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RESUMO

A subtribo Laeliinae compreende cerca de 1.500 espécies em aproximadamente 50 géneros. E
um grupo estritamente neotropical, amplamente distribuido por regifes tropicais e
subtropicais. O presente trabalho analisou a citotaxonomia de 20 espécies da subtribo
Laeliinae e uma espécie de Poneriinae, utilizando as técnicas de bandeamento com CMA/
DAPI e FISH com DNAr 5S e 45S. Em sua maioria, as espécies apresentaram 2n = 40, exceto
duas amostras de Cattleya trianae, C. nobilior e Prosthechea faresiana, ambas com 2n =42 e
2n = 80, respectivamente. A analise do padrdo de bandas de CMA/DAPI e localizacdo dos
sitios de DNAr 5S, foi bastante variavel e informativa na diferenciacdo dos cariotipos da
subtribo Laeliinae. Todas as espécies apresentaram blocos CMA*/DAPI terminais em apenas
um par cromossémico, exceto P. faresiana que teve seis bandas terminais CMA'/DAPI".
Esses blocos foram visivelmente heteromorficos em todas as espécies. Bandas proximais
CMA'/DAPI™ foram observadas em todas as espécies brasileiras de Cattleya bifoliadas, além
de C. nobilior, C. walkeriana, em um acesso de C. trianae e em C. warneri. Em todas as
espécies os sitios de DNAr 45S foram co-localizados com as bandas CMA/DAPI™ terminais
heteromorficas em um dos pares cromossdmicos do complemento. Nossos dados sugerem
ainda que embora apresente uma aparente estabilidade de nimero cromossémico (2n = 40) a
subtribo apresenta uma grande variabilidade cariotipica quando sdo utilizadas técnicas mais
refinadas de bandeamento com fluorocromos e 0 uso de marcadores cito-moleculares. Esses
marcadores cromossémicos foram Uteis para corroborar agrupamentos filogenéticos,
identificando sinapomorfias, ou mesmo para se investigar melhor as relagfes taxonémicas

entre as espécies.

Palavras-chave: Laeliinae, Citotaxonomia, CMA/DAPI, FISH, DNAr 5S.
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1. Introducéo

A subtribo Laeliinae (Epidendroideae, Orchidaceae) compreende aproximadamente
1.500 espécies em cerca de 50 géneros (Dressler, 1981; 1993), dos quais, 280 espécies e 29
géneros para o Brasil (Pabst e Dungs, 1975). E considerada a terceira maior subtribo da
familia Orchidaceae, ap6s apenas as subtribos Pleurothallidinae e Oncidiinae. E um grupo
estritamente neotropical, amplamente distribuido pelas regides tropicais e subtropicais das
Américas e do Caribe (Dressler, 1981; 1993). Alguns géneros tém uma ampla distribuicdo
pelo Brasil, como o género Cattleya (sensu strictu) que apresenta um total de 50 espécies, das
quais aproximadamente 30 ocorrem no Brasil, 25 delas endémicas (Pabst e Dungs, 1975).

A subtribo apresenta espécies epifitas, rupicolas ou terrestres. As flores sdo
ressupinadas, mais raramente nao ressupinadas, labelo livre ou aderido a coluna (Pridgeon et
al., 2005). Suas espécies possuem um namero variavel de polinias (dois, quatro, seis ou oito),
em geral achatadas lateralmente (Dressler, 1993). Apresenta caules secundarios delgados com
folhas disticas, ou formando pseudobulbos com folhas apicais, inflorescéncia terminal,
simples ou ramificada, com uma a muitas flores de tamanhos variados. Estudos filogenéticos
sugeriram importantes alterac@es taxonémicas nos ultimos anos (van den Berg, 2000, 2008;
van den Berg e Chase, 2000, 2001; van den Berg et al., 2009ab). A primeira analise
filogenética molecular para a subtribo Laeliineae baseada em seqliéncias ITS (van den Berg et
al., 2000), sugeriu que varios géneros conforme delimitados por Dressler (1993) ndo eram
monofiléticos e que os géneros Ponera, Isochilus e Helleriella deveriam ser transferidos para
a subtribo Ponerinae. Em seguida, foram sugeridas modificacbes nomenclaturais para 0s
géneros Laelia, Cattleya e Sophronitis. Inicialmente, van den Berg et al. (2000), sugeriu a
incluséo de todas as espécies brasileiras de Laelia no género Sophronitis (ver também van den

Berg e Chase, 2000). Posteriormente, Chiron e Castro (2002) optaram por subdividir as
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antigas espécies brasileiras de Laelia em diversos géneros menores, geralmente
correspondentes aos antigos subgéneros ou seccles de Laelia. Recentemente, van den Berg et
al. (2009a), incluindo além das sequéncias ITS nove regides plastidiais, sugeriram a inclusao
de todas as antigas espécies brasileiras de Laelia + Sophronitis no género Cattleya, uma vez
gue nessa andlise, esse conjunto de plantas foi totalmente incluido em Cattleya.

Citologicamente a subtribo apresenta elevada variagdo cromossdmica numérica, desde
2n = 24 em Epidendrum fulgens a 2n = 240 em Epidendrum cinnabarinum (a maior contagem
para a familia) (Conceicdo et al., 2006; Felix e Guerra, 2010). Laeliinae € caracterizada por
apresentar numero béasico x = 20 e evoluc¢do principalmente por poliploidia (Felix e Guerra,
2010). Os grupos mais estudados da subtribo sdo os géneros Laelia (Yamagushi-Costa e
Forni-Martins, 2009) e Cattleya (Tanaka e Kamemoto, 1984) que apresentam uma variacao
entre 2n =40 a 2n = 80.

