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Numero cromossémico e padrdes de heterocromatina de duas especies

do género Ornithocephalus Hook. (Orchidaceae) do Nordeste do Brasil

Amanda de Souza Santos, Felipe Nollet Medeiros de Assis, Leonardo Pessoa Felix

Resumo O género Ornithocephalus pertence a familia Orchidaceae e esta restrito a América,
podendo ser encontrado desde 0 México até o sul do Brasil. E um género ainda pouco estudado
cariologicamente. Tendo isso em vista, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar o cariétipo de
duas espécies do género Ornithocephalus encontradas no Nordeste brasileiro, utilizando técnicas
de bandeamento com os fluorocromos CMA e DAPI, visando identificar o nimero cromossémico
desses representantes do género e seus padrdes de bandas heterocromaticas. Ambas espécies
analisadas apresentaram 2n = 56 cromossomos com nucleos interfasicos do tipo cromocentro
complexo. Apresentaram também o mesmo padrdo de bandas heterocroméaticas CMA*/DAPI-
pericentroméricas, porém diferiram nos tamanhos médios de seus cromossomos e nos padroes de
bandas CMA/DAPI* encontradas nos terminais cromossdémicos. Os nimeros cromossomicos e
0s tipos de nlcleos interfasicos observados nas espécies do género Ornithocephalus corroboram
a insercdo do género na subtribo Oncidiinae. A variagdo na composi¢éo da heterocromatina das
espécies do género encontradas no nordeste brasileiro nos permite considera-la um marcador
citotaxonbmico para essas espécies, porém é uma analise que precisa ser melhor investigada, o
gue possibilitara uma melhor compreensdo dos mecanismos evolutivos envolvidos nha

diversificacdo das espécies de Ornithocephalus.

Palavras-chave: Citogenética, fluorocromos, marcador citotaxonémico, Oncidiinae.



Chromosome numbers and heterochromatin patterns of two species of

the genus Ornithocephalus Hook. (Orchidaceae) from Northeast Brazil

Amanda de Souza Santos, Felipe Nollet Medeiros de Assis, Leonardo Pessoa Felix

Abstract The Ornithocephalus genus belongs to the Orchidaceae family, and is restrict to
America, being able to be found since Mexico to the south of Brazil. It still is a genre little studied
karyologically. Considering it, the aim of this work was characterize the karyotype of two
Ornithocephalus species found in Brazilian Northeast, by using banding techniques with the
CMA and DAPI fluorochromes, in order to identify the chromosome number of these
representatives of the genus, and their patters of heterochromatic bands. Both species analyzed
presented 2n=56 chromosomes with complex chromocenter type interphase nuclei. They also
presented the same patterns of CMA*/DAPI" pericentrometric heterochromatic bands, but they
differ in the average sizes of their chromosomes, and the CMA*/DAPI" bands patterns found in
the chromosomal terminals. The chromosome numbers and the types of interphase nuclei
observed in the species of the Ornithocephalus genus corroborate the insertion of the genus in the
subtribe Oncidiinae. The variation in heterochromatin composition of the species of the genus
found in the Brazilian northeast allows us to consider it as a cytotaxonomic marker for these
species, but it is an analysis that needs to be better investigated, which will allow a better
understanding of the evolutionary mechanisms involved in species diversification of

Ornithocephalus.

Key words: Cytogenetics, fluorochromes, cytotaxonomic marker, Oncidiinae.



