencas nos numeros cromossomicos em FE. secundum sdo principalmente
originadas por fissdes céntricas, uma vez que todas as espécies apresentam o mesmo
nivel de ploidia de DNA, e portanto similaridade genética suficiente para possibilitar a
hibridagdo interespecifica neste grupo. Barreiras incompletas de isolamento reprodutivo
foram identificadas principalmente em espécies que divergiram recentemente ou que
apresentam tempo mais longo de divergéncia, permitindo o fluxo génico com outros
grupos que sdo, por outro lado, espécies bem definidas (Rieseberg & Willis, 2007).

A partir do ponto de vista carioldgico, foi possivel observar diversas novas
combinagdes cromossdmicas nos individuos hibridos, especialmente relacionadas a
distribuicdo e composi¢ao da heterocromatina constitutiva, e pela formagao imediata de
novos numeros cromossdmicos. A partir destas novas combinagdes, a introgressao pode
ser responsavel pela origem de novas variantes genéticas nas populacdes parentais,
possivelmente permitindo a dindmica cromossdmica observada em algumas espécies

parentais, notavelmente em E. secundum.
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Distribuicado da Heterocromatina e conteido de DNA nuclear em
representantes do género Epidendrum L. (Orchidaceae: subgéneros

Amphiglottium e Epidendrum)

Felipe Nollet Medeiros de Assis, Enoque Medeiros Neto, Luciana Ledra, Ana Emilia

Barros e Silva e Leonardo Pessoa Felix

RESUMO Epidendrum ¢ um dos maiores géneros neotropicais de Orchidaceae, e
apresenta aproximadamente 1.500 espécies. Apenas 2,8% de suas espécies foram
estudadas citologicamente, apresentando nimeros cromossdmicos que variam de n = 12
em E. fulgens até n = 120 em E. cinnabarinum. A partir dos padrdes de distribui¢do da
heterocromatina constitutiva, bem como da varia¢ao no contetido de DNA nuclear em
espécies pertencentes ao subgénero Amphiglottium e ao subgénero Epidendrum,
objetivou-se inferir os niveis de ploidia e os possiveis mecanismos de evolugdo
cariotipica que atuam na diversificacdo cariologica destes dois grupos. Foram
identificadas em todas as espécies, regides cromossdmicas CMA'/DAPI" e
CMAYDAPI", e entre as bandas mais conspicuas, destacaram-se grandes blocos
CMA/DAPI" ocupando os terminais dos bragos longos de alguns cromossomos. O
contetdo de DNA variou de 2C = 3,23 pg em E. fulgens até 2C = 20,21 pg em E.
cinnabarinum. Os tecidos foliares dos representantes analisados apresentaram um ciclo
de endoreduplicacdo na maioria das espécies, e apenas E. fulgens apresentou dois ciclos
de endoreduplicagdo. A diversificacdo cariologica em Epidendrum parece relacionada a
eventos de disploidia e poliploidia. A alteracdo no numero fundamental entre as
espécies pode ser o resultado de reorganizagdes intra e intergenOmicas complexas,
incluindo translocacdes, eliminacdo de sequéncias de DNA e amplificagdo ou redugdo
de elementos repetitivos, corroborada pela ocorréncia de cromossomos Bs em alguns
representantes. O género Epidendrum constitui-se em um interessante modelo para
estudos de evolugdo cariotipica em Orchidaceae, cuja complexidade carioldgica
adiciona novos desafios para o entendimento de suas relagdes filogenéticas.

Palavras-chave: Cromossomos B, Disploidia, Endoreduplicacdo, Fissdo céntrica,

Heterocromatina, Poliploidia, Tamanho do genoma.

95



Heterochromatin distribution and nuclear DNA content in the genus
Epidendrum L. (Orchidaceae: subgenera Amphiglottium and
Epidendrum)

ABSTRACT Epidendrum is one of the largest Neotropical genera of Orchidaceae and
comprises approximately 1,500 species. Only 2.8% of these species have been studied
cytologically, demonstrating chromosome numbers ranging from » = 12 in E. fulgens to
n =120 in E. cinnabarinum. From the analyses of the distribution pattern of constitutive
heterochromatin, as well as the variation in nuclear DNA content in species of the
subgenus Amphiglottium and the subgenus Epidendrum, we aimed to infer ploidy levels
and the possible mechanisms of karyotype evolution involved in the karyotype
diversification in these two groups. CMA*Y/DAPI" and CMA®DAPI" chromosome
regions were identified in all species, and among the most conspicuous bands stood out
large CMA /DAPI" blocks on terminal regions of the long arms of some chromosomes.
The DNA content ranged from 2C = 3.23 pg in E. fulgens to 2C = 20.21 pg in E.
cinnabarinum. The leaf tissues of the analyzed representatives presented one
endoreduplication cycle in most species, only E. fulgens presented two
endoreduplication cycles. Karyological diversification in Epidendrum seems to be
related to disploidy and polyploidy events. Changes in the fundamental number between
species may be the result of complex rearrangements intra and intergenomic, including
translocations, deletions of DNA sequences and amplification or reduction of repetitive
elements, as confirmed by the occurrence of B chromosomes in some representatives.
The genus Epidendrum is an interesting model for karyotype evolution studies in
Orchidaceae, whose cytologic complexity adds new challenges to understanding their
phylogenetic relationships.

