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RESUMO

Oncidiinae ¢ uma das maiores subtribos da familia Orchidaceae, com aproximadamente 1.524
espécies nas Américas com distribuicdo limitada as zonas neotropicais. No Brasil, a subtribo
Oncidiinae ¢ representada por 49 géneros e 360 espécies. Existem muitas dificuldades para as
delimitagdes dos estudos taxonomicos em Oncidiinae. Além dos problemas dentro dos limites
morfologicos, existe uma ampla variabilidade em nimeros cromossémicos (2rn = 10 a 2n =
168),, mostrando o mais amplo espectro de variagdo dentro das orquideas. 2n = 56, 60 e 42
sdo comuns dentro de uma série poliploide baseada em x = 7, sendo considerada uma subtribo
de evolugdo cariotipica complexa. O estudo objetivou realizar uma andlise citogenética de
nove espécies da subtribo Oncidiinae para determinagdo dos seus nimeros cromossomicos €
identificacdo dos tipos de bandas heterocromaticas com os florocromos, cromomicina A3
(CMA) e 4’6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI). Foram encontrados o0s nimeros
cromossOmicos para as espeécies Aspasia variegata 2n = 56, Gomesa hookeri 2n = 74,
Gomesa ranifera 2n = 56, Gomesa sarcodes 2n = 56, Gomesa sp., Oncidium altissimum 2n =
56,, Rodriguezia lanceolata 2n = 40, Rodriguezia venusta 2n = 42 e Trichocentrum fuscum 2n
= 22. Os numeros cromossdmicos encontrados neste estudo sdo inéditos para as espécies 4.
variegata, G. hookeri, G. ranifera e T. fuscum. Com a coloragdo com os fluorocromos
CMA/DAPI foram encontrados trés tipos de bandas heterocromaticas: CMA/DAPI,, CMA"
/DAPI* e CMA'/DAPI’. A presenca ou auséncia destes tipos de bandas, assim como o niimero
e localizacdo nos cromossomos foram variaveis nos cariotipos, permitindo a diferenciacao
citotaxondmica de todas as espécies, mesmo naquelas que apresentaram o mesmo nimero
cromossdmico ou que se apresentam morfologicamente semelhantes e filogeneticamente
proximas.

Palavras-chave: CMA/DAPI, Heterocromatina, Nimero cromossomico, Orchidaceae.



ABSTRACT

Oncidiinae is one of the largest subtribes of the Orchidaceae family, with approximately 1.524
species in the Americas with limited distribution to Neotropical zones. In Brazil, the subtribe
Oncidiinae is represented by 49 genera and 360 species. There are many difficulties for the
delimitations of the studies in Oncidiinae, in addition to the problems within the
morphological limits, as, even to these adversities the recurrent variability in chromosomic
numbers that is a representative resource for the group, showing the widest spectrum of
variation within the orchids, from 27 = 10 to 168, but 2n = 56, 60 and 42 are the most
common within a polyploid series based on x = 7, being considered a taxonomically complex
subtribe. This study aims to accomplish the cytogenetic analysis of nine species of the
subtribe Oncidiinae, based on the determination of their chromosome numbers and to identify
the patterns of heterochromatic bands in their karyotypes through fluorochromes,
cromomicina A3 (CMA) e 4’6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI). Chromosomal numbers were
found for the species Aspasia variegata 2n = 56, Gomesa hookeri 2n = 74, Gomesa ranifera
2n = 56, Gomesa sarcodes 2n = 56, Gomesa sp., Oncidium altissimum 2n = 56,, Rodriguezia
lanceolata 2n = 40, Rodriguezia venusta 2n = 42 e Trichocentrum fuscum 2n = 22. The
chromosome numbers found in this study are new counts for the species 4. variegata, G.
hookeri, G. ranifera and T fuscum. In the analyzed species three types of heterochromatic
bands were found: CMA*/DAPI', CMA/DAPI" and CMA*/DAPI’. The presence or absence
of these types of bands, such as the number and location on chromosomes are variable in
karyotypes, allows cytotaxonomic differentiation of all species, even those that are the same
or equal to the chromosome or if they are morphologically used and unique phylogenetics .

Keywords: Chromosome number, CMA/DAPI, Heterochromatin, Orchidaceae
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1 INTRODUCAO

Oncidiinae é uma das maiores subtribos da familia Orchidaceae, com cerca 1.530

espécies de distribuigdo restrita aos neotrépicos (CHASE et al., 2015). Para o Brasil, a
subtribo ¢ representada por 49 géneros e 360 espécies principalmente das regides Sudeste e
Sul do pais (BARROS et al., 2014). Suas flores possuem uma grande diversidade de forma,
tamanho e funcdo, envolvendo uma gama de polinizadores (NEUBIG et al., 2012), decorrente
do ajuste evolutivo para a producdo de néctar, dleos ou fragrancias, resultando em variadas
formas de polinizagdo, o que torna a tribo atraente para os estudos evolutivos. Sdo geralmente
ervas crescimento simpodial, epifitas, raramente terricolas, com pseudobulbos de base
geralmente protegida por bainhas, encimados por 1-3 folhas. As inflorescéncias sdo
geralmente laterais, raramente terminais, simples ou ramificadas, multifloras geralmente
protegida por bainha. As flores, em geral sdo ressupinadas, pequenas a grandes (no maximo
10 cm de diametro), com pétalas, sépalas e labelo livres, sem nectérios (as vezes com esporao
nectarifero) e calo muitas vezes produzindo 6leo (QUEIROZ et al., 2015).
De acordo com Chase (2009) a utilizagcdo preponderante de caracteristicas florais tem levado
a delimitacdes nao monofiléticas de géneros na subtribo. Para a obtengdo de uma classificagao
monofilética, se faz necessario utilizar além dos caracteres morfoldgicos, o sequenciamento
do DNA nuclear e/ou cloroplastideo, além de caracteristicas cromossOmicas.

Para a subtribo Oncidiinae, o uso quase exclusivo de caracteres florais resultou em
uma proposta de classificagdo infragenérica de Oncidium Sw. onde todas as secdes desse
género para o Brasil e paises limitrofes, eram mais proximas filogeneticamente de Gomesa
R.Br. do que de outras espécies de Oncidium. Isto resultou em uma nova proposta de
classificacdo para Oncidiinae, onde todas as espécies das secdes brasileiras de Oncidium e
alguns outros géneros, foram transferidos para o género Gomesa sensu latu com cerca de 125
espécies (CHASE et al., 2009).