Vérios géneros da subtribo, como por exemplo, Encyclia, Prosthechea e Scaphyglottis
sdo cariologicamente pouco estudados. Além disso, todos os trabalhos até agora publicados
para a subtribo, envolveram apenas coloracdo convencional, ndo sendo conhecida qualquer
referéncia abordando técnicas com coloracdo diferencial e FISH. Essas técnicas tém sido
bastante (teis para a compreensdo da evolugdo cromossémica em diversos grupos de plantas
(Carvalho et al., 2005; Barros e Silva et al., 2010) e, em especial, na familia Orchidaceae
(Demerico et al., 2001; Cabral et al., 2006; Moscone, et. al., 2007; Koehler et al., 2008). Essa
escassez de dados constitui uma lacuna importante para o entendimento dos mecanismos de
evolucgdo cariotipica ocorrentes nesse grupo de plantas. Além disso, a subtribo apresenta
alguns géneros numericamente bastante estaveis (Felix e Guerra, 2010) e, nesse caso, a
diferenciagdo longitudinal dos cromossomos, poderia ser um marcador citotaxonémico
importante. No primitivo género Paphiopedilum, por exemplo, Lan e Albert (2011),

observaram que as sec¢des com nimero cromossémico constante, apresentavam uma grande
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variacdo no numero e posicao dos sitios DNAr 5S e esse aumento na quantidade de sitios de
DNAr ndo esta relacionado ao aumento no nimero cromossdmico Além disso, os autores
sugerem que os fendmenos de duplicacdo, translocacdo e inversdo estdo envolvidos na
evolucdo desse grupo. O presente trabalho consistem na analise de 20 espécies da subtribo
Laeliinae e uma espécie da subtribo Ponerrinae utilizando técnicas de bandeamento com 0s
fluorocromos CMA e DAPI, além da hibridizo in situ do DNAr 5S e 45S, visando obter
marcadores citogenéticos que permitam esclarecer alguns aspectos das relagdes taxonémicas e

mecanismos de evolugdo cromossémica ocorrentes neste grupo de orquideas.
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2. Revisdo de literatura

2.1 Aspectos gerais sobre a familia Orchidaceae

Orchidaceae pertence a ordem Asparagales, sendo considerada a maior e mais
diversificada dentre das angiospermas por varios autores (Pridgeon et al., 1999; Judd et al.,
2009; Souza e Lorenzi, 2005) abrange entre 8% e 10% de todas as plantas com flores (Roberts
e Dixon, 2008). Nas monocotileddneas, aproximadamente metade de todas as espécies sdo da
familia Orchidaceae (37,6%) e Poaceae (13,8%) (Judd et al., 2009). Em relacdo ao numero
exato de espécies da familia ha uma grande discordia entre os autores, porém o nimero mais
aceito é cerca de 24.500 espécies (Dressler, 2005), distribuidas em 800 géneros (Chase et al.,
2003).

A maioria das espécies das orquideas (cerca de 70%) sdo epifita (Benzing, 1998),
porém, existem espécies rupicolas, terrestres e saprofiticas. Por apresentar essa grande
adaptacdo aos mais variados locais foi possivel a ocupacao de diferentes tipos de ambientes,
pois os representantes de Orchidaceae podem ser encontrados nas mais variadas formacdes
vegetais (Hoehne, 1949). Seus representantes apresentam caule simpodial ou monopodial,
frequentemente rizomatoso, formando pseudobulbos e raizes geralmente com epiderme
pluriestratificada (velame). Suas folhas sdo carnosas e a nervacao € usualmente paralelinérvia.
Apresenta inflorescéncia cimosa ou racemosa, as vezes reduzida a uma Unica flor. As flores
sdo zigomorfas, geralmente ressupinadas; com calice petaloide, corola trimera, uma pétala
distinta das demais, o labelo, geralmente com um Unico estame fertil. O estilete encontra-se
fundido aos filetes de um ou mais estames, formando a coluna ou ginostémio. Seus gréos de
polen em geral sdo agrupados em polinias, e apresentam uma superficie pegajosa em sua base,

sendo esta responsavel por aderir ao corpo do polinizador. Fruto capsula deiscente, abrindo
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por 1, 3 ou 6 fendas longitudinais; sementes pequenas, com tegumento membranaceo;
endosperma ausente (Dressler, 1993; 1981; Cribb, 2001; Souza e Lorenzi, 2005; Judd et al.,
2009).

Por proporcionar flores dos mais variados tamanhos, cores e odores, além de estruturas
especificas de atracdo a polinizacdo, as orquideas, apresentam 0s mais variados tipos de
polinizadores. Dressler, (1993), relata que os representantes da ordem Hymenoptera, como as
abelhas e vespas, é o principal grupo. Na subtribo Oncidiinae, por exemplo, Singer e Cocucci,
(1999) encontraram abelhas polinizando flores de Oncidium paranaense. A abelha Tetrapedia
sp. também foi vista polinizando flores de Oncidium pubes (Singer, 2003). Polinizacdo por
abelhas também foi verificado na subtribo Laeliinae, onde a abelha Eulaema mocsaryi € o
polinizador de Cattleya eldorado (Storti, 2010). Porém algumas espécies ainda sdo
polinizadas por moscas, mosquitos, besouros, borboletas, mariposas e beija-flores (Dressler,
1993). Alguns géneros, como Cattleya Lindl., Laelia Lindl., Encyclia Hook. e Schomburgkia
Lindl., podem ser polinizadas tanto por abelhas e como por passaros, ja Brassavola R. Br. por
mariposas, e Epidendrum L. por mariposas, borboletas e passaros (van der Pijl e Dodson,

1966).