Keywords: B chromosomes, Centric fission, Disploidy, Endoreduplication, Genome

size, Heterochromatin, Polyploidy.
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INTRODUCAO

Epidendrum L. é provavelmente o maior género neotropical de orquideas, com
cerca de 1.500 espécies (Chase et al., 2003; Pinheiro & Barros, 2007). A classificagao
infragenérica do género baseia-se unicamente em caracteres morfologicos florais, e
dessa forma, Epidendrum foi subdividido em quatro subgéneros: Epidendrum,
Spathium, Amphiglottium, e Strobilifera (Lindley, 1852, 1859; Cogniaux, 1898, 1902;
Pabst & Dungs, 1975; Brieger, 1976-1977; Dressler, 1984), dos quais apenas o
subgénero Amphiglottium foi analisado a partir de uma abordagem filogenética
(Pinheiro et al., 2009). Para alguns subgéneros, até mesmo os limites interespecificos
sao dificeis de determinar. O gé€nero apresenta ampla variabilidade morfologica inter e
intraespecifica (Pabst & Dungs, 1975; Hagsater, 1984; Pinheiro & Barros, 2005, 2007)
e um grande nimero de caracteristicas plesiomorficas em relagdo a outros géneros da
subfamilia Epidendroideae, que dificultam o estabelecimento de uma delimitagdo
infragenérica que reflita sua filogenia (Pinheiro et al., 2009), bem como o
estabelecimento seguro de seu nimero cromossdmico basico e dos niveis de ploidia dos
representantes atuais.

As técnicas de bandeamento cromossdmico tém sido bastante utilizadas em
analises citogenéticas e citotaxondmicas de eucariontes, incluindo as fanerégamas
(D’emerico et al., 2000; Kao et al., 2001; Cabral et al., 2006; Morais et al., 2007,
Koehler et al., 2008; Souza et al., 2012). Dentre os corantes utilizados nas técnicas de
bandeamento, os fluorocromos CMA (cromomicina A3) e DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol.2HCI), sao os mais amplamente empregados em citogenética de plantas. O
principio da técnica baseia-se na ligacao diferencial dos fluorocromos ao DNA. O DAPI
apresenta ligacdo preferencial a regides ricas em AT, com pelo menos quatro pares de
bases repetidas em tandem no sulco estreito do DNA, através da formagao de pontes de
hidrogénio e outras interagdes eletrostdticas, que especificamente aumenta a
florescéncia do DAPI nestas condigdes (Manzini et al., 1985). Por outro lado, o CMA
apresenta um sitio especifico de ligacdo a sequéncias de DNA ricas em GC nas regides
com quatro pares de bases, onde a ligacdo ndo intercalar ocorre também no sulco
estreito (Baguley, 1982). A coloragdo simultdnea com ambos os fluorocromos tem
permitido caracterizar regidoes 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 cromossomicas mais brilhantes
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ou positivas (+), ausentes ou negativas (—), ou neutras (0) (Schweizer, 1981). O
bandeamento resultante fornece um conjunto de informagdes que permite uma
caracterizacdo mais eficiente do caridtipo quando comparada a coloragdo convencional
com Giemsa, ou ao bandeamento C, este ultimo geralmente utilizado para detectar
regides heterocromaticas, porém sem especificar sua composic¢ao (Guerra, 2000).

A quantificagdo do genoma nuclear apresenta aplicagdo em diversos campos de
interesse, tais como para a biologia celular, ecologia, filogeografia e sistematica (Jones
et al., 1998; Suda et al, 2006). Esses dados, quando associados as analises
citogenéticas, fornecem informacdes mais consistentes sobre a variagdo cromossdmica
numérica, niveis de ploidia e mecanismos de evolugdo cariotipica que atuam em um
determinado grupo vegetal (Suda et al., 2006). A técnica consiste na homogeneizagao
dos tecidos vegetais em um tampao, que facilita o isolamento de nucleos intactos, livres
de aderéncia aos residuos citoplasmaticos, mantendo a estabilidade nuclear em
suspensoes liquidas, prevenindo a sua agregacdo, bem como a degradacio do DNA
nuclear, propiciando um ambiente apropriado para a coloragdo especifica e
estequiométrica do DNA nuclear (Galbraith ef al., 1983; Loureiro et al., 2007). A
suspensdo de ntcleos € corada com um fluorocromo, geralmente o iodeto de propideo,
que se liga ao DNA sem preferéncia base-especifica, possibilitando, a partir da
fluorescéncia emitida, a quantificacdo do conteido de DNA.

Apenas 2,8% das espécies em Epidendrum foram estudadas citologicamente, e
esta caracterizacdo ¢ representada exclusivamente por contagens cromossomicas (Assis
et al., 2013), que demonstraram a ocorréncia de diferentes nimeros cromossdmicos
entre espécies estreitamente relacionadas e entre populacdes de uma mesma espécie. A
maior variacdo cromossOmica numérica em Epidendrum foi observada entre os
representantes do subgénero Amphiglottium, cujos nimeros cromossomicos variam de
2n =24 em E. fulgens até 2n = 240 em E. cinnabarinum (Guerra, 2000; Conceicdo et
al., 2006; Pinheiro et al., 2009; Felix & Guerra, 2010; Assis et al., 2013). O alto grau de
polimorfismos ¢ especialmente elevado em alguns grupos sul-americanos pertencentes
ao subgénero Amphiglottium, como por exemplo, Epidendrum secundum, que também
apresenta elevada variagdo cromossomica numérica (Pinheiro & Barros, 2007; Pinheiro
et al., 2009; Assis et al., 2013). Contudo, até o presente momento, apenas E. obliquum
Schitr. (como E. steinbachii, 1C = 1.49 pg DNA) apresenta registro de quantificagdo do
genoma (Plant DNA C-values Database — http://data.kew.org/cvalues/) (Jones et al.,