Embora seja conhecida pelo menos mais uma proposta de classificacdo para esse
grupo (veja, por exemplo, CATHARINO & CAMPACCI, 2009), parece consenso atualmente
o reconhecimento de Gomesa s/ proposta por Chase (2009). A subtribo tem uma variagao de
numeros cromossomicos bastante ampla, desde 2n = 10 em Erycina pusilla (L.) N.H.Williams
& M.W.Chase a 2n = 168 em Gomesa caatingana J.M.P.Cordeiro, L.P.Felix & M.W.Chase
(FELIX & GUERRA, 2000; CORDEIRO et al., 2018), embora os registros de 2n = 56, 42 ¢
60 sejam os mais frequentes para a subtribo como um todo. O predominio na subtribo

Oncidiinae de numeros multiplos de sete formando uma série poliploide com disploidia
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ascendente ou descendente, ¢ compativel com x = 7 como nimero basico mais provavel para
toda a subtribo (FELIX & GUERRA, 2000). Todavia, dados moleculares com base em
sequéncias de DNA nuclear e do cloroplasto, parecem suportar uma hipotese de x = 5 para a
tribo Oncidiinae como um todo (CHASE et al., 2005). Todavia, para se ter uma ideia clara
sobre o nimero basico de um taxon, é necessaria a analise da variacdo cromossomica
numérica sob uma perspectiva filogenética (CUSIMANO et al., 2012).

Numeros cromossomicos sao referidos para aproximadamente 200 espécies de
Oncidiinae (FELIX & GUERRA, 2000), correspondendo a 13% de um total de 1.524 espécies
reconhecidas para a subtribo (CHASE et al., 2015). Essas contagens sao em geral restritas ao
nimero cromossdmico, o que € pouco informativo na separagdo de espécies ou géneros com
nameros cromossomicos constantes. Por outro lado, a coloracdo diferencial com os
fluorocromos CMA e DAPI ¢ uma técnica muito utilizada na caracterizagao de grupos de
géneros, como na subfamilia Aurantioideae de Rutaceae (BARROS e SILVA et al., 2010) ou
de espécies relacionadas com os mesmos numeros cromossdomicos (ALMEIDA et al., 2016).
Para diversos grupos de Orchidaceae (Laeliinae, Pleurothallidinae, Epidendrum L.) a analise
do padrao de heterocromatina vem auxiliando a diferenciagdo taxonOmica de espécies
complexas, assim como a descrigdo de novos taxons e andlises de evolucdo cariotipica
(PESSOA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; CORDEIRO, 2019; QUERINO et al., 2020)
Este trabalho teve como objetivo analisar o caridtipo de nove espécies de Oncidiinae, com
base na determinacao dos seus nimeros cromossdmicos e caracterizagdo dos seus respectivos

padrdes de bandas heterocromaticas através da coloragdo CMA/DAPI.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Orchidaceae Juss.

As orquideas sdo conhecidas por suas flores vistosas e morfologia floral especializada.
Sdo amplamente utilizadas para ornamentagdo, sendo objeto de cultivo por muitos
orquidofilos, especialmente os hibridos estdo cada vez mais comercializados nos mercados
nacional e internacional (HINSLEY et al., 2018).

Orchidaceae pertencente a ordem Asparagales, tendo divergido do ancestral comum as
demais Asparagales a aproximadamente hd 112 milhdes de anos e constitui hoje a maior
familia das Angiospermas com aproximadamente 24.500 espécies, distribuidas em cerca de

736 géneros, 22 tribos, 70 subtribos e cinco subfamilias (CHASE et al., 2015; GIVNISH et
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al., 2015). Sao plantas de distribuicdo cosmopolita (apenas ndo ocorre na Antartida), embora a
ampla maioria das espécies sejam de distribuicdo tropical e subtropical (SOUZA &
LORENTZI, 2008). Florestas umidas paises como a Colombia, Equador, Brasil, Peru e México
sdo excepcionalmente ricas em orquideas (BARROS et al., 2009).

Para o Brasil sdo conhecidas aproximadamente 2.500 espécies (1.620 endémicas),
distribuidas entre 240 géneros (BARROS et al., 2014). Sdo plantas com alto grau de
especializagdo o que confere a essas plantass um espectro maior de habitats existindo plantas
herbaceas perenes, rupicolas, terrestre e aquaticas, embora a grande maioria seja epifita
(GRAVENDEEL et al., 2004). Suas flores sdo reconhecidas pela simetria zigomorfica com
estames adnados formando o ginostémio ou coluna, resultante da fusdo dos verticilos
reprodutivos (DRESSLER, 1981). Sao flores trimeras (trés sépalas e trés pétalas), com uma
pétala diferenciada, o labelo, que pode apresentar variacdes na cor, na forma e atrativos.
Estudos tém mostrado que a diversidade floral em Orchidaceae ¢ ampla (Figura 2),
perseverando varios tipos de mecanismos evolutivos em um mesmo grupo taxondmico
(MELO & BORBA, 2011). Essa diversidade na familia foi conquistada pelas caracteristicas
adaptativas que o grupo foi desenvolvendo ao longo do tempo (GIVNISH et al., 2015).

Entre outras caracteristicas tipicas, as orquideas desenvolveram além da grande
quantidade das sementes tipicamente sem endosperma, que para germinarem na natureza
necessitam se associarem a fungos especificos (micotrofia). Essa caracteristica quando
relacionada a grande diversidade de polinizadores, tem resultado na ampla diversificagdo
taxonomica da familia (DRESSLER, 1993; PINHEIRO & BARROS, 2005, CHASE et al.,
2013).