2.2 Distribuicéo da familia Orchidaceae

Orchidaceae apresenta uma distribui¢cdo cosmopolita, somente a Groelandia e os pélos
ndo apresentam representantes (Pabst e Dungs, 1975), mas ocorre principalmente nas regides
tropicais e subtropicais (Dressler, 1993). Apesar de observada uma distribuicdo por todo o
mundo, para nivel de subfamilia, a distribuicdo obedece a limites definidos, e alguns géneros

estdo limitados a locais especificos (Dressler 1981; Barros, 1990; Chiron, 2009).
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Nas regides tropicais as orquideas adotam um habito predominantemente epifitico
(Hoehne, 1940). Sao registradas, para essa regido, cerca de 10.850 espécies, sendo 8.260
espéecies e 300 géneros dos neotropicos, com 13 desses géneros de ocorréncia exclusiva
dessas regides (Dressler 1981; 1993). Na America do sul, a maior riqueza de espécies de
orquideas esta, na regido proxima dos Andes, aonde o numero de espécies chega a ser
impressionante. Na Coldmbia, existe 0 maior niUmero de espécies registradas, chega a cerca
de 4.010 espécies, no Equador foram registradas 3.549 (Cribb et al., 2003; Sarmiento, 2007).

O Brasil é considerado o terceiro pais mais rico em espécies, (Pabst e Dungs 1975;
Dressler 1981), sdo relatados aproximadamente 2.500 espécies distribuidas em 191 géneros
(Souza e Lorenzi, 2005), dessas, 499 espécies e 106 géneros ocorrem na Regido Nordeste
(Pabst e Dungs, 1975, 1977), porém a maior rigqueza de espécies se concentra
predominantemente na Mata Atlantica (>50%) (Souza e Lorenzi, 2005; van den Berg et al.,
2009).

Alguns fatores influenciam de maneira positiva a diversidade e a grande quantidade de
espécies de orquideas, entre eles podemos destacar: geografia (relevo), condi¢bes climaticas,
existindo uma relacdo na diminuicdo no nimero de espécies a medida que se aproxima das

regides ao Sul do paralelo 30° (Waechter, 1996).

2.3 Taxonomia de Orchidaceae

Os sistemas de classificacdo de Orchidaceae mais conhecidos sdo 0s propostos
Dressler (1993) e Szlachetko (1995), porém sdo baseados principalmente na morfologia.
Dressler (1993) propds que a familia fosse dividida em cinco subfamilias: Apostasioideae,

Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae e Spiranthoideae. Porém no sistema de
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Szlachetko, (1995) as orquideas formam a ordem Orchidales com trés familias distintas:
Apostasiaceae, Cypripediaceae e Orchidaceae.

Dados moleculares tém desempenhando um papel importante na classificacdo das
Angiospermas (Chase et al., 1993; 2000; 2003; APG, 2009; Soltis et al., 1999; 2000). Em
Orchidaceae, estudos filogenéticos foram realizados, para a familia, (Chase et al., 1994;.
Cameron et al., 1999; 2006), como para as subfamilias (Cox et al., 1997; Kores et al., 1997),
ou para as tribos (Goldman et al., 2001), e subtribos (Pridgeon et al., 1997; van den Berg et
al., 2000; Whitten et al., 2000; Williams et al, 2001), tentando esclarecer as relacGes
filogenéticas entre esses grupos.

A familia Orchidaceae ja foi alvo de varios estudos sobre filogenética do que qualquer
outra familia das Angiospermas, e estes estudos foram a base da obra Genera Orchidacearum
(Pridgeon et al., 1999;. 2001; 2003; 2005; 2009), que juntou todas as novas propostas feitas
na ultima década sobre a familia (Chase et al., 2003). Nesta obra a familia Orchidaceae foi
subdividida em cinco subfamilias: Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae,
Orchidoideae e Vanilloideae.

Formada predominantemente por plantas terrestres a subfamilia Apostasioideae ocorre
na Asia e Oceania e tem somente dois géneros: Neuwiedia, com oito espécies, e Apostasia,
com sete espécies. Todos os dois géneros sao considerados monofiléticos (Kocyan et al.,
2004). Apresenta folhas dispostas em espiral, inflorescéncia terminal, labelo pouco
diferenciado das sépalas e pétalas, dois ou trés estames férteis, pdlen em monades e ovario
trilocular (Cameron et al., 1999; Pridgeon et al., 1999).

A subfamilia Cypripedioideae é comprovadamente monofilética, suas espécies sdo
caracterizadas pela presenca de labelo em forma de sapato (labelo saciforme) e pela
ocorréncia de dois estames férteis e auséncia do estame dorsal mediana. As Cypripedioideae

s&o orquideas bem conhecidos do norte temperado e certas zonas tropicais (Dressler, 1993). E
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constituida por plantas terrestres e apresenta uma ampla distribuicdo, com excecdo a Africa
(Freudenstein e Rasmussen, 1999). Esta subfamilia compreende cinco géneros com 158
especies e tem flores que ndo oferecem uma recompensa para os polinizadores (Pridgeon et
al., 1999).

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

Com uma ampla distribuicdo a subfamilia Orchidoideae apresenta 210 géneros e cerca
de 3650 espécies principalmente terrestres. Possui uma Unica antera fértil e ereta, e formacao
de polinias, com graos de pélen com maior ou menor grau de unido. (Cameron et al. 1999;
Pridgeon et al. 2001; 2003). Evidéncias recentes indicam que Spiranthoideae sensu Dressler
(1993) deve ser incluida dentro de Orchidoideae (Chase et al., 2003).

Vanilloideae com 15 géneros e 175 espécies terrestres ou hemiepifitas apresenta um
padrdo de distribuicdo amplo (Pridgeon et al. 1999, 2001). Caracterizando-se por apenas um
estame fértil e antera incumbente, grdos de pdlen soltos, ndo formando polinias, possui
inflorescéncia terminal ou axilar. (Dressler, 1993; Cameron et al.1999; Pridgeon et al. 1999,

2001).
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2.4 Citogenetica da familia Orchidaceae

A importancia da andlise cromossémica se deve ao fato que este tipo de estudo
proporciona a compreensdo de muitos aspectos da filogenia, melhoramento genético,
taxonomia e evolucdo cromossdémica (Guerra, 2002). As analises citogenéticas tém sido uma
importante ferramenta para esclarecer relagdes taxonémicas e evolutivas em Orchidaceae
(Felix e Guerra, 2000; 2005), Cyperaceae (Vanzela, 2003) e Rutaceae (Guerra et al., 2000).
Diversos trabalhos foram realizados com contagens cromossomicas para a familia
Orchidaceae (ver Tanaka e Kamemoto, 1984; Aoyama et al., 1992; Dawson et al., 2007;
Davifia et al., 2009) e esses dados cromossémicos apoiam relacdes filogenéticas propostas por
analises anteriores, além de inferir possiveis evolucdes cromossémicas nesses grupos de
plantas.