1998), o que dificulta a compreensdao de importantes aspectos da evolucdo carioldgica
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no género como um todo. Registros de bandeamento com fluorocromos em Epidendrum
também sdo escassos, € pouco se conhece a respeito dos padrdes de distribuigdo da
heterocromatina no género, dentre muitos outros aspectos de suas relagdes filogenéticas
que permanecem obscurecidos. Para o género Epidendrum, dados de quantificagdo do
genoma e bandeamento com os fluorocromos CMA/DAPI possibilitaram identificar que
a variacdo cromossdmica numérica em diferentes populagdes de E. secundum esta
principalmente relacionada a eventos recorrentes de disploidia e poliploidia, bem como
foram Ttteis na identificagdo de homologias entre os genomas de hibridos
interespecificos e seus respectivos parentais (Assis et al., em preparacao).

No presente trabalho foram estudadas citologicamente, através da técnica de
coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI, oito espécies pertencentes aos
subgéneros Amphiglottium e Epidendrum (sensu Brieger, 1976, 1977). Além disso, foi
estimado o contetido de DNA nuclear para sete espécies também pertencentes a estes
dois subgéneros. A partir destes dados, bem como dos registros disponiveis na
literatura, objetivou-se inferir os niveis de ploidia e os possiveis mecanismos de
evolugdo cariotipica que atuam na diversificacao cariologica destes dois grupos, a partir

da andlise filogenética proposta por Pinheiro et al. (2009).

MATERIAL E METODOS

Material Botdnico

Foram analisadas 11 espécies do género Epidendrum, pertencentes ao subgénero
Epidendrum e ao subgénero Amphiglottium. As espécies foram obtidas através de
coletas no campo e posteriormente mantidas em cultivo no jardim experimental do
Laboratério de Citogenética Vegetal, do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade
Federal da Paraiba — Campus II. As exsicatas foram depositadas no Herbario Jayme
Coelho de Moraes (EAN) do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da

Paraiba.

Preparagdo cromossomica

Para as analises mitoticas, coletaram-se pontas de raizes jovens imediatamente

submetidas a pré-tratamento com 8-HQ (8-hidroxiquinoleina) por 24 horas a 4°C, e
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posteriormente fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético glacial) por 3 horas a
temperatura ambiente e estocadas em freezer a —20°C. As raizes foram lavadas duas
vezes em agua destilada por cinco minutos e digeridas a 37°C por 30 minutos em
solugdo 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 acido acético 45%, coberto com uma laminula e esmagado, sendo a
laminula posteriormente removida apds congelamento em nitrogénio liquido. Em
seguida as laminas foram secas ao ar e envelhecidas por trés dias a temperatura

ambiente.

Coloragdo com Fluorocromos Cromomicina Az e 4°, -6-diamidinino-2-fenilindol

(CMA/DAPI)

Apobs o envelhecimento, as laminas foram coradas com CMAj3; (0.5 mg/ml)
durante uma hora, lavadas em agua destilada, secas ao ar, coradas com DAPI (1 pg/ml)
por 30 minutos, lavadas novamente, posteriormente secas, ¢ montadas em glicerol e
tampao Mcllvaine (pH 7,0) (1:1, v/v). As melhores metafases foram capturadas com

uma video-camera Cohu usando o software Leica QFISH®.

Quantificagdo do DNA nuclear

Para a quantificacio do DNA, uma suspensdo de nucleos oriunda de folhas
jovens foi preparada como descrito por Loureiro ef al. (2007) com 1.500 pL de tampao
WPB (Woody Plant Buffer), 1g de tecido foliar da amostra e do padrao macerados
juntos, cuja suspensao foi filtrada em uma malha de 30 pm e posteriormente corada com
25 pL de iodeto de propideo. O tamanho do genoma foi estimado através de um
citometro de fluxo CyFlow® SL (Partec, Gorlitz, Germany). O conteido de DNA final
para cada acesso foi calculado com base em pelo menos trés diferentes medi¢des
realizadas em trés dias distintos para cada planta individualmente, com trés repeti¢des.
Foram realizados testes preliminares para a escolha do controle interno, utilizando
folhas jovens de Oxalis ubraticola com 2C = 16,5 pg DNA e Tulbaghia smilerii com 2C

= 38,91 pg DNA. Para o processamento dos dados utilizou-se o software FloMax®.
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Analises e medidas cromossomicas

Para cada espécie, trés metafases com morfologia cromossdmica clara foram
medidas utilizando-se o software Imagetool® versao 3.0. A relagdo entre os bragos
cromossdmicos (comprimento do brago longo/comprimento do brago curto) foi utilizada
para classificar os cromossomos como metacéntricos (1 — 1,4), submetacéntrico (1,5 —

2,9), ou acrocéntricos (> 3,0), de acordo com Guerra (1986).