O grande numero de espécies de orquideas (ca 24.500) e sua complexa diversidade
morfologica tém resultado em sistemas de classificagdio ndo monofiléicos, especialmente
quando se utiliza primariamente caracteres morfolégicos (DRESSLER, 1981; 1993). Com o
surgimento das técnicas de sequenciamento de DNA e o aprimoramento das analises
filogenéticas, tem surgido sistemas de classificagdo que suportam mais fielmente as relagdes
de parentesco entre os diferentes grupos de orquideas. Atualmente sdo reconhecidas cinco
subfamilias monofiléticas: Apostasioideae, Cypripedioideae, Orchidoideae, Vanilloideae e
Epidendroideae (Figura 1) (PRIDGEON, 1999; CHASE et al., 2015). Dentre estas,
Epidendroideae compreende 78 % das espécies da familia, com aproximadamente 21.000
espécies, 650 géneros e 16 tribos (GOVAERTS et al., 2015). Possui distribuicao exclusiva em
regides subtropicais e tropicais, sendo a maioria espécies epifitas, embora também ocorram

espécies de habitat terrestre e rupicolas (CHASE et al., 2003; PRIDGEON et al., 2005).



13

A subfamilia Epidendroideac apresenta uma extensa variagdo de numeros
cromossdmicos, desde 2n = 10 em Erycina pusilla (L.) N.H.Williams & M.W.Chase até 2n =
240 em Epidendrum cinnabarinum Salzm. ex Lindl.,, com registros numéricos para
aproximadamente 13% de suas espécies (FELIX & GUERRA, 2010; ASSIS et al., 2013).

Analisando a variagdo numérica para a maioria dos géneros de Epidendroideae,
observa-se um predominio de nimeros multiplos de sete, com disploidias ascendentes ou
descendentes, compativel com um niimero basico x = 7 para a subfamilia Epidendroideae e
para a familia Orchidaceae como um todo, com forte predominio de hexaploides (FELIX &
GUERRA, 2000, 2005, 2010). Contudo, a ocorréncia de nimeros divergentes dessa série
poliploide nas linhagens mais basais da familia Orchidaceae sugere uma analise da variagdo

numérica da familia em um contexto filogenético (FELIX & GUERRA, 2005).

Laelinae
Pleurothallidinae
Bietinae. Epidendreae

Vandeas

alinae
GREEse Epidendroideae

gisma‘é =
! I Orchidinae Orchideae
Brownleeinae
i

- Prasophyfinae Orchidoideae

Goodyennae

Galeottelli sa s
Mannielnoe. Cranichideae
gpwa:sninae

gamc[mug =
Cypripedioideae
{—{ogonieae J vanilicideae
Apostasioideae

Figura 1. Relagdo filogenética entre as cinco subfamilias de Orchidaceae. Fonte: Chase ef al.

(2015).
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2.2 Tribo Cymbidieae e Subtribo Oncidiinae

Cymbidieae é um dos maiores clados de orquideas nas regides neotropicais (PEREZ-
ESCOBAR et al., 2017), com mais de 3700 espécies, 273 géneros e 12 subtribos, dos quais
86 géneros e 654 ocorrem no Brasil (DRESSLER, 1993; PRIDGEON et al., 2009).
Morfologicamente a tribo ¢ caracterizada por apresentar plantas com crescimento
predominantemente simpodial, raramente terrestres, geralmente com pseudobulbos, folhas
plicadas ou conduplicadas, articuladas, inflorescéncias basais, sépalas laterais as vezes
fundidas, pétalas livres, labelo geralmente trilobado, calosidade (quando presente) de varias
formas (quilha, corniculado, carenado, piloso), coluna algumas vezes alada, com auriculas ou
estelideos, polinario com 2-4 polinias, com estipe e viscidio (CRIBB, 2009).

A tribo apresenta uma ampla variagdo cromossdmica numérica, com registros desde
2n =10 em Psygmorchis pusilla, até 2n = 168 em Gomesa caatingana. A maioria dos géneros
dentro da tribo possui ploidia no nivel hexaploide, com nimeros de base varidveis (FELIX &
GUERRA, 2000). Dentro da tribo Cymbidieae, a subtribo Oncidiinae ¢ uma das mais
conhecidas em termos de nimeros cromossOmicos, com registro numérico para 198 espécies e
18 géneros (FELIX & GUERRA, 2000). E a segunda maior subtribo em niimero de espécies
na familia Orchidaceae, com 1.700 espécies e 55 géneros (CHASE et al., 2003, 2005), sendo
representada no Brasil por 49 géneros e 360 espécies (BARROS et al., 2015).

2.2.1. Oncidiinae Benth.

Sado ervas geralmente epifitas, menos frequentemente terricolas ou rupicolas, de
crescimento simpodial. Apresentam pseudobulbos heteroblésticos, base geralmente protegida
por bainhas desenvolvidas com ou sem limbos, encimados por 1-3 folhas. Folhas disticas,
apicais, geralmente conduplicadas, bilaterais a unilaterais, as vezes cilindricas ou terete ou
lateralmente achatadas, geralmente articuladas. Inflorescéncia geralmente lateral (raramente
terminal), simples a ramificada, a multiflora, geralmente protegida por bainha. Flores
geralmente ressupinadas, diminutas a grandes (no maximo 10 cm de didmetro). Sépalas
geralmente livres, em alguns casos sépalas laterais sinsépalas e ocasionalmente formando
espordo. Pétalas geralmente livres, raramente adnatas a base da coluna. Labelo geralmente
livre, geralmente sem nectario, algumas vezes com espordo nectarifico, calo muitas vezes
produzindo 6leo, com morfologia complexa (Dressler 1993). Coluna ereta, geralmente

alongada, muitas vezes com asas ou outros apéndices, as vezes na base apresentando tecido
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semelhante ao calo do labelo (tdbula infraestigmatica), raramente com base projetada
formando um pé da coluna; clindndrio geralmente liso, em alguns casos muito desenvolvido,
lacerado; antera terminal, operculada; polindrio formado por 2-4 polinias, compactas e
rigidas, viscidio presente; estigma ventral, inteiro ou bilobado, geralmente préximo ao apice
da coluna; rostelo frequentemente afilado, as vezes alongado. Ovario glabro, raramente
equinado, capsula 3-(6) rimosa (CHASE et al., 2009). Tem distribui¢do limitada as zonas
neotropicais (CHASE et al., 2015), toda via, dentro desse limite geografico ha uma variagao
consideravel nos locais onde podem ocorrer. As Oncidiinaes possuem uma diversidade grande
de flores, com diversas formas, cores e polinizadores (Figura. 2). Sdo encontradas desde a
Argentina e Peru, até o norte do México e sul da Florida, sendo comuns em toda a regido do
Caribe. Ocorrem desde o nivel do mar até os Andes em altitudes de até 4.000m,
principalmente como epifitas (CHASE et al., 2004; NEUBIG et al., 2012).