O numero cromossémico na familia é bastante variavel de 2n = 12 em Erycina pusilla
(como Psygmorchis pusilla) (Felix e Guerra, 1999.) a 2n = 240 em Epidendrum cinnabarinum
(Guerra, 2000a; Conceicao et al., 2006; Assis, 2009). Analisando variabilidade cromossémica
numérica de Cymbidioide foi possivel sugeri o nimero basico para o grupo, bem como para
o0s representantes de orquideas terrestres (Felix e Guerra, 2000, 2005), o que possibilitou o
reconhecimento de varias linhagens monofiléticas nesses grupos.

Na subfamilia Epidendroideae os nimeros variam de 2n = 24 em Malaxis pubescens a
2n = ca. 240 em Epidendrum cinnabarinum, que também é a maior contagem para a familia
(Felix e Guerra, 2010). A subtribo Laeliinae ¢ relativamente pouco conhecida em termos de
nimeros cromossémicos com aproximadamente 2,51% de espécies citologicamente
conhecidas. Dentre 0os géneros desta subtribo, alguns sdo poucos estudados cariologicamente,
quando comparados com outros géneros da propria subtribo. Um bom exemplo disso € o

género Cattleya que apresenta quase metade de suas espécies estudadas, enquanto géneros
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como Encyclia que das 154 espécies pertencentes a este género, apenas sete apresenta registro
cromossomico (Felix e Guerra, 2010). Apesar de apresentar uma variacdo carioldgica
significativa, 2n = 40 é o nimero mais frequente na subtribo (Tanaka e Kamemoto, 1984) e x
= 20 é seu numero basico, sugerindo gque evolucao tenha sido por poliploidia e disploidia
(Felix e Guerra, 2010). Entretanto, complexo Epidendrum secundum em diferentes

populacgdes, apresenta uma grande variacdo numérica com 2n = 40 a 2n = 84 (Assis, 2009).

2.5 A subtribo Laeliinae

Dressler (1993) prop6s algumas modificacGes na tribo Epidendreae, dividindo-a em
Epidendreae 1, que incluia além Laeliinae, as subtribos Sobraliinae, Arpophyllinae,
Meiracyliinae, Coeliinae, e Pleurothallidinae. Em Epidendreae Il, estavam incluidas as
orquideas do velho mundo. Szlachetko (1995) dividiu a subtribo Laeliinae em trés subtribos
distintas: Laeliinae, Epidendrinae e Ponerinae. Porém dados moleculares recentes (van den
Berg et al., 2000; van den Berg et al., 2002) corroboram com o sistema proposto por Dressler
(1993).

Inicialmente a subtribo Laeliinae foi descrita por Bentham (1881), na ocasido muitas
orquideas pertencentes a subtribo foram incluidas em Stenoglossinae, que posteriormente foi
reformulada por Pfitzer (1889), que uniu as duas subtribos mantendo o nome Laeliinae. van
den Berg et al. (2000) consideraram a subtribo um grupo monofilético, reposicionando 0s
géneros Ponera, Isochilus e Helleriella que anteriormente eram incluidos em Laeliinae, para
a subtribo Ponerinae. Os géneros Cattleya, Encyclia, Epidendrum e Laelia sdo claramente
polifiléticos (van den Berg et al., 2000). Para melhor agrupar as espécies de Laelia, van den

Berg et al., (2000) transferiu os representantes brasilieros para o género Sphronittis, pois 0s
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mesmos ndo pertenciam ao mesmo grupo Laelia mexicano. Entretanto, com base em analises
filogenéticas moleculares mais recentes o género Sophronitis foi reposicionado para dentro
de Cattleya, (van den Berg, 2008, 2009), e atualmente as Laelias brasileiras estdo divididas
em diferentes géneros (Chiron e Castro 2002).

A subtribo Laeliinae € formada por orquideas que ocorrem em todas as areas tropicais
e subtropicais das Américas e do Caribe. Possui aproximadamente 1.500 espéecies em cerca de
50 géneros (Dressler, 1981, 1993). Suas especies sdo caracterizadas por apresentar polinias
em numero de dois, quatro, seis ou oito, em geral achatadas lateralmente. Podem ser epifitas,
rupicolas ou terrestres (Dressler, 1993). Para o Brasil sdo reconhecidas 280 espécies e 29
géneros, sem contar alguns hibridos naturais (Pabst e Dungs, 1975). Séo plantas epifitas,
rupicolas, e raramente terrestres. Suas raizes sdo velamentosa, com hastes geralmente
pseudobolbosos com folhas apicais, geralmente cobertas por bainha decidua ou delgada,
caules alongado com folhas disticas. Inflorescéncia solitaria, fasciculadas, racemosas ou
paniculadas, geralmente terminal nos pseudobulbos ou hastes, pseudobulbos desfolhados,
dando a impressdo de ser suportados a partir do rizoma. Flores ressupinadas, raramente nao
ressupinadas, variavel em tamanho e cor, labelo livre ou ligado em varios graus para a coluna,
a coluna sem pés ou com pé da coluna, as vezes alado, clinandrium as vezes com dentes
desenvolvidos e outros apéndices; polinia 2, 4, 6, 8 ou 12, geralmente achatados, raramente

clavado (Pridgeon et al., 2005).