RESULTADOS

A lista das espécies analisadas, seus respectivos locais de coleta, nimeros
cromossOmicos, formulas cariotipicas, nimeros fundamentais e conteido de DNA
nuclear encontram-se sumarizados na Tabela 1. Os numeros cromossdmicos variaram
de 2n = 24 em E. fulgens e E. radicans até 2n = 224 em E. cinnabarinum, enquanto o
tamanho dos cromossomos variou desde 1,28 pm até 7,09 pm em E. cinnabarinum. Os
cariotipos de todas as espécies apresentaram Cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e acrocéntricos. Foram identificadas em todas as espécies regioes
cromossomicas CMA"/DAPI” ¢ CMAYDAPI, estas ultimas sem formar bandas
claramente visualizaveis. Entre as bandas mais conspicuas, destacaram-se grandes
blocos CMA /DAPI" ocupando os terminais dos bragos longos de alguns cromossomos.
A citometria de fluxo indicou que a primeira populacao de ntcleos referente ao pico 1
(Figura 6) ¢ representativa para o tamanho do genoma holoploide equivalente a 2C
DNA. O conteudo de DNA variou de 2C = 3,23 pg em E. fulgens at¢ 2C = 20,21 pg em
E. cinnabarinum. Os tecidos foliares dos representantes analisados apresentaram um
ciclo de endoreduplicacdo na maioria das espécies, e apenas E. fulgens apresentou dois
ciclos de endoreduplicacdo (Figura 6; Tabela 1). Em todos os espécimes analisados, esta
endoreduplicacdo foi compativel, e cada pico subsequente apresentou o dobro da

quantidade de DNA em relagao ao valor 2C.

Analises cromossomicas e conteudo de DNA nuclear
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O primeiro grupo analisado no presente trabalho consta de quatro espécies
pertences ao subgénero Amphiglottium. Epidendrum cinnabarinum apresentou
cariotipos com 2n = 224 cromossomos (Figura la-c), e ocorréncia de 19 cromossomos
maiores que os demais (Figura lc, setas brancas). O tamanho dos cromossomos variou
de 1,28 um até 7,09 um (Tabela 1). A dupla coloragdo com os fluorocromos
CMA/DAPI revelou a ocorréncia de bandas heterocromaticas terminais CMA /DAPI*
em 14 cromossomos, algumas delas localizadas nos cromossomos maiores. Bandas
CMA/DAPI foram visualizadas nas regides terminais de quatro cromossomos (Figura
lc), das quais duas sdo bastante conspicuas e heteromorficas, e se estendem até a regido
proximal, enquanto as outras duas sdo menores e restritas apenas as regides terminais
(Figura Ic, setas amarelas). Além disso, verificou-se um cromossomo B de condensagao
tardia inteiramente CMA"/DAPI" proximo a um cromossomo metacéntrico (Figura lc,
cabeca de seta amarela). Regides terminais de alguns cromossomos, bem como as
regides pericentroméricas apresentaram-se CMAYDAPI". A quantificagio do DNA
nuclear para E. cinnabarinum revelou que esta espécie apresenta 2C = 20,21 pg DNA, e
um ciclo de endoreduplicagdo somatica referente a 4C = 49,70 pg DNA (Tabela 1;
Figura 6A).

Epidendrum denticulatum apresentou cariotipos com 2n = 38 cromossomos
(Figura 2a-c), com caridtipo ligeiramente bimodal em virtude da ocorréncia de dois
cromossomos maiores que os demais (Figura 2¢, setas brancas). Os cromossomos
variaram de 1,30 um até 4,08 um (Tabela 1). Foram visualizadas duas bandas terminais
CMA'/DAPI" (Figura 2c, setas amarelas) provavelmente correspondentes as RONS.
Bandas terminais CMA /DAPI" foram observadas em oito cromossomos (Figura 2c).
Regides pericentroméricas apresentaram-se predominantemente CMA’/DAPI, e apenas
um cromossomo submetacéntrico apresentou o braco curto inteiramente CMA® (Figura
2¢). A quantificagdo do DNA nuclear para E. denticulatum apresentou valores de 2C =
4,06 pg DNA, além de um ciclo de endoreduplicacdo completa referente a 4C = 8,10 pg
DNA (Tabela 1; Figura 6B).

Epidendrum fulgens apresentou 2n = 24 cromossomos (Figura 2d-f), com
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos que variaram de 1,54 pm
até 4,92 pum (Tabela 1). Os caridtipos apresentaram-se ligeiramente bimodais devido a
presenca de um par cromossomico maior (Figura 2f, setas brancas). Foram visualizadas
duas bandas CMA'/DAPI" terminais distendidas (Figura 2f, setas amarelas),

provavelmente correspondentes as RONs, além de cinco bandas terminais
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CMA /DAPI" em cromossomos metacéntricos, sendo trés maiores, ¢ duas menores
(Figura 2f, insertos). As regides terminais dos quatro cromossomos acrocéntricos, bem
como as regides pericentroméricas dos demais cromossomos apresentaram-se
CMA'/DAPI" (Figura 2f). Esta espécie apresentou 2C = 3.23 pg DNA, bem como dois
ciclos de endoreduplicacdo somatica referentes a 4C = 6,59 pg DNA e 8C = 12,47 pg
DNA (Tabela 1; Figura 6C).