Entre as Oncidiinae epifitas, observou-se uma diferenciagdo na localizacao das plantas
em relacdo ao hospedeiro, com predominio nas areas com ramos finos em locais de alta
luminosidade, classificadas por Chase (1987) como epifitas de galho obrigatérias. Essas
especificidades no hébito trouxeram pequenas modificacdes que auxiliaram as Oncidiinae a
serem mais diversificadas nos seus centros geograficos. Além disso adaptacdes a essas
condi¢cdes muitas vezes severas implicaram em alteragdes nos ciclos de vida (algumas vezes
mais curtos), ou desenvolvimento de plantas sem folhas (como no género Phymatidium
Lindl), sementes com extensdes nas células da testa e células de velame de raiz modificadas.
Além disso, todas Oncidiinae tém um desenvolvimento dimorfico com a fase de mudas
psigmoéide sem pseudobulbos e folhas unifaciais, enquanto as formas adultas apresentam
pseudobulbos e folhas conduplicadas. Todavia, muitas plantas epifitas obrigatorias de galho,
como E. pusilla, nunca desenvolvem pseudobulbos ou folhas conduplicadas ¢ mantiveram o
habito psigmoide (CHASE, 1986, 2005).

Em Orchidaceae, a maioria das espécies que oferecem Oleo como recompensa
pertence a Oncidiinae (ALICIONI et al., 2017), embora as recompensas florais também
incluam néctar, dleos, fragrancias e resinas. Os termos resina florais (liquido viscoso) e oleo
floral (liquido fluido) sdo usados para designar produtos quimicos ndo volateis secretados
pelas flores (Reis ef al., 2000), embora a estratégia de polinizagdo por engano seja a mais
comum na subtribo (CHASE, 2009).

As espécies da subtribo Oncidiinae que possuem elaidforos proeminentes sio
membros de diferentes géneros da tribo, sendo por isso, a presenca dessas estruturas

considerada uma caracteristica homoplasica (STPICZYNSKA et al., 2013). Curiosamente,
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essa caracteristica ¢ também compartilhada com diferentes géneros de Malpighiaceae
(NEUBIG et al., 2012). Muitas espécies de Oncidium do grupo como O. cheirophorum
Rchb.f., Trichocentrum cavendishianum (Bateman) MWChase & NHWilliams e varias
espécies de Gomesa R.Br, possuem esses elaioforos e sdo polinizados principalmente por
abelhas familia Apidae e Trigona, que coletam secre¢des florais oleosas utilizadas para a
constru¢do dos ninhos (ALISCIONI et al. 2009; DAVIES & STPICZYNSKA, 2009;
PANSARIN, CASTRO & SAZIMA, 2009).

Figura 2. Diversidade de flores em Oncidiinae. A. Oncidium ornithorhynchum Kunth; B.
Grandiphyllum divaricatum (Lindl.) Docha Neto; C. Lockhartia lunifera (Lindl.) Rchb.f.; D. Gomesa
longipes (Lindl.) MWChase & NHWilliams; E. Cyrtochilum tetracopis (Rchb.f.) Kraenzl; F.
Cyrtochilum auropurpureum (Rchb.f.) Dalstrom; G. Gomesa crispa (Lindl.) Klotzsch ex Rchb.f.; H.
Gomesa radicans (Rchb.f.) MWChase & NHWilliams; 1. Caucaea sp.; J. Miltonia regnellii; K.
Rodriguezia decora (Lem.) Rchb.f.; L. Fernandezia sp. (Fonte: CASTRO & SINGER, 2019).


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-179237
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2.2.2 Sistematica e Filogenia da subtribo Oncidiinae

As caracteristicas florais usadas tradicionalmente na sistematica de orquideas, sempre
foram utilizadas nas propostas de classificagdo da subtribo Oncidiinae. Todavia, considerando
o tamanho do grupo e a diversidade dos seus caracteres florais e vegetativos, as delimitagdes
dos géneros e tdxons infragenéricos sempre foram controversas (CHASE & PALMER, 1992).
Nesse sentido, estudos filogenéticos realizados a partir dos anos 2000 (veja, por exemplo
FELIX & GUERRA 2000, CHASE et al., 2005), além de demonstrar a polifilia de varios
grupos de Oncidiinae suportaram uma classificacao que reflete mais fielmente as relacdes de
parentesco na subtribo. Uma sintese dessas propostas de filogenia ¢ fornecida por Neubig et
al. (2012) que reconheceu um total de 61 géneros claramente monofiléticos, a partir da analise
de sequéncias de DNA plastidial e do cloroplasto em 590 espécies da subtribo Oncidiinae.
Para as espécies brasileiras, as principais modificagdes nas classificacdes tradicionais, foi a
transferéncia de quase todas as sec¢des brasileiras de Oncidium para o género Gomesa que
passou a ser entendido num sensu amplo (NEUBIG et al., 2012). Outra alteragdo importante
foi a inclusdo em Oncidiinae dos géneros 7elipogon Kunth (anteriormente em Telipogoninae),
todos os géneros de Ornithocephalinae, Pachyphyllum Kunth e Fernandezia Ruiz & Pav
(anteriormente em Pachyphyllinae)( PENHA, et al., 2011) entre outros.

2.2.3 Variacao Cromossomica

Espécies distintas tendem a apresentar conjuntos cromossdomicos distintos, quer seja
em termos numero, morfologia, composicdo e localizacdo de bandas heterocromaticas, por
isso, a informagdo cromossOmica tem importancia para estudos de filogenia e evolugdo
vegetal (GUERRA, 2012). Os estudos basicos no cariotipo que mostram similaridades
cariotipicas, sdo uma boa indicacdo da semelhanca genética dos grupos, enquanto diferencas
sdo uteis na delimita¢do de espécies relacionadas. Por essas razdes, similaridades e diferencas
cariotipicas sdo uteis na reconstru¢cdo de filogenia ou para corroborar hipdteses filogenéticas
(GUERRA, 2007). Em muitos casos, a simples determinacdo do nimero cromossdémico
fornece informagdes importantes para a compreensdo da filogenia e evolugcdo (STEBBINS,
1971). Um exemplo amplamente conhecido ¢ a familia Asparagaceae que independentemente
do nivel de circunscrigdo, forma um clado monofilético suportado em termos de niimero e

simetria carioipica (MCKELVEY & SAX, 1933). Por outro lado, a familia Orchidaceae
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possui uma ampla variagdo numérica, desde 2n = 10 em Erycina pusilla a 2n = 240 em
Epidendrum cinnabarinum (FELIX & GUERRA, 2000).