2.6 Hibridizacéo in situ Fluorescente

A hibridizacdo in situ tem contribuido enormemente para uma maior caracterizagdo

cariotipica de diferentes grupos de plantas (ver, por exemplo, Costa et al., 2006; Feitoza et al.,
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2010; Ying, et al., 2011), alem de ser utilizada na citotaxonomia, melhoramento genético e
citogenética clinica. Esse método foi descrito pela primeira vez por Gall e Pardue (1969) e
permite a localizacdo de determinadas seqliéncias de DNA. A FISH tem ampliado e refinado
consideravelmente o nivel de analise e 0 campo de atuacdo da citogenética vegetal. A técnica
consiste no isolamento de uma seqiiéncia de DNA marcada com uma sonda (molécula
fluorescente) e que ird hibridizar com um sitio da espécie-alvo, mostrando exatamente sua
localizagdo (GUERRA, 2004). As sondas mais utilizados sdo as que marcam as posi¢do dos
sitios de DNAr 45S e 5S (ver Heslop-Harrison, 1994).

A localizacdo de sequencias de DNA especifica, tem sido utilizada para acompanhar a
evolucdo cariotipica em diferentes grupos de plantas, analisando a variabilidade dos sitios de
DNAr 5S e 45S. Os dados de variacdo de nimero e posicao dos sitios 5S e 45S DNAr em
espécies de Passiflora por exemplo, foram consistentes para a hipdtese de x = 6 como
provavel nimero basico ancestral para o género, enquanto os grupos de espécies com x = 9, X
= 10 e x = 12 sdo aparentemente de origem tetraploide e dispoide (Melo e Guerra, 2003). A
analise dos sitios DNAr 5S e 45S em 23 espécies Eleocharis, mostrou que os cariétipos
dessas espécies sdo bastante conservados e que pequenas variagdes no tamanho e no numero
de sitios de DNAr 45S podem ser considerados os Unicos elementos de diferenciacdo
cariotipica (Da Silva et al 2010). Em 11 espécies investigadas de Cyperaceae, 0s sitios de
DNAr 5S e 45S estdo localizados nas regides terminais dos cromossomos, exceto para
espécies de Rhynchospora, que apresentou os sitios de DNAr 5S quase sempre na regido
intersticial, sugerindo que a variagdo no nimero e posicdo dos sitios de DNAr em espécies
com cromossomos holocéntricos ndo é aleatdria, sendo semelhante ao relatado para as
espécies com cromossomos monocéntrica, além disso, estes dados forneceram marcadores
interessante para distinguir varios cromossomos no cariétipo simétrico em Cyperaceae (Sousa

et al., 2011). A familia leguminosae teve alguns de seus géneros também analisados com
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FISH. No género Crotalaria, a diferenciacdo da heterocromatina e a posicao dos sitios de
DNAr indicaram que ocorreram rearranjos cromossomicos durante a evolucdo desse género
(Morales et. al, 2011). Para o género Erythrina, a analise dos cariotipos de trés espécies,
através da FISH, foi possivel a visualiza algumas diferencas entre essas espécies, as quais
mostraram caridtipos bastante conservados, com pequenas variagdes no tamanho e no nimero
dos sitios de DNAr 45S, os quais podem ser considerados os Unicos elementos de
diferenciacédo cariotipica, independente do tamanho e do habito dessas plantas (Nardy et al.,
2010).

Sequiéncias de DNA repetitivo podem ser muito Uteis para compreender as mais
diversas tendéncias evolutivas dentro de Orchidaceae (Demerico, et al, 2001), porém sdo
pouco os trabalhos para a detec¢do dos sitio de DNAr 5S e 45S na familia. Em algumas
espécies do género Cephalanthera através de analises com hibridizacdo in situ, e com
espacadores intergénicos (ITS) de DNAr, é possivel verificar que os cariotipos atuais dessas
espécies, sdo resultados de provaveis rearranjos cromossdmicos complexos, possivelmente
fusBes e fissdes Robertsoniana, perda de repeticdes teloméricas, ganho ou perda de sites de
DNAr e outras seqliéncias heterocromaticos além de inversées (Moscone, e. al, 2007). Em
Maxillaria foram analisados quatro espécies com hibridizacdo in situ fluorescente e
CMAV/DAPI. Foi verificado que o nimero dos sitios de DNAr 45S e 5S variram e a maioria
deles foi co-localizado com regides heterocromaticas de CMA (Cabral et al., 2006). Contudo
na subtribo Laeliinae ndo sdo conhecidos dados relativos a localizacdo dos sitios de DNAr
45S e 5S, principalmente para os géneros de grande importancia horticultural, por exemplo

Cattleya, Laelia e Brassavola.
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2.7 Bandeamento com Fluorocromos CMA/DAPI

A partir da década de 70 foram desenvolvidas técnicas que permitiram uma
diferenciacdo mais detalhada dos cromossomos atraves da identificacdo de regides
heterocromaticas (Schweizer, 1976). Utilizando essas técnicas foi possivel visualizar regides
de coloracéo diferencial, geralmente como faixas transversais, sendo chamadas assim bandas,
melhorando significativamente a caracterizacdo cromossémica (Guerra, 2004).

Em vegetais, para a identificacdo dessas regibes € frequente a utilizacdo de
bandeamento C e a coloracdo com os fluorocromos, cromomicina Az (CMA) e o 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), (Friebe et al., 1996). O Bandeamento C fundamenta-se na
eliminacdo de fracBes eucromaticas e heterocromaticas, acarretando significativas perdas de
DNA, sobretudo nas regides eucromaticas, pois a heterocromatina € mais resistente,
permanecendo durante o processo (Schwarzacher et al., 1980). Na coloracdo com 0s
fluorocromos, ocorre associacdo do CMA as regifes dos cromossomos ricas em pares de
bases GC (guanina e citosina) e o DAPI as regides dos cromossomos ricas em AT (adenina e
timina) (Guerra, 2000b).