INTRODUCAO

Orchidaceae Juss., é a segunda maior familia dentre as plantas com flores, com
cerca de 736 géneros (Chase et al. 2015; The Plant List, 2016) e 27.800 espécies,
distribuidas por todo o0 mundo (Stevens, 2016). No Brasil séo encontrados cerca de 221
géneros e 2.498 especies de orquideas distribuidas por todos os dominios fitogeograficos
do pais (Flora do Brasil, 2016). Sua maior diversidade, incluindo as espécies epifitas,
encontra-se nos tropicos, principalmente em regides montanhosas (Dressler, 1993).
Apesar da distribuicdo cosmopolita, os representantes da familia que ocorrem em
diferentes continentes ndo sdo os mesmos, e alguns géneros estdo limitados a continentes
especificos (Dressler, 1981). Essa ampla distribuicdo das orquideas se deve
principalmente a dispersdo de longa distancia, fazendo delas uma familia ampla cuja
biogeografia pode ter sido fortemente afetada pela tecténica de placas (Chase et al. 2003).
Ha relativamente poucos registros referentes a contagens cromossémicas para a familia
Orchidaceae, com apenas cerca de 8% de suas espécies citologicamente conhecidas (Rice
etal. 2015). Em se tratando de espécies brasileiras, apenas 3% tém nimero cromossémico
conhecido, sendo essas espécies economicamente importantes (Forni-Martins et al.
2013).

O género Ornithocephalus Hook., compreende cerca de 55 espécies (Stevens,
2016), amplamente distribuidas pela América tropical, desde o México até o sul do Brasil.
Sao pequenas epifitas monopodiais sem pseudobulbos, cuja disposicdo das folhas
apresenta-se em forma de leque (Toscano de Brito, 2001). No Brasil ha registros de
ocorréncia de sete espécies do género em todas as cinco regides, distribuidas pela
Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica (Barros et al. 2015). Dentre as espécie encontradas

no Brasil duas sdo endémicas: O. bicornis Lindl., (encontrada nos estados do Amazonas,
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Para e Rondbnia, na Amazonia), O. brachystachyus Schltr., (encontrada no estado do Rio
Grande do Sul, em Mata Atlantica), (Barros et al. 2015).

Taxonomicamente, o género pertence a subtribo Oncidiinae (subfamilia
Epidendroideae), considerada uma das mais diversas subtribos de Orchidaceae (Pridgeon
et al. 2009; Neubig et al. 2012). Estudos filogenéticos moleculares posicionam o género
em um clado que também inclui os géneros Fernandezia e Telipogon, fortemente
suportado em 100% de jackknife (Sandoval-Zapotitla et al. 2010). O monofiletismo deste
clado também é fortemente suportado pela auséncia de estégmatos nos feixes vasculares
e crescimento monopodial, ambos considerados sinapomorficos (Sandoval-Zapotitla et
al. 2010). Apesar do forte suporte para o posicionamento do género Ornithocephalus em
Oncidiinae, as relacdes infragenéricas permanecem obscurecidas e pouco estudadas sob
uma perspectiva filogenética. Além disso, o género € pouco estudado cariologicamente
(Rice et al. 2015), e nédo foi encontrado nenhum registro de nimero cromossdémico para
suas espécies.

O numero cromossdmico € a caracteristica cariotipica mais comumente utilizada
em andlises citotaxonbémicas (Guerra, 1989; 2008). O uso isolado dos numeros
cromossémicos tem pouco significado filogenético e sistematico (Bedini et al. 2012), mas
juntamente com outras abordagens, é uma das caracteristicas citoldgicas mais
informativas sobre os mecanismos envolvidos na evolucdo de um dado grupo de plantas.
A andlise da variacdo cromossémica numérica em um contexto filogenético é
extremamente Gtil para a analise dos niveis de afinidade entre espécies (Auler et al. 2006),
relacGes de parentesco, isolamento reprodutivo e fertilidade reduzida de hibridos (Olkosi,
2010), delimitacdo taxonémica em nivel de espécie (Pedroza et al. 1999), entre outros.