Epidendrum radicans apresentou 2n = 24 cromossomos (Figura 2g-i), com
cariotipo bimodal em virtude da ocorréncia de um par cromossdmico maior (Figura 2i,
setas brancas). O tamanho dos cromossomos variou de 2,45 um até 6,96 um (Tabela 1).
Este citotipo também apresentou duas bandas pequenas CMA/DAPI " nos terminais de
dois cromossomos acrocéntricos (Figura 2i, setas amarelas), provavelmente
correspondentes as RONs. Pequenas bandas terminais CMA /DAPI' inconspicuas
foram visualizadas em quatro cromossomos metacéntricos (Figura 2i, insertos),
enquanto as regides pericentroméricas foram CMAY/DAPI".

O segundo grupo analisado ¢ composto por quatro espécies pertencentes ao
subgénero Epidendrum. E. ciliare apresentou 2n = 40 cromossomos (Figura 3a-c), que
variaram de 1,46 pum até 2,44 um (Tabela 1). Este citotipo apresentou oito bandas
CMA'/DAPI" (Figura 3c, setas amarelas), quatro destas em regides pericentroméricas
de cromossomos metacéntricos, enquanto as outras quatro ocorrem em regioes terminais
de cromossomos acrocéntricos. Regides terminais e pericentroméricas CMAYDAPI”
foram observadas em diversos cromossomos, uma das quais se estende por todo o brago
longo de um cromossomo submetacéntrico (Figura 3¢). Nao foram visualizadas bandas
DAPI" em nenhum citotipo desta espécie. Foram analisadas duas populagdes de
Epidendrum nocturnum (Figura 4). Os representantes ocorrentes na primeira populagao
apresentaram caridtipos com 2n = 40 cromossomos (Figura 4a-c), que variaram de 1,64
um até 4,36 um (Tabela 1). Este citdtipo apresentou um padrao de bandas CMA/DAPI
com trés regides pericentroméricas CMA /DAPI" (Figura 4c, setas azuis), regides
terminais CMA /DAPI" em sete cromossomos acrocéntricos (Figura 4c, cabecas de
setas azuis), além de regides terminais CMA/DAPI" (Figura 4c, cabegas de setas
amarelas), uma das quais maior que as demais (Figura 4c, seta amarela). Discretas
regides terminais e pericentroméricas CMA%DAPI" foram observadas em alguns
cromossomos. A quantificagdo de DNA nuclear para estes espécimes apresentou valores
referentes a 2C = 3,37 pg, bem como um ciclo de endoreduplicacdo completo

equivalente a 4C = 6,80 pg (Tabela 1; Figura 6E).
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Tabela 1 Dados citogenéticos e de conteudo de DNA nuclear em espécies do género Epidendrum, com seus respectivos locais de coleta, nimero
cromossomico diploide (2n), formula cariotipica (FC), nimero fundamental (NF), variagdo no tamanho cromossomico, tamanho do genoma em
picogramas, contagens prévias. Os dados destacados em negrito referem-se ao presente trabalho (PT), enquanto os demais se referem aos dados
disponiveis na literatura.

Local de Tamanho Tamanho do genoma (pg) e
Subgénero/Espécie Coletor 2n FC NF  cromossdomico desvio padrio Referéncias**
Coleta*
(um) 2C 4C 8C
Subgénero
Amphiglottium
E. cinnabarinum E.M.Almeida, 126 MT + 96 SM + 20,21 49,70
Salzm. 758 Fagundes, PB 224 02 AC 446 1,28 - 7,09 (*0.15) (*2.10) - PT
E. denticulatum Barb. Nao . 28 MT + 06 SM + 4,06 8,10 Assis et al.,
Rodr. documentado  CULvado 38 04 AC 72 L30-408  012)  (£1,33) - (2013); PT
S.Nascimento, Sdo Jodo do 36 MT + 09 SM + 05 Assis, em
E. flammeum 93 Tigre, PB 50 AC 95 1,76 — 4,75 5,04 9,90 20,41 preparagio
L.P.Felix, 16 MT + 04 SM + 3,23 6,59 12,47
E. fulgens Brongn. 12515 Panelas, PE 24 04 AC 44 1,54 - 4,92 (£0,78) (£1,25) (£0.28) PT
E. radicans Pav. ex Nao . 14 MT + 06 SM +
Lindl. documentado Cultivado 24 04 AC 44 2,45 - 6,96 - - - PT
28,50 .
. . > 4,08 8,19 16,76 Assis, em
E. secundum Jacq. Diversos Diversos 5662, 56% - 0,73-17,10 (£0,39) (£0,48) (£1.95) preparagiio
L.P.Felix, Camocim de 34 Variavel
E secundum 12088 Sao Félix, PE i 1.01 —4.45 8,24 15,08 ) Assis, em
’ E.M.Almeida, Fagundes, PB 90 ’ ’ (£0,48) (£0,22) preparacgao
757
. . Nova 16 MT + 08 SM + 04 4,48 9,10 Assis, em
E. xanthinum Lind]. IBT 17671 Friburgo, RJ 28 AC 52 2,36 — 6,02 (£0,08) (£0.32) - preparagio
Subgénero
Epidendrum
o Nao Maranguape, 22 MT + 14 SM + -
E. ciliare L. documentado  CE 40 04 AC 76 1,46 — 2,44 - - PT
. Taquaritinga 8,76 .
. . L.P.Felix 24 MT + 10 SM + 06 4,33 Assis et al.
E. latilabre Lindl. ’ do 40 74 1,53 -2,57 > (£0,03) - o
12095 Norte, PE AC (£0,05) (2013); PT
E. nocturnum Jacq. L.P.Felix, Belém do 40 19 MT +19 SM + 78 1,64 — 4,36 3,37 6,80 - PT
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E. paniculatum Ruiz &
Pav.