Comparado ao bandeamento C, a técnica de colora¢do com fluorocromo CMA/DAPI
apresenta maiores vantagens, pois mais informativo, mostrando quais sdo as regides
repetitivas de DNA ricas em e GC e AT, além de aparentemente ndo alterar sua morfologia.
Como essas técnicas coram regides especificas dos cromossomos, € possivel uma analise mais
detalhada do cariotipo, facilitando assim as observacbes nas variagbes das estruturas
cromossdmicas, sendo evidenciada a distribuicdo e caracterizagdo das regides
heterocromaéticas (Vosa, 1985).

Tecnicas de bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI vem sendo amplamente

aplicadas em varias familias botanicas, como por exemplo, no género Citrus (Rutaceae), com
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seis especies analisadas, a coloracdo CMA e DAPI revelou alguns marcadores cromossémicos
para cada espécie (Guerra, 1993). A partir desta técnica foi possivel observar uma grande
quantidade de bandas heterocromaticas, e a variacdo do padrdo bandas entre as especies.
Esses dados permitiram uma analise evolutiva (ver Guerra et al., 2000; Pedrosa et al., 2000),
onde foi verificada uma suposta origem hibrida de algumas espécies. Tambem foi possivel a
utilizacdo desses dados em programas de melhoramento, sendo uma ferramenta poderosa para
distinguir zigdticos de embrides nucelares (Guerra, 1993).

Em Rutaceae, as diferencas no padrdo de bandas sugeri a inclusdo de Murraya
koenigii no género Bergera, (Bergera koenigii) dentro da subtribo Clauseninae, enquanto que
0 género Murraya, como M. paniculata e Merrillia, deveriam ser incluidas dentro de Citreae
(Guerra et al. 2000). No género Rhynchospora (Cyperaceae) foi observado que ndo estéd
presente nenhum padréo Unico de distribuicdo tipico de segmento heterocromatico (Vanzela e
Guerra, 2000). Porém nas espécies de Manihot e cultivares de Mandioca (Manihot esculenta),
Carvalho e Guerra (2002) constataram que todas as especies apresentavam 2n = 36
cromossomos e um cariétipo simétrico. No bandeamento com CMAJ/DAPI foi verificado
padrdes de bandas semelhantes entre cultivares e espécies de Manihot, o que sugere uma alta

estabilidade cariotipica.

2.8 Bandeamento com Fluorocromo CMA/DAPI em Orchidaceae

A familia Orchidaceae tem sido muito pouco estudada em relacdo a distribuicéo e
localizagdo da heterocromatina. Na subfamilia Orchidoideae, por exemplo, D’Emerico et al.
(2004) analisaram 17 espécies do género Opphrys, afim de tentar esclarecer relagdes
taxonémicas e alguns aspectos evolutivos desse género. Alguns representantes da subfamilia

Epidendroideae tambem foram analisados, como o género Phalaenopsis, sendo verificado que
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o tamanho do genoma e da quantidade de heterocromatina constitutiva varia amplamente
(Yen-Yu, et al., 2001). Ainda nessa subfamilia o estudo da heterocromatina na tribo Neottieae
verificou algumas diferencas entre as espécies desse grupo e sugeriu, para algumas especies
que o processo de evolucdo poderia ser determinada por mutacdes translocacdo Robertsoniana
(Giuseppina et al., 2010). Cabral et al. (2006) analisaram quatro espécies do género
Maxillaria e observou que todas apresentavam padrbes diversificado de bandas
heterocromaticas. Ainda na subtribo Maxillariinae o trabalho de Koehler et al. (2008) prop6s
uma classificacdo mais estavel e revisou as delimitacdes das espécies para 0 género
Christensonella. Os padrdes de bandas e a contagem cromossémica sugeriram a ocorréncia de
fusdo céntrica e/ou fissdo, especialmente para Christensonella ferdinandiana, porém estudos
complementares ainda sdo necessarios para um melhor entendimento desse género. Ainda foi
sugerido, pelos autores, que as espécies com numero cromossémico igual a 2n = 36 evoluiram
das espécies com 2n = 38. Nesse caso, 0 padrdo de distribuicdo da heterocromatina provou ser
uma fonte valiosa de informacéo para entender os padrdes evolutivos dentro desse grupo.
Contudo na subtribo Laeliinae ndo sdo conhecidos dados relativos a localizacdo da
heterocromatina. Essa escassez de dados constitui uma lacuna importante para o
conhecimento da variacdo cromossémica nos representantes brasileiros dessa subtribo e a

compreensdo dos mecanismos de evolucdo cariotipica ocorrentes nesse grupo de plantas.
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4. Manuscritos: Diversidade da Heterocromatina e Localizacéo dos sitios de DNAr 45S e

5S em espécies da subtribo Laeliinae (Orchidaceae: Epidendroidae)

Bruno César Querino de Souza e Leonardo Pessoa Felix

Laboratdrio de Citogenética Vegetal, Setor Botanica, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal da Paraiba, Campus Ill, 58.397.000, Areia, PB, Brasil. e-mail:
brunocesares@yahoo.com.br

Resumo A subtribo Laeliinae compreende cerca de 1.500 espécies em aproximadamente 50
géneros. E um grupo estritamente neotropical, amplamente distribuido por regides tropicais e
subtropicais. O presente trabalho analisou a citotaxonomia de 20 espécies da subtribo
Laeliinae e uma espécie de Poneriinae, utilizando as técnicas de bandeamento com CMA/
DAPI e FISH com DNAr 5S e 45S. Em sua maioria, as espécies apresentaram 2n = 40, exceto
duas amostras de Cattleya trianae, C. nobilior e Prosthechea faresiana, ambas com 2n =42 e
2n = 80, respectivamente. A analise do padrdo de bandas de CMA/DAPI e localizacdo dos
sitios de DNAr 5S, foi bastante varidvel e informativa na diferenciacdo dos caridtipos da
subtribo Laeliinae. Todas as espécies apresentaram blocos CMA*/DAPI terminais em apenas
um par cromossdmico, exceto P. faresiana que teve seis bandas terminais CMA'/DAPI".
Esses blocos foram visivelmente heteromdrficos em todas as espécies. Bandas proximais
CMA'/DAPI™ foram observadas em todas as espécies brasileiras de Cattleya bifoliadas, além
de C. nobilior, C. walkeriana, em um acesso de C. trianae e em C. warneri. Em todas as
espécies os sitios de DNAr 45S foram co-localizados com as bandas CMA*/DAPI™ terminais
heteromorficas em um dos pares cromossdmicos do complemento. Nossos dados sugerem
ainda que embora apresente uma aparente estabilidade de nimero cromossémico (2n = 40) a
subtribo apresenta uma grande variabilidade cariotipica quando sdo utilizadas técnicas mais
refinadas de bandeamento com fluorocromos e o uso de marcadores cito-moleculares. Esses
marcadores cromossdmicos foram Uteis para corroborar agrupamentos filogenéticos,
identificando sinapomorfias, ou mesmo para se investigar melhor as relagdes taxondémicas