Estudos abordando a variacdo cariotipica na subtribo Oncidiinae sdo relativamente
escassos, com destaque para as revisdes de Tanaka & Kamemoto (1984) e Felix & Guerra
(2000). Contudo, a subtribo apresenta uma ampla variabilidade de nimeros cromossomicos,
incluindo o menor registro numérico para a familia Orchidaceae de 2n = 10 em Erycina
pusilla e 2n = 168 em Gomesa caatingana (FELIX & GUERRA, 2000; CORDEIRO et al.,
2018). O género Oncidiium sensu latu apresenta uma enorme variagdo cariotipica com
nameros haploides conhecidos de n = 13, 14, 15, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 36,
42, 56, 63, 70, 84. (TANAKA & KAMEMOTO, 1984; FELIX & GUERRA 2000). Todavia,
os registros de n = 14, 21, 28, 42, 56, 63, 70, ¢ 84 constituem a maioria, sendo n = 28
observado em 46% das espécies do género. Curiosamente, a variagdo de nlimeros
cromossomicos em Oncidiium € similar a variagdo observada em Oncidiinae como um todo,
onde a maioria das espécies possui n =21 e n = 28 (FELIX & GUERRA, 2000).

Alguns géneros de Oncidiinae possuem o nimero cromossdmicos mais baixos, como ¢
o caso de Lockartia oerstedii Rchb. f. com n = 7 e Trichocentrum capistratum Linden &
Rchb. com n = 14, enquanto n =21 e n = 28 sdo os nimeros mais frequentes na subtribo. Essa
variabilidade numérica ¢ compativel com a hipotese de x = 7 como numero basico primario
das Oncidiinae (FELIX & GUERRA, 2000). Por outro lado, um estudo de isoenzimas
conduzido por Chase & Olmstead (1988) sugere que espécies de Oncidiinae com numeros
cromossomicos elevados apresentam loci de izoenzimas ndao compativeis com caridtipos
poliploides, indicando uma possivel redu¢do de nimero cromossdmico por disploidia para
explicar a variagdo numérica no grupo (CHASE & PALMER, 1992).

Outros géneros de Oncidiinae com contagens inéditas foram recentemente estudados
por Santos (2017), com duas espécies de Ornithocephalus Hook que apresentaram niimero
cromossomico 2n = 56. Esse mesmo numero também foi observado para seis espécies de
Kleberiella, para quatro espécies de Alatiglossum e Carenidium gracile (Lindl.) Baptista.
(PENHA et al., 2011). As espécies que formam os géneros Kleberiella e Alatiglossum estao
incluidas no conceito de Gomesa sensu latu, sendo esses registros cromossomicos plenamente
compativeis com essa inclusio (NEUBIG et al, 2012). Por outro lado, numeros
cromossdmicos mais varidveis tem sido observados por Davifia (2009), com registros de 2n =
56 para Gomesa planifolia (Lindl.) Klotzsch ex Rchb.f., 2n = 60 para Miltonia flavescens
(Lindl.) Lindl., 2n = 42, 56, 84, 108 para oito espécies de Oncidium, 2n = 42 para Rodriguezia
decora e 2n = 30 para Trichocentrum pumilum (Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams.


http://ccdb.tau.ac.il/Angiosperms/Orchidaceae/Trichocentrum/Trichocentrum%20undulatum%20(Sw.)%20Ackerman%20&%20M.%20W.%20Chase/
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2.2.4 Heterocromatina

O estudo da heterocromatina teve inicio com Heitz (1928) que diferenciou
heterocromatina de eucromatina com a analise da compactagdo da cromatina nas células
durante a interfase. Concluiu que havia dois tipos de cromatina: uma que se mostrava
condensada durante todo o ciclo celular, a heterocromatina; e outra, a eucromatina, que
apresentava momentos de condensacdo e descondensacdo durante o ciclo. Outras
caracteristicas da heterocromatina sdoa auséncia de atividade génica ou silenciamento
transcricional e a heteropicnose (coloracao diferente em relacdo a outras partes da cromatina)
(GUERRA, 1989).

A andlise da heterocromatina proporciona diversos tipos de informagdes
citotaxondmicas relacionadas a sua localizacdo no cromossomo ¢ na caracterizagdo do seu
DNA repetitivo (HALL & GREWAL, 2003). Regides heterocromdticas sdao encontradas
principalmente nos centromeros e telomeros, mas, algumas vezes formam blocos intersticiais
(HALL et al., 2002). De acordo com Brown (1966) sdo conhecidos dois tipos de
heterocromatina, a heterocromatina constitutiva, que permanece condensada durante todo o
ciclo celular, é encontrada em todas as células do individuo, esta concentrada em blocos,
aparece em cromossomos homoélogos e ndo contém genes estruturais. Por outro lado, a
heterocromatina facultativa aparece em apenas um dos homodlogos, envolve todo o
cromossomo, nao estd distribuida em blocos e possui uma composicdo do DNA tipica de
eucromatina.

Os principais parametros cariotipicos utilizados na citotaxonomia sdo namero
cromossOmico, simetria cariotipica, tamanho e morfologia dos cromossomos, padrdo de
bandas heterocromaticas, entre outros (GUERRA, 2008; 2012). Para grupos vegetais que
possuam numero cromossOmico constante entre diferentes espécies e caridtipos muito
simétricos, o estudo da heterocromatina tem se tornado uma ferramenta importante nas
andlises citotaxondmicas ou mesmo em descricdes de novas espécies (ALMEIDA et al., 2007;
ALMEIDA et al., 2016; CORDEIRO et al., 2017).