E. pseudodifforme Jacq.

E. obliquum Schltr.
(como E. steinbachii)

E. viviparum Lindl.

9177

L.P.Felix,
12096
L.P.Felix,
12094

Nao
documentado

Para,
PA

Alto Paraiso,
GO

Areia, PB

Cultivado

60

40

40

40

02 AC

34 MT + 08 SM +
18 AC
28 MT + 06 SM + 06
AC
32 MT + 02 SM +
06 AC

28 MT + 08 SM +
04 AC

102

74

74

76

1,53 — 3,69
1,43 — 2,45

1,58 — 2,90

2,16 — 4,00

(0,04)

3,41
(£0,07)
3,94
(£0,39)
2.98
(+0,11)

(£0,09)

6,93
(+0,12)
8,26
(£0,64)

PT

Assis et al.,
(2013); PT

PT

Jones et al.,

1998
PT
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Figura 1 Célula mitotica de Epidendrum cinnabarinum com 2n =
224 (a-c). Setas brancas indicam cromossomos maiores, setas
amarelas indicam bandas terminais CMA/DAPI ", e cabeca de seta
indica cromossomo B de condensacao tardia. A barra em c
corresponde a 10pm.
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Figura 2 Cé¢lulas mitoticas de E. denticulatum com 2n = 38 (a-c), Epidendrum fulgens
com 2n = 24 (d-f) e E. radicans com 2n = 24 (g-i), coradas com CMA (a, d, g), DAPI
(b, e, h) e imagens dos dois fluorocromos (¢, f, i). Setas brancas indicam cromossomos
maiores, setas amarelas indicam bandas terminais CMAY/DAPI". Insertos destacam
cromossomos com bandas terminais DAPT//CMA™ discretas. A barra em i corresponde
a 10um.
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Figura 3 C¢lula mitdtica de E. ciliare com 2n = 40 (a-c), coradas com CMA (a), DAPI (b) e imagens dos dois fluorocromos (c). Setas amarelas
indicam bandas CMA*/DAPI". A barra em ¢ corresponde a 10 um.
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Figura 4 Células mitdticas de Epidendrum nocturnum com 2n = 40 (a-c) e 2n = 60 (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI (b, e) e imagens dos
dois fluorocromos (¢, f). Setas amarelas indicam regides pericentroméricas CMA*/DAPI". Cabegas de setas amarelas indicam regides terminais
CMA'/DAPI . Setas azuis em ¢ indicam regides pericentroméricas CMA /DAPI', enquanto cabegas de setas azuis indicam regides terminais
CMA/DAPI". Inserto em f destaca cromossomo com braco curto completamente DAPI'/CMA™ e braco longo CMA%DAPI". A barra em f
corresponde a 10pm.
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Figura 5 C¢lulas mitéticas de Epidendrum pseudodifforme com 2n = 40 (a-c) e E. viviparum com 2n = 40 (d-f), coradas com CMA (a, d), DAPI
(b, €) e imagens dos dois fluorocromos (¢, f). Setas amarelas indicam regides pericentroméricas CMA'/DAPI". Cabecas de setas amarelas
indicam regides terminais CMA/DAPI". A barra em f corresponde a 10um.
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Figura 6 Histogramas citométricos de intensidade de fluorescéncia relativa,
obtidos a partir de nucleos foliares corados com iodeto de propidio, em
representantes do género Epidendrum oriundos de diferentes populagdes. A-C:
subgénero Amphiglottium. D-G: subgénero (Eu-) Epidendrum. A. E. cinnabarinum
com 2C = 20,21 pg e 4C = 49,70 pg; B. E. denticulatum com 2C = 4,06 pg e 4C =
8,10 pg; C. E. fulgens com 2C = 3,23 pg, 4C = 6,59 pg e 8C = 12,47 pg; D. E.
latilabre com 2C = 4,33 pg e 4C = 8,76 pg; E. E. nocturnum com 2C = 3,37 pg e
4C = 6,80 pg; F. E. paniculatum com 2C = 3,41 pg ¢ 4C = 6,93 pg; G. E.
pseudodifforme com 2C = 3,94 pg e 4C = 8,26 pg. Foi utilizado como padrao
interno espécimes de Oxalis umbraticola com 2C = 16,5 pg, com exce¢dao da
quantificagdo para E. cinnabarinum, onde foi utilizado como padrdo interno
espécimes de Tulbaghia simmleri com 2C = 38,91 pg.

A segunda populacdo de E. nocturnum analisada aqui apresentou citotipos com
2n = 60 cromossomos (Figura 4d-f), que variaram de 1,53 pm até 3,69 um (Tabela 1).
Este citotipo apresentou padrdo de bandas CMA/DAPI bastante distinto do anterior, por
apresentar 21 bandas pericentroméricas CMA/DAPI” bastante conspicuas (Figura 4f,
setas amarelas), enquanto as demais regides pericentroméricas apresentaram-se
CMADAPI". Regides terminais CMA'/DAPI" foram observadas em sete

cromossomos acrocéntricos (Figura 4f, cabecas de setas amarelas). Apenas um
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cromossomo metacéntrico apresentou o brago curto inteiramente DAPI'/CMA® e o
brago longo CMAY/DAPI” (Figura 4f, inserto).