entre as espécies.

Palavras-chave: Laeliinae, Citotaxonomia, CMA/DAPI, FISH, DNAr 5S.
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Diversity of the heterochromin and Location of the 45S and 5S rDNA sites in species of
subtribe Laeliinae (Orchidaceae: Epidendroidae)

Abstract Subtribe Laeliinae comprises about 1500 species and 50 genera. It is a strictly
Neotropical group, widely distributed in tropical and subtropical regions. This study
examined the cytotaxonomy of 20 species of the subtribe Laeliinae and one species of the
Poneriinae, using banding techniques with CMA / DAPI staining and FISH with 5S and 45S
rDNA. Most of the species presented 2n = 40, except two samples of Cattleya trianae, C.
nobilior and Prosthechea faresiana, both with 2n = 42 and 2n = 80, respectively. The analysis
of CMA / DAPI banding pattern and 5S rDNA location sites were quite variable and
informative in karyotype differentiation of the subtribe Laeliinae. All species presented
CMA+/DAPI- terminal bands in only one chromosome pair, except P. faresiana with six
CMA+/DAPI- terminal bands. These bands were clearly heteromorphic in all species. CMA +
/ DAPI- Proximal bands were observed in all bifoliate Brazilian species of Cattleya, Besides
C. nobilior, C. walkeriana, and one sample of C. trianae and C. warneri. In all species 45S
rDNA sites were co-located with the CMA+/DAPI- terminal bands in a heteromorphic pair of
chromosome complement. Our data suggests that the species karyotypes of the subtribe
Laeliinae presents a great variability when using more refined techniques of fluorochrome
banding and the use of molecular markers despite its apparent stability of chromosome
number (2n = 40). These chromosomal markers were useful to corroborate phylogenetic
groupings, identifying synapomorphies, or even to investigate the taxonomic relationships

between species.

Key words: Laeliinae, Cytotaxonomy, CMA/DAPI, FISH, DNAr 5S.
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Introducéo

A subtribo Laeliinae (Epidendroideae, Orchidaceae) compreende aproximadamente
1.500 espécies em cerca de 50 géneros (Dressler, 1981; 1993), dos quais, 280 espécies e 29
géneros para 0 Brasil (Pabst e Dungs, 1975). E considerada a terceira maior subtribo da
familia Orchidaceae, ap6s apenas as subtribos Pleurothallidinae e Oncidiinae. E um grupo
estritamente neotropical, amplamente distribuido pelas regides tropicais e subtropicais das
Ameéricas e do Caribe (Dressler, 1981; 1993). Alguns géneros tém uma ampla distribuicéo
pelo Brasil, como o género Cattleya (sensu strictu) que apresenta um total de 50 espécies, das
quais aproximadamente 30 ocorrem no Brasil, 25 delas endémicas (Pabst e Dungs, 1975).

A subtribo apresenta espécies epifitas, rupicolas ou terrestres. As flores sao
ressupinadas, mais raramente nao ressupinadas, labelo livre ou aderido a coluna (Pridgeon et
al., 2005). Suas espécies possuem um namero variavel de polinias (dois, quatro, seis ou oito),
em geral achatadas lateralmente (Dressler, 1993). Apresenta caules secundarios delgados com
folhas disticas, ou formando pseudobulbos com folhas apicais, inflorescéncia terminal,
simples ou ramificada, com uma a muitas flores de tamanhos variados. Estudos filogenéticos
sugeriram importantes alterac@es taxonémicas nos ultimos anos (van den Berg, 2000, 2008;
van den Berg e Chase, 2000, 2001; van den Berg et al., 2009ab). A primeira analise
filogenética molecular para a subtribo Laeliineae baseada em seqliéncias ITS (van den Berg et
al., 2000), sugeriu que varios géneros conforme delimitados por Dressler (1993) ndo eram
monofiléticos e que os géneros Ponera, Isochilus e Helleriella deveriam ser transferidos para
a subtribo Ponerinae. Em seguida, foram sugeridas modificacbes nomenclaturais para 0s
géneros Laelia, Cattleya e Sophronitis. Inicialmente, van den Berg et al. (2000), sugeriu a
inclusdo de todas as espécies brasileiras de Laelia no género Sophronitis (ver também van den
Berg e Chase, 2000). Posteriormente, Chiron e Castro (2002) optaram por subdividir as
antigas espécies brasileiras de Laelia em diversos géneros menores, geralmente
correspondentes aos antigos subgéneros ou seccles de Laelia. Recentemente, van den Berg et
al. (2009a), incluindo além das sequéncias ITS nove regides plastidiais, sugeriram a inclusao
de todas as antigas espécies brasileiras de Laelia + Sophronitis no género Cattleya, uma vez
gue nessa analise, esse conjunto de plantas foi totalmente incluido em Cattleya.