A dupla coloragdo com os fluorocromos Cromomicina Az (CMA) e 4°-6,

diamidino-2-fenil indol (DAPI) é a técnica mais utilizada para diferenciar bandas
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heterocromaticas em cromossomos de plantas (Guerra, 2000; EI-Twab et al. 2011). O
principio da técnica se baseia na coloracdo diferencial dos fluorocromos, uma vez que as
regides heterocrométicas ricas em GC sdo mais fortemente coradas com CMA, e as
regides ricas em AT mais fortemente coradas com DAPI (Barros e Silva & Guerra, 2009).
O uso da técnica possibilita distinguir a heterocromatina da eucromatina, bem como
diferenciar as porcOes da heterocromatina com base na constituicdo molecular,
permitindo uma analise mais detalhada do cariotipo, principalmente em grupos de plantas
gue ndo apresentam variagdo no numero e na morfologia cromossémica (Barros e Silva
& Guerra, 2009; Oliveira et al. 2015). A identificacdo de polimorfismos e variantes
quanto aos padrbes de bandas heterocromaticas, em linhagens vegetais
cromossomicamente estaveis, € fundamental para a identificacdo de variagdes
cromossémicas estruturais envolvidas na diversificacdo das espécies, bem como de
marcadores citotaxondmicos confidveis em grupos taxonomicamente complexos (Vosa,
1985; Guerra, 1993). Além disso, estes dados podem ser utilizados na avaliacdo das
relacfes genéticas entre as espécies e/ou populacgdes, fornecendo um suporte adicional
para hipoteses filogenéticas, bem como contribuir para o entendimento das direcdes de
mudancas cariotipicas discretas durante a cladogénese (Guerra, 1989; 2008).

A primeira expressdo fenotipica de um gend6tipo sdo os cromossomos metafasicos
que, diferente de outros caracteres, independem da expressdo génica, condicdes
ambientais, idade ou estadio de desenvolvimento (Guerra, 2012). A descricao da variacao
fenotipica é, em qualquer nivel, imprescindivel para a interpretagdo dos mecanismos
geneéticos subjacentes a origem da diversidade e, de uma forma geral, sempre apresenta
implicagdes importantes para a ciéncia (Darwin, 1859; Mendel, 1865). Tendo em vista 0
exposto aqui, e a separacao geogréafica entre as espécies de Ornithocephalus que ocorrem

no nordeste brasileiro surgiu o seguinte questionamento, é possivel distinguir as
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diferentes espécies de Ornithocephalus do nordeste brasileiro por meio do padrdo de
heterocromaina? Com base em nosso questionamento o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar o cariétipo de duas espécies do género Ornithocephalus encontradas no
Nordeste do Brasil, utilizando técnicas de bandeamento com os fluorocromos CMA e
DAPI, visando identificar o nimero cromossémico desses representantes do género e seus

padrbes de bandas heterocromaticas.

MATERIAL E METODOS

a) Coleta e documentacao botanica

Foram analisadas cariologicamente duas espécies: Ornithocephalus gladiatus
Hook., (Figura 1) coletado no municipio de Pacoti (CE), depositado em herbario com
namero de coleta LPFelix 15129; e Ornithocephalus myrticola Lindl., (Figura 2) coletado
no municipio de Santa Teresina (BA), depositado em herbario com nimero de coleta
EMA 1042. As identificacdes foram realizadas de acordo com a classificagdo proposta
por Toscano de Brito (2001). Todo o material analisado foi cultivado na colegédo do
orquidario da Universidade Federal da Paraiba. Exsicatas de todo o material estudado
foram depositadas no herbario Prof. Jayme Coelho de Moraes (EAN) do Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba.

b) Preparacdo cromossomica

Para as analises mitoticas, pontas de raizes e botGes florais foram pré-tratadas com
8-hidroxiquinoleina (0,002 M) por 20-24 h a 10°C, fixadas em etanol-acido acético 3:1
(v/v) por 2-24 h a temperatura ambiente e, em seguida, estocadas em freezer a —20°C para

posterior analise, de acordo com a metodologia de Guerra e Souza (2002).
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Para a preparacdo das laminas, os materiais obtidos como descrito acima foram
lavadas em &gua destilada e digeridas com uma solugdo enzimatica contendo 2% celulase
(Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) (w/v) por 20 min a 37°C. Em seguida, as laminas
foram preparadas pelo método de esmagamento, em uma gota de acido acético 60%, e as
laminulas retiradas em nitrogénio liquido. As laminas foram coradas com uma solucéo de
DAPI (2 pg/ml):glicerol (1:1, v/v) para permitir a selecdo das melhores preparagdes.
Subsequentemente, elas foram descoradas em etanol: acido acético (3:1) por 30 min a
temperatura ambiente e mantidas em etanol absoluto a 10°C até o dia seguinte. As laminas