A heterocromatina apresenta uma coloracdo diferenciada em relagdo as regides
eucromaticas no caridtipo das espécies, podendo estas regides variarem em niimero, tamanho
e localizacdo nos cromossomos (HENNIG, 1999; GUERRA, 2000). Essas regides sao
identificadas nos cromossomos com a utilizagdio de algumas técnicas de estudos

cromossomicos tais como:
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Tratamento pelo frio: Essa técnica revela os segmentos heterocromaticos em alguns pouco

grupos taxondmicos, entre eles, o género Cestrum da familia Solanaceae. Se baseia na
propriedade que essas espécies possuem em apresentar regides cromossomicas fracamente
coradas apds o pré-tratamento das raizes por 24 horas em temperaturas muito préximas a 0°C
(BERG & GREILHUBER, 1992).

Bandeamento C: A técnica permite reconhecer a heterocromatina constitutiva total apds o

tratamento das laminas com cloreto de so6dio e hidroxido de bario. Pode ser utilizada em
qualquer espécie de planta, tendo sido empregada a partir da década de 1970 (GUERRA,
2000).

Bandeamento com fluorocromos base-especificos: E a técnica mais extensivamente utilizada

na atualidade. Consiste na propriedade que alguns fluorocromos possuem de se ligarem mais
fortemente as regides do DNA mais ricas em pares de base adenina-timina (formam bandas
DAPI) ou em guanina-citosina (bandas CMA). Devido a essa especificidade dos fluorocromos
essa técnica tem sido utilizada na caracterizagdo de diversos grupos taxonomicos,
especialmente na diferenciagao de espécies relacionadas (ALMEIDA et al., 2016).

O uso desta tultima técnica possibilita a diferenciagdo da heterocromatina da
eucromatina, reconhece a composi¢cao de pares de base do DNA cromossdmico, bem como a
identifica¢dao de polimorfismo e variantes aos padrdes de bandas heterocromaticas (GUERRA,
1993; OLIVEIRA et al., 2015). Para a familia Orchidaceae estudos nos padroes de bandas
fluorescentes tém contribuido para o levantamento de hipdteses sobre a evolugdo cariotipica,
para a descricao de hibridos interespecificos e na caracterizagdo de cromossomos Bs (ASSIS,

2013; OLIVEIRA et al., 2015; CORDEIRO, 2019; QUIRINO et al., 2020).
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal
Foram analisadas nove espécies da subtribo Oncidiinae (Tabela 1), coletadas em
diversas regides do Brasil e cultivadas no Jardim Experimental do Laboratério de

Citogenética Vegetal, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba.

Exsicatas foram depositadas no herbario Jayme Coélho de Moraes (EAN).
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3.2 Analise citogenética

Pontas de raizes jovens foram coletadas e pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (8-
HQ) 2 mM a 10°C por 24 horas, fixadas em etanol absoluto/acido acético glacial (3:1, v/v)
por 2 horas e estocadas em freezer a —20°C até o preparo das laminas. Para a preparacao das
laminas as raizes foram digeridas em solu¢do enzimatica contendo 2% de celulase (Onozuka)
e 20% de pectinase (Sigma) (w/v) a 37°C por 90 minutos. As laminas foram preparadas pelo
método de esmagamento em acido acético a 60% e congelado em nitrogénio liquido para
remoc¢do da laminula. Para a selecdo das melhores laminas, estas foram coradas com uma
solucdo DAPI (2 pg/mL):glicerol (1:1, v/v) e analisadas ao microscopio de fluorescéncia.
Subsequentemente, as laminas foram descoradas em etanol-acido acético (3:1) por 30 minutos
e mantidas em etanol absoluto a temperatura ambiente por duas horas (GUERRA & SOUZA,
2002).

3.3 Coloraciao com os fluorocromos

Para a coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI as laminas foram envelhecidas por
trés dias a temperatura ambiente e posteriormente coradas por uma hora com 10 pL de CMA
(0,1 mg/ml) e depois com 10 puL de DAPI (1ug/ml) com meio de montagem (Tampao
Mcllvaine, pH 7,0) por trinta minutos e estocadas por trés dias no escuro para estabilizagao
dos fluorocromos (GUERRA & SOUZA, 2002). As metafases foram analisadas e
fotografadas em fotomicroscopio Zeiss, com camera de video Axio Cam MRCS5 usando o
software Axiovision® v.4.8 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany). As imagens
foram editadas (sobreposi¢do e otimizagdo de brilho e contraste) com o uso do software

Adobe Photoshop CS6 Extended Version 10.0.
4 Resultados
4.1 Numeros cromossomicos
Os niimeros cromossdmicos encontrados nas espécies da subtribo Oncidiinae foram:
Aspasia variegata Lindl. (2n = 56), Gomesa hookeri (Rolfe) M.W.Chase & N.H.Williams (27

= 74), Gomesa ranifera (Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams (2n = 56), Gomesa sarcodes
(Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams (2n = 56) e Gomesa sp. (2n = 56). A espécie Oncidium
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altissimum (Jacq.) Sw. apresentou 2n = 56, Rodriguezia lanceolata. possui nimero
cromossdmico 2n = 40, Rodriguezia venusta (Lindl.) Rchb.f. 2n = 42 e Trichocentrum
fuscum Lindl, 2n = 22, conforme Tabela 1. Novos registros cromossomicos foram

apresentados para as espécies Aspasia variegata, G. hookeri, G. ranifera e T. fuscum.

4.2 Caracterizacido da heterocromatina

A coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI revelou a ocorréncia de trés tipos de
bandas heterocromaticas: CMA/DAPI, CMA/DAPI*, CMA*/DAPI° (Figura 3). Os padrdes
de heterocromatina para todas as espécies apresentam pelo menos duas regides ricas em
guanina e citosina (GC), estas bandas CMA" /DAPI” encontram-se em maioria nas regides
terminais.

Em A. variegata mostrou o menor niimero de bandas com apenas duas bandas CMA”"
/DAPT terminais (Figura 3A). No grupo do género Gomesa foi visualizado o maior nimero de
bandas DAPI" principalmente nas regides pericentroméricas. O maior delas em G. hookeri
com cerca de 56 bandas DAPI' percentroméricas, seguido de G. ranifera com 10 bandas
DAPI" pericentroméricas. Para Gomesa sp. as bandas DAPI" foram visualizadas nas regides
intersticiais dos cromossomos. O grupo também apresentou bandas CMA", G. hookeri duas
bandas pericentroméricas, G. ranifera duas bandas terminais, G. sarcodes seis bandas
terminais € Gomesa sp. com duas bandas terminais e 10 pericentroméricas.