A quantificagdo do DNA nuclear para E. paniculatum apresentou valores
referentes a 2C = 3,41 pg DNA, bem como um ciclo de endoreduplicagdo completa
referente a 4C = 6,93 pg DNA (Tabela 1; Figura 6F).

Epidendrum pseudodifforme apresentou 2n = 40 cromossomos (Figura 5a-c),
que variaram de 1,58 um at¢ 2,90 um (Tabela 1). Foram observadas regides
pericentroméricas CMA"/DAPI” em 10 cromossomos metacéntricos (Figura Sc, setas
amarelas). Além disso, foram observadas regides terminais CMA/DAPI" em quatro
cromossomos acrocéntricos (Figura 5c, cabecas de setas amarelas). Bandas
DAPI'/CMA™ foram observadas nos terminais de trés cromossomos (Figura 5¢). A
quantificagdo de DNA nuclear apresentou valores referentes a 2C = 3,94 pg, além de
um ciclo de endoreduplicagdo completo equivalente a 4C = 8,26 pg DNA (Tabela 1;
Figura 6G). Outras 10 regides terminais CMA%DAPI" menores e menos conspicuas
foram visualizadas.

Epidendrum viviparum apresentou cariotipo com 2n = 40 cromossomos (Figura
5d-f), que variaram de 2,16 um até 4,00 um (Tabela 1). Foram visualizadas duas
pequenas regides terminais CMA/DAPI" em cromossomos acrocéntricos,

possivelmente correspondentes as RONs (Figura 5f, cabecas de setas amarelas).

DISCUSSAO

Novas contagens cromossomicas sao apresentadas no presente trabalho para
Epidendrum cinnabarinum (2n = 224), E. radicans (2n = 24) e E. nocturnum (2n = 60).
Além disso, dados inéditos de quantificagio do genoma para as espécies E.
cinnabarinum, E. denticulatum, E. fulgens (pertencentes ao subgénero Amphiglottium),
E. latilabre, E. nocturnum e E. pseudodifforme (pertencentes ao subgénero
Epidendrum) sao apresentados aqui. Os numeros cromossdmicos reportados para E.
ciliare com 2n = 40 (Tanaka & Kamemoto, 1984; Goldblatt, 1985), E. denticulatum
com 2n = 38 (Tanaka & Kamemoto, 1984; Pinheiro et al., 2009; Assis et al., 2013) E.
fulgens com 2n = 24 (Tanaka & Kamemoto, 1984), E. nocturnum com 2n = 40 (Tanaka
& Kamemoto, 1984; Felix & Guerra, 2010), E. pseudodifforme com 2n = 40 (Tanaka &
Kamemoto, 1984; Assis et al., 2013) e E. viviparum com 2n = 40 (Assis et al., 2013)

confirmam as contagens prévias. A morfologia cromossdmica observada nos
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representantes analisados ¢ bastante varidvel, e em todas as espécies ocorrem
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos, em consonancia com 0s
registros disponiveis na literatura (Assis ef al., 2013).

Dados inéditos de coloragao diferencial com fluorocromos CMA/DAPI também
sdo apresentados no presente trabalho, revelando os padrdes de distribuicdo de bandas
heterocromaticas em E. cinnabarinum, E. denticulatum, E. fulgens, E. radicans, E.
ciliare, E. nocturnum, E. pseudodifforme e E. viviparum. Pelo menos trés tipos
principais de heterocromatina foram observadas nos representantes do subgénero
Amphiglottium analisadas no presente trabalho, bem como em outros representantes
analisados por Assis et al. (em preparagdo), que corroboram o tratamento filogenético
proposto por Pinheiro et al. (2009). O tipo principal, formado por regides CMAY/DAPI,
ocorre em todas as espécies, em numero ¢ tamanho variavel, sendo possivelmente o
componente heterocromdtico das regides pericentroméricas na maioria dos
cromossomos, observado em todas as espécies do subgénero Amphiglottium analisadas.
Geralmente, o mesmo padrdo ocorre em cromossomos acrocéntricos, em todas as
espécies, formando bandas inconspicuas que coram negativamente (ou mais fracamente)
com DAPI, mas que coram de forma neutra com CMA, nas regides onde ocorrem o0s
centrdmeros. Em alguns cromossomos meta ou submetacéntricos, estas bandas se
estendem das regides pericentroméricas, corando totalmente o braco curto. Regides
heterocromaticas que se estendem do centromero por todo o brago curto foram
identificadas em outros géneros em Orchidaceae, como em Serapias L. € Phalaenopsis
Blume (D’emerico et al., 2000; Kao et al., 2001).