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

¢) Coloragdo com os Fluorocromos CMA (cromomicina Az) e DAPI (4°-6,

diamidino-2-fenil indol)

Apos o envelhecimento, as laminas foram coradas com CMA e DAPI de acordo
com Barros e Silva & Guerra (2009), com pequenas modificagdes. As laminas foram
coradas com 10uL de CMA (0,1 mg/ml) por uma hora, sendo o excesso de fluorocromo
retirado com um jato de agua destilada, e secas com uma bomba de ar. Em seguida, as
laminas foram coradas com 10 uL de DAPI (1 pg/ml) por meia hora. O excesso de DAPI
foi retirado com um jato de agua destilada e as laminas foram secas, montadas com meio
contendo glicerol: tampdo Mcllvaine pH 7,0 (1:1) e envelhecidas por trés dias no escuro
para estabilizacdo dos fluorocromos. As melhores metafases foram fotografadas em
microscopio Zeiss com camera de video Axio Cam MRCS5, usando o software Axiovision

4.8.
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d) Analise dos dados

As melhores metafases fotografadas foram tratadas com auxilio do programa
Adobe Photoshop CS6, para melhor visualizagdo dos padrGes de distribuicdo de
heterocromatina. Foram elaborados ideogramas com os padrbes de bandas CMA/DAPI
com o Adobe Photoshop CS6. As medic¢bes cromossomicas foram realizadas utilizando
0 programa Image Tool. Os padrbes heterocromaticos das diferentes espécies foram
comparados entre si, e comparados com os padrfes relatados na literatura para géneros
préximos.

A pesquisa de contagens cromossdmicas prévias foi realizada a partir da base de
dados do “The Chromosome Counts Database — CCDB” (Rice et al. 2015) e “Index to
plant chromosome numbers — IPCN” (Goldblatt e Johnshon, 1979-). Os nomes cientificos

confirmados de acordo com o The Plant List.
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RESULTADOS

Ambas espécies analisadas apresentaram nucleos interfasicos do tipo cromocentro
complexo (Figura 3G-H), baseado na classificacdo de Tanaka (1971), os quais
apresentam grandes agregados de cromdémeros, formando grandes blocos
heteropicndticos que se apresentaram mais fortemente corados com DAPI. As duas
espécies apresentaram 2n = 56 cromossomos, ambas com bandas heterocromaticas
CMAY/DAPI" pericentroméricas em um par cromossémico, provavelmente
correspondentes a RONSs.

Em Ornithocephalus myrticola quanto aos nucleos interfasicos foi possivel
observar varios cromdmeros de diferentes tamanhos (Figura 3H). A espécie possui
cromossomos pequenos com tamanhos variando de 1,12 a 1,83um. Quanto ao padrdo de
distribuicdo da heterocromatina apresenta também, um par de bandas CMA/DAPI*
proximais, bandas CMA/DAPI* em um dos terminais em 10 cromossomos, bandas
CMA/DAPI* em ambos os terminais em pelo menos 10 cromossomos (Figuras 3C e 4),
embora a espécie apresente as regides distais de todos os bragcos cromossémicos mais
fortemente corados com DAPI do que com CMA.