Na espécie Oncidium altissimum, foi observada trés terminais CMA'/DAPI" e seis
bandas CMA/DAPI", sendo quatro intersticiais e duas pericentroméricas. Para as espécies do
género Rodriguezia, apenas R. venusta mostrou duas bandas pericentroméricas CMA/DAPI"
e quatro bandas terminais CMA'/DAPI". Para as bandas CMA'/DAPI’, trés espécies
apresentaram este tipo de bandas: G. hookeri, Gomesa sp. e Rodriguezia lanceolata com
quatro e duas bandas pericentroméricas, respectivamente. Na espécie Trichocentrum fuscum
foi observada duas bandas CMA" terminais, duas bandas DAPI" pericentroméricas e cerca de

18 bandas DAPI" intersticiais.



Tabela 1: Espécies da subtribo Oncidiinae analisadas cariologicamente e seus respectivos locais de coleta, voucher ¢ bandas
heterocromaticas. Legenda: int = intersticiais; per = pericentroméricas; ter = terminais.

PT Bandas heterocromaticas
Taxon Local de coleta  Voucher 2n  CMA'/DAPI' CMA/DAPI' CMA'/DAPI' Figura
Aspasia Lindl.
A. variegata Lindl.  Santa Luziado  LPF 16468 56* 2 ter _ _ 3A
Oeste - RO
Gomesa R.Br.
G. hookeri (Rolfe) Brejo daMadre EMA 1658 ca.74* 2 per ca. 56 per 4 per 3B
M.W.Chase & de Deus - PE
N.H.Williams
G. ranifera (Lindl.)  Quatro Barras-  LPF 16533 56* 2 ter ca. 10 per B 3C
W.Chase & PR
N.H.Williams
G. sarcodes (Lindl.) Cultivada _ 56 6 ter 2 per B 3D
M.W.Chase &
N.H.Williams
Gomesa sp. Vitoria da LPF 16172 56 2 ter + 10 per 4 int 2 per 3E
Conquista - BA
Oncidium Sw.
O. altissimum Cultivada _ 56 3 ter 4 int + 2 per _ 3F

(Jacq.) Sw

Rodriguezia Ruiz e
Pav



R. lanceolata Ruize ~ Novo Airdo-AM  LPF 16332  40%** 3 ter - 2 per 3G

Pav

R. venusta (Lindl.) Matinhos, PR LPF 16520 42 4 ter 2 per _ 3H

Rchb.f.

Trichocentrum

Poepp. & Endl.

T fuscum Lindl Uruburetama - AMSSantos ~ 22* 2 ter 2 int + ca. 18 _ 31
CE 04 per

*Contagem inédita para a espécie.
** Novo citotipo para a espécie.
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Figura 3. C¢lulas metafasicas coradas com fluorocromos CMA/DAPL. A. Aspasia
variegata — 2n = 56; B. Gomesa hookeri — 2n = 74; C. Gomesa ranifera — 2n = 56; D.
Gomesa sarcodes — 2n = 56; E. Gomesa sp. — 2n = 56; F. Oncidium altissimum — 2n = 56;
G. Rodriguezia lanceolata. — 2n = 40; H. Rodriguezia venusta — 2n = 42; 1. Trichocentrum

Sfuscum —2n =22. Escalaem I = 10 pm.
5 Discussao
Na subtribo Oncidiinae o nimero 2n = 56 ¢ encontrado com frequéncia e comumente

visto no género Gomesa (TANAKA & KAMEMOTO, 1984; FELIX & GUERRA 2000). No

presente estudo, trés espécies pertencentes a Gomesa apresentaram numero cromossomico 2n
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= 56, com excecdo de G. hookeri que possui 2n = 74, sendo este numero cromossOmico
inédito para a espécie, e raramente registrado para o género (SINOTO, 1962). Numeros
cromossdmicos com ampla variacdo e poliploidia foram encontrados na subtribo Oncidiinae,
como o observado por Cordeiro et al. (2018) em Gomesa caatingana com 2n = 168 ¢
paraGomesa varicosa, com citotipos de 2n = 56, 112 168 (SINOTO, 1962; TANAKA &
KAMEMOTO, 1984; FELIX & GUERRA 2000).

Na familia Orchidaceae, os nimeros haploides conhecidos sdo n = 13, 14, 15, 18, 19,
20, 21, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 36, 42, 56, 63, 70, 84, dominados pelas séries ortoploide
com n = 14, 21 ou 28 (FELIX & GUERRA 2000; DAVINA, 2009). Em estudos realizados por
Felix e Guerra (2000) 46% das espécies analisadas de Oncidium exibiram 2n = 56, onde foi
sugerido x; = 7 como nimero basico para o género.

Tendo em vista a prevaléncia como maioria das contagens 2n = 42 e 2n =56, outros
grupos apresentaram este nimero cromossomico, como para Kleberiella V.P. Castro & Cath.,
Alatiglossum stricto sensu (PENHA, 2011) e Ornithocephalus Hook (SANTOS, 2017).
Davina (2009) ao estudar orquideas da Argentina, sugeriu nimero basico x = 7 para a subtribo
Oncidiinae, com origem hexaploide (# = 21) ou octoploide (n = 28) como Aspasia, Gomesa
e Oncidium (CHARANASRI & KAMEMOTO, 1975; FELIX & GUERRA, 2000; DAVINA,
2009). As espécies pertencentes ao género Aspasia variam em numero cromossomico, onde
neste estudo foi observado em A4. variegata 2n = 56 ¢ em registros prévios em A. pusilla 2n =
56, A. principissa Rchb. 2n= 58 e A. epidendroides Lindl 2n = 60 (SINOTO, 1962;
TANAKA & KAMEMOTO, 1984).