O segundo tipo de heterocromatina forma blocos terminais CMA /DAPI*, que
foram observados nos bragos cromossomicos curtos ou longos, ocorrendo em todas as
espécies do subgénero Amphiglottium, mas nao foram visualizadas em alguns
representantes do subgénero Epidendrum. O maior niimero de bandas CMA /DAPI" foi
encontrado em E. cinnabarinum, possivelmente em decorréncia do seu nivel de ploidia
mais elevado. Nas espécies pertencentes ao subgénero Amphiglottium, este tipo de
heterocromatina parece estar relacionado a evolucdo das regides subteloméricas. Em
Tetrahymena, durante a cicatrizagdo cromossdmica programada, a telomerase adiciona
repites teloméricos a partir de sequéncias ndo teloméricas, formando de novo telomeros
ricos em AT (Wang & Blackburn, 1997). Em E. nocturnum, no citdtipo com 2n = 40
(Figura 4c), foi observado um conjunto de trés cromossomos com regides

pericentroméricas CMA /DAPI'. Este padrdo difere do observado em todas as espécies
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de Epidendrum analisadas até o presente momento, e pode ser resultante de alteracdes
na composicdo da heterocromatina em uma linhagem distantemente relacionada ao
subgénero Amphiglottium (Pansarin & Amaral, 2007; Pinheiro et al., 2010, 2013; Assis,
em preparagao).

O terceiro padrio de bandas heterocromaticas com blocos CMA/DAPI”
terminais ou pericentroméricos, geralmente estdo associados aos pares de RONs
distendidas. Algumas vezes estas regides sdo menos conspicuas, ¢ formam pequenas
bandas discretas em diversas espécies de Epidendrum (Assis, em preparacdo). Estes
padrdes também foram encontrados em outros géneros na familia Orchidaceae, como no
género Vanilla Plum. ex Mill. (Lepers-Andrzejewski et al, 2011) e no género
Maxillaria Ruiz & Pav. (Cabral et al., 2006; Moraes et al., 2012), e possivelmente ¢ o
padrao heterocromatico associado as RONs em Orchidaceae e na maioria dos
organismos. Em Epidendrum secundum, bandas CMA'/DAPI" foram observadas nas
regides pericentroméricas de cromossomos metacéntricos (Assis, em preparagdo), o que
se constitui em uma evidéncia da ocorréncia de fissdo céntrica como importante fator
evolutivo para a diversificagdo cariotipica nesta espécie.

A familia Orchidaceae apresenta uma variacdo de 168 vezes em termos de
contetido de DNA, com valores bastante discrepantes, desde 1C = 0,33 pg até 55,4 pg.
Especialmente, a subfamilia Epidendroideae apresenta valores de contetido de DNA que
variam de 0,3 pg até 19,8 pg, com uma média de 1C = 3,6 pg DNA para a maioria das
espécies (Leitch et al., 2009). Para as espécies do género Epidendrum analisadas até o
presente momento, os valores variam de 1C = 1,49 pg em E. obliquum (Jones et al.,
1998) até 1C = 10,1 pg em E. cinnabarinum. Contudo, a maior parte desta variagdo se
observa entre os representantes do subgénero Amphiglottium, onde pelo menos trés
diferentes niveis de ploidia de DNA foram identificados. A maioria das espécies
analisadas apresenta valores de conteudo de DNA muito proéximos, geralmente entre 1C
= 1,6 pg até 1C = 2,2 pg. Desta forma, para o subgénero Amphiglottium, destacam-se
algumas populagdes de E. secundum (2n = 84, 90) que apresentam um ciclo evidente de
poliploidia, com 2C = 4x = 8,24 pg, ¢ notavelmente E. cinnabarinum (2n = 224, 240)
que apresenta um conteudo de DNA equivalente a 2C = 10x = 20,21. Por outro lado, a
pequena variacdo observada no conteudo de DNA entre a maioria dos representantes
analisados, pode estar relacionada a alteragdes disploides, possivelmente relacionadas a

variacdo cromossOmica numérica neste grupo.
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Em Epidendrum, observa-se claramente uma alteracdo no niimero fundamental
entre as espécies, principalmente nos representantes do subgénero Amphiglottium.
Alteragdes cromossdmicas numéricas relacionadas a disploidias, neste caso, podem ser
obscurecidas em virtude de mudancas estruturais subsequentes a fusdes e/ou fissoes
céntricas, que costumam alterar a posi¢do relativa dos centromeros (Guerra, 2008). A
diversificacdo cariologica em Epidendrum, principalmente para os representantes dos
subgéneros Amphiglottium ¢ Epidendrum, parece relacionada, em primeira instancia, a
eventos de disploidia, assim como se observa em Paphiopedilum, que apresenta
registros cromossomicos de 2n = 26 até 52, porém com a manuten¢do do NF = 52 (Cox
et al., 1997; Leitch et al., 2009). A alteracdo no nimero fundamental em Epidendrum
pode ser o resultado de reorganizagdes intra e intergenomicas complexas, incluindo
translocagdes, eliminacdo de sequéncias de DNA e amplificagdo ou reducdo de
elementos repetitivos (Parisod et al., 2012), e a ocorréncia de cromossomos Bs em
alguns representantes de Epidendrum corrobora esta hipdtese (Assis, em preparagao). A
segunda fonte de variacdo estad claramente relacionada a poliploidia, como se observa
em outros representantes da subfamilia Epidendroideae (Leitch er al., 2009), ndo
obstante a ocorréncia de hibridacdo inter e intraespecifca, bem como de novo disploidia,
que tendem a obscurecer o nimero monoploide de um grupo filogeneticamente
relacionado (Guerra, 2008). A complexidade cariolégica de Epidendrum, aliada a
escassez de dados citogenéticos ¢ moleculares, adicionam novos desafios para o
estabelecimento de um numero bésico mais parcimonioso para o género, que se
constitui em um interessante modelo para estudos de evolugdo cariotipica em

Orchidaceae.
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