Em Ornithocephalus gladiatus quanto aos nucleos interfasicos foram observados
menos cromOmeros em comparacdo a O. myrticola, porém sendo maiores e mais
homogéneos (Figura 3G). Foram observados cromossomos com tamanhos variando entre
1,89 e 4,14um em prometafase tardia. Quanto aos padrbes de bandas heterocromaticas,
as bandas CMA*/DAPI" pericentroméricas aqui formaram satélites (Figura 3F), a espécie

apresenta também bandas DAPI+ em todos os terminais cromossomicos (Figuras 3F e 4).
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DISCUSSAO

Nucleos interfasicos do tipo cromocentro complexo sdo apontados como
frequentes para géneros como Cymbidium, Stanhopea, Eulophia, Zygopatallum,
Maxillaria, Oncidium e géneros relacionados (Tanaka, 1971). O mesmo tipo de nucleo
interfasico foi observado em Ornithocephalus, sendo um caractere citoldgico que também
corrobora seu posicionamento filogenético proximo ao género Oncidium conforme
sugerido por Chase et al. (2003). Por outro lado, nacleos interfasicos do tipo cromocentro
simples foram observados para algumas espécies do género Oncidium (Felix e Guerra,
2000). Segundo Tanaka (1971), géneros que possuem grande variedade morfoldgica e
rapida especiacdo tendem a apresentar ndcleos dos tipos cromocentro simples e
complexos. E possivel que a ocorréncia de nucleos interfasicos do tipo cromocentro
simples seja uma apormorfia de alguma linhagem do género Oncidium, hipotese que
ainda ndo pode ser confirmada em virtude do pequeno nimero de registros citoldgicos
para a subtribo Oncidiinae.

As espécies Ornithocephalus myrticola e O. gladiatus estdo inseridas na seccao
Ornithocephalus, pertencente a subtribo Oncidiinae. Nenhuma das duas espécies
analisadas possuem registros prévios de contagens cromossémicas ou bandeamento com
fluorocromos, sendo os dados carioldgicos apresentados aqui 0s primeiros registros
citologicos para o género Ornithocephalus.

Anteriormente o género apresentava-se taxonomicamente delimitado em uma
subtribo propria, Ornithocephalinae, juntamente com outros géneros (Dressler, 1993).
Recentemente, estudos filogenéticos com base em dados moleculares (Chase et al. 2003)
suportaram a insercdo de Ornithocephalus na subtribo Oncidiinae. Em trabalhos de
contagem cromossomica para espécies da subtribo Oncidiinae, (Felix e Guerra, 2000;

Penha et al. 2011), foram levantados registros de 2n = 56 para 112 espécies da subtribo,
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correspondente a 43,57% das espécies da subtribo estudadas, o que sugere que esse seja
0 nimero diploide mais comum para Oncidiinae, apesar da grande variagdo numérica
encontrada para a subtribo (Neubig et al. 2012). Os nimeros cromossémicos observados
no presente trabalho para as espécies do género Ornithocephalus corroboram a insercao
do género na subtribo Oncidiinae.

Ambas espécies de Ornithocephalus apresentam bandas CMA™ proximais
provavelmente correspondentes a RONs, porém dois padrdes distintos de bandas
heterocromaticas DAPI*. O padrdo de heterocromatina DAPI* nos terminais
cromossomicos observado em O. gladiatus tem sido encontrado em outros grupos
préximos de Oncidiinae, como na subtribo Laeliinae (Assis, 2013) e outros grupos da
subfamilia Epidendroideae. O segundo padrdo de bandas DAPI foi observado em O.
myrticola, com bandas DAPI* em alguns terminais cromossdémicos, como também bandas
DAPI" intersticiais. Padrdes variaveis na distribuicdo e composi¢cdo da heterocromatina
também sdo encontrados em outros géneros da subfamilia Epidendroideae como
Christensonella Szlach., Mytnik, Gérniak & Smiszek (Koehler et al. 2008), Epidendrum
L. (Assis, 2013), Phalaenopsis Blume. (Kao et al. 2001), Acianthera Scheidw. (Oliveira
et al. 2015), Cephalanthera Rich. (Moscone et al. 2007), Maxillaria Ruiz & Pav. (Cabral
et al. 2006), Cattleya Lindl. (Souza, 2011) e géneros néo relacionados como Cypripedium
L. (Kondo et al. 1994), sugerindo que a heterocromatina na familia Orchidaceae tem
evoluido de forma independente.