O género Rodriguezia possui cerca de 40 espécies (DRESSLER,1981), destas apenas
oito espécies possuem contagem cromossOmica: seis espécies com nimero cromossomico 27
= 42 e Rodriguezia lehmannii Rchb. com 2n = 28 (SINOTO, 1962; FELIX E GUERRA,
2000). As duas espécies estudadas no presente trabalho apresentaram 2n = 40 para
Rodriguezia lanceolata. e 2n = 42 para Rodriguezia venusta, onde o registro do numero
cromossomico de 2n = 40 em Rodriguezia lanceolata, ainda ndo havia sido encontrado para
género, esta diferenca no conjunto haploide, provavelmente se deu por algum evento de disploidia.

A disploidia ¢ a ascendéncia ou descendéncia no nimero cromossdmico haploide que
surgi de rearranjos estruturais e observado entre espécies relacionadas, frequentemente
formando uma série disploide (GUERRA, 2008; 2012). Uma analise em 15 clados de
Angiospermas percebeu que transicdes disploides co-ocorrem com frequéncia com a
poliploidia e que a disploidia pode ter persistido por mais tempo na evolucdo das plantas

(ESCUDEIRO et al, 2014). No presente estudo houve alta diversidade cariotipica, que ¢é
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atribuido a disploidia, sendo encontrada de forma descendente em R. lanceolata com o
citétipo encontrado 2n = 40, onde também foi visto um numero baixo em e R. lehmannii com
2n =28 sendo 0 comum para esse género 2n = 42 (SINOTO, 1962).

Os taxons de Trichocentrum sao caracterizados por uma ou raramente duas folhas por
moédulo simpatico e um baixo nimero cromossémico 21 = 26 —28 (CHASE, 2009). E um dos
grupos que se diferenciam do perfil carioldogico de Oncidiinae (n = 7, 14, 21, 28), assim como
os géneros Jonopsis Kunth e Macradenia R.Br. (BLUMENSCHEIN, 1957; SINOTO, 1962).
A espécie analisada neste estudo (7richocentrum fuscum) apresentou uma contagem diferente
das analises anteriores para o grupo (2n = 22), com registros de estudos anteriores com 2n =
28, 2n = 24 ¢ 2n = 30 (SINOTO, 1962; FELIX & GUERRA, 2000; DAVINA, 2009). A
explicagdo para essa baixa série para os numeros cromossomicos seria por Thichocentrum
apresentar uma linhagem evolutiva independente, distinta dos outros na subtribo tendo uma
série disploide com n = 14, 12, 10 (CHASE, 1986).

As bandas heterocromaticas visualizadas no presente estudo sdo inéditas para os
géneros aqui estudados da subtribo Oncidiinae, visto que praticamente sao poucos o0s
trabalhos sobre coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI neste grupo de Orchidaceae
(SANTOS, 2017). O presente estudo apontou trés tipos de bandas em relagao a composicao
de heterocromatina: CMA"/DAPI,, CMA/DAPI" e CMA'/DAPI’, nas regides terminais,
pericentroméricas e intertistiais dos cromossomos.

As bandas DAPI" em sua maioria foram encontradas nas regides pericentroméricas
dos cromossomos. A espécie 4. variegata ndo apresentou regides ricas em adenina-timina,
tendo apenas bandas terminais CMA". Para a familia Orchidaceae, as analises de distribui¢do
e composi¢ao da heterocromatina vém sendo realizadas, apresentando padrdes de distribuicao
variaveis em outras subtribos da subfamilia Epidendroideae. Destaca-se estudos realizados
por Kao et al. (2001) ao analisarem a heterocromatina nove espécies do género Phalaenopsis
Blume, concluiram que a variagdo no caridtipo do género ¢ causada pelo acimulo de
heterocromatina constitutiva.

Na subtribo Pleurothallidinae, Oliveira ef al. (2015) observaram uma predominancia
de heterocromatina rica em GC, mas os padrdes variaram entre taxons, especialmente em
Acianthera (Scheidw.) Luer. A distribuicdo e composicdo da heterocromatina vem sendo
utilizada na descrigdo de novas espécies (ALMEIDA et al., 2016) e diferenciagdo de espécies
correlacionadas (ALMEIDA et al., 2007; CORDEIRO et al., 2016) em outras familias de
Angiospermas.  Nas espécies analisadas também foi observada o efetivo emprego do

bandeamento CMA/DAPI na diferenciagdo de espécies amplamente correlacionadas. Gomesa
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hookeri e G. ranifera, por exemplo, sdo espécies morfologicamente semelhantes e
filogeneticamente proximas (CHASE et al., 2015), mas apresentam padroes de bandas
heterocromaticas claramente distintas. Da mesma forma, R. lanceolata e R. venusta também
sdo espécies proximas filogeneticamente (NEUBIG et al., 2012) e podem ser distintas pela
composi¢do de regides CMA/DAPI.

Estes resultados demonstram que a analise de distribuigdo e composi¢do de
heterocromatina se apresenta bastante variavel em Oncidiinae, mesmo em espécies com o
mesmo numero cromossOmico ou em tadxons morfologicamente semelhantes e
filogeneticamente proximos. Desta forma estudos envolvendo o bandeamento CMA/DAPI se
demonstram promissores para discutir complexos taxondmicos, delimitacdo de espécies e
analises de evolucdo cariotipica em Oncidiinae, um dos grupos mais diversos entre as

Orchidaceae Neotropicais.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O numero cromossdmico nas espécies da subtribo Oncidiinae analisadas variou de 2n
=22, 40, 42, 56 ¢ 60, sendo 2n = 56 o nimero com maior frequéncia (cinco espécies). As
regides heterocromadticas das espécies analisadas apresentaram regides ricas em GC e AT,
onde foram encontrados trés tipos de bandas: CMA/DAPI, CMA/DAPI"e CMA/DAPI’. A
presenca/auséncia destes tipos de bandas, assim como o numero e localizagdo nos
cromossomos foram varidveis nos caridtipos, permitindo a diferenciacdo citotaxondmica de
todas as espécies, mesmo naquelas que apresentaram 0 mesmo nimero cromossomico.

Para se ter um melhor entendimento da evolugdo cariotipica da subtribo Oncidiinae se
faz necessario uma andlise citogenética com maior nimero de espécies, tendo em vista que a
subtribo tem um namero consideravel de representantes, proporcionando uma melhor

caraterizacao do caridtipo e suas relagdes evolutivas e filogenéticas.
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