A variacdo nos padrdes de distribuicdo e composicdo da heterocromatica
observada nas espécies do género Ornithocephalus ocorrentes do nordeste brasileiro
sugerem que a heterocromatina pode ser usada como um marcador citotaxondmico
eficiente para diferencia-las na auséncia de flores. Porém faz-se necessario uma maior

investigacdo em uma amostragem mais representativa do género, afim de elucidar quais
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0s possiveis eventos responsaveis pela variagdo encontrada nas bandas DAPI das duas
espécies, bem como possibilitar a identificacdo de marcadores citotaxondmicos Uteis para
0 género, ja que é prematura afirmar que a heterocromatina serviria como marcador para

todas as espécies do género.
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LEGENDAS DE FIGURAS

Figura 1. llustracdo morfoldgica de Ornithocephalus gladiatus. A-B: vegetal com flores;

C-E: inflorescéncia; F-I: detalhe da flor. Fontes das fotos: <http://www.orhidei.org/forum/17-

6657-1> <https://hiveminer.com/Tags/qgladiatus,ornithocephalus/Interesting>

Figura 2. llustracdo morfoldgica de Ornithocephalus myrticola. A-B: vegetal com flores;
C-D: inflorescéncia; E-H: detalhe da  flor. Fonte  das  fotos:

<http://www.orguideasgauchas.net/P_desc especie.php?cod especie=306>

Figura 3. Metéfases mitéticas e nlcleos interfasicos de espécies pertencentes ao género
Ornithocephalus (2n = 56), corados com os fluorocromos CMA (B, E) e DAPI (A, D), e
sobreposicdo das imagens de ambos os fluorocromos (C, F, G, H). Ornithocephalus
myrticola: metéfases (A-C), nudcleo interfasico (H) e Ornithocephalus gladiatus
metéfases (D-F), nucleo interfésico (G). Setas em C destacam cromossomos com bandas

pericentroméricas DAPI*. Barraem H = 10 um.

Figura 4. Representacdo esquematica dos padrdes de distribuicdo de bandas
heterocromaticas nos cromossomos metafasicos das espécies de Ornithocephalus. A
classificacéo e o tamanho dos cromossomos ndo séo indicados. O nimero abaixo de cada
cromossomo indica a quantidade de cada tipo cromossémico no caridtipo da espécie.

Bandas CMA (amarelo), bandas DAPI (azul), regies neutras (cinza).
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Figura 2. llustragdo morfoldgica de Ornithocephalus myrticola. A-B: vegetal com flores; C-D: inflorescéncia; E-H: detalhe da flor. Fonte das fotos:

<http://www.orquideasgauchas.net/P_desc_especie.php?cod especie=306>
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Figura 3. Metafases mitéticas e ndcleos interfasicos de espécies pertencentes ao género Ornithocephalus (2n = 56), corados com os fluorocromos
CMA (B, E) e DAPI (A, D), e sobreposicdo das imagens de ambos os fluorocromos (C, F, G, H). Ornithocephalus myrticola: metafases (A-C),
nucleo interfasico (H) e Ornithocephalus gladiatus metafases (D-F), nucleo interfasico (G). Setas em C destacam cromossomos com bandas

pericentroméricas DAPI*. Barraem H = 10 pum.
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Figura 4. Representacdo esquematica dos padrBes de distribuicdo de bandas
heterocromaticas nos cromossomos metafasicos das espécies de Ornithocephalus.
A classificacdo e o tamanho dos cromossomos ndo sdo indicados. O namero
abaixo de cada cromossomo indica a quantidade de cada tipo cromossémico no
cariotipo da espécie. Bandas CMA (amarelo), bandas DAPI (azul), regifes neutras

(cinza).