Citologicamente a subtribo apresenta elevada variagdo cromossdmica numérica, desde
2n = 24 em Epidendrum fulgens a 2n = 240 em Epidendrum cinnabarinum (a maior contagem

para a familia) (Conceicgéo et al., 2006; Felix e Guerra, 2010). Laeliinae é caracterizada por
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apresentar numero basico x = 20 e evolucdo principalmente por poliploidia (Felix e Guerra,
2010). Os grupos mais estudados da subtribo sdo os géneros Laelia (Yamagushi-Costa e
Forni-Martins, 2009) e Cattleya (Tanaka e Kamemoto, 1984) que apresentam uma variacao
entre 2n =40 a 2n = 80.

Varios géneros da subtribo, como por exemplo, Encyclia, Prosthechea e Scaphyglottis
sdo cariologicamente pouco estudados. Além disso, todos os trabalhos até agora publicados
para a subtribo, envolveram apenas coloracdo convencional, ndo sendo conhecida qualquer
referéncia abordando técnicas com coloracdo diferencial e FISH. Essas técnicas tém sido
bastante Uteis para a compreenséo da evolugdo cromossémica em diversos grupos de plantas
(Carvalho et al., 2005; Barros e Silva et al., 2010) e, em especial, na familia Orchidaceae
(Demerico et al., 2001; Cabral et al., 2006; Moscone, et. al., 2007; Koehler et al., 2008). Essa
escassez de dados constitui uma lacuna importante para o entendimento dos mecanismos de
evolucdo cariotipica ocorrentes nesse grupo de plantas. Além disso, a subtribo apresenta
alguns géneros numericamente bastante estaveis (Felix e Guerra, 2010) e, nesse caso, a
diferenciacdo longitudinal dos cromossomos, poderia ser um marcador citotaxondmico
importante. No primitivo género Paphiopedilum, por exemplo, Lan e Albert (2011),
observaram que as sec¢des com numero cromossdmico constante, apresentavam uma grande
variacdo no numero e posicdo dos sitios DNAr 5S e esse aumento na quantidade de sitios de
DNAr ndo esta relacionado ao aumento no ndmero cromossémico Além disso, os autores
sugerem que os fendmenos de duplicacdo, translocacdo e inversdo estdo envolvidos na
evolucdo desse grupo. O presente trabalho consistem na analise de 20 espécies da subtribo
Laeliinae e uma espécie da subtribo Ponerrinae utilizando técnicas de bandeamento com os
fluorocromos CMA e DAPI, além da hibridizo in situ do DNAr 5S e 45S, visando obter
marcadores citogenéticos que permitam esclarecer alguns aspectos das relacdes taxonémicas e

mecanismos de evolugdo cromossémica ocorrentes neste grupo de orquideas.

Material e Métodos

Coleta e documentacao botanica

Foi analisado um total de 20 espécies pertencentes a subtribo Laeliinae, além de

Isochilus linearis da subtribo Poneriinae. Todo o material analisado foi proveniente da

colecdo do orquidario da Universidade Federal da Paraiba, aléem de coletas provenientes
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diretamente do campo. Exsicatas de todo o material estudado encontram-se depositadas no
Herbario Jayme Coelho de Moraes (EAN).

Para a identificacdo dos materiais, foi utilizado essencialmente Pabst e Dungs (1975;
1977) ou consulta a especialistas, além de comparacbes com materiais previamente
identificados. Todos os bindmios foram atualizados de acordo com World Orchid Checklist -
www.kew.org/data/monocotsRedirect.html (Govaert, 2009). As espécies estudadas, seus
respectivos locais de coleta, coletor e ndmero, nimero cromossémico, caracteristicas

heterocromaticas e sitios de DNAr 45S e 5S estdo sumarizadas na Tabela 1.

Analises citologicas

Preparacdo cromossémica

Para as analises mitdticas, pontas de raizes foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (0,002 M) por 5 h a 18°C, fixadas em Carnoy 3:1 etanol-acido acético (v/v)
por 2-24 h a temperatura ambiente e estocadas em freezer a —20°C. O material foi lavado em
agua destilada e digerido com uma solucéo enzimatica contendo 2% celulase e 20% pectinase
por 1 h a 37°C. Em seguida, as laminas foram preparadas pelo método de esmagamento, em
uma gota de acido acético 45%, e as laminulas retiradas em nitrogénio liquido. As laminas
foram coradas com uma solugdo de DAPI (2 ug/ml):glicerol (1:1, v/v) para permitir a sele¢ao
das melhores laminas. Subsequentemente as laminas foram descoradas em etanol-acido
acético (3:1) por 30 min a temperatura ambiente, e mantidas em etanol absoluto a 10°C por

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

Coloracdo com os Fluorocromos CMA; (cromomicina) e DAPI (4°-6, diamidino-2-

phenilindole)

Foi seguido o protocolo descrito por Schweizer (1976). As laminas foram coradas com
10pL de CMA (0,5 mg/ml) sobre as células e cobertas com uma laminula. Em seguida as
laminas foram guardadas em camara escura por uma hora, posteriormente foi retirado o
excesso de corante com jato de agua destilada, e em seguida as laminas foram secas a
temperatura ambiente. Subsequentemente foi adicionado 10uL de DAPI (2 pug/ml) e coberta

com uma laminula, e o conjunto armazenado em camara escura por meia hora. O excesso de
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corante foi retirado com um jato de agua destilada e as laminas montadas com meio tampao
glicerol/Mcllvaine. Em seguida foram envelhecidas por trés dias no escuro para estabilizacdo
do fluorocromo. As melhores metafases das analises a partir do bandeamento foram
capturadas em microscopio Leica equipada com camera de video e programa especifico para

captura de imagens.

Hibridacao in situ fluorescente (FISH) de sondas de DNA ribossomais de 45S e 5S

Algumas laminas coradas com os fluorocromos CMA e DAPI foram descoradas em
Carnoy e submetidas ao processo de FISH de acordo com Moscone et al. (1996), com
algumas modificacGes. Foi preparada uma mistura de hibridizacdo consistindo de 60% (v/v)
de formamida, 5% (p/v) de dextran sulfato em 2XSSC, além do DNA marcado na
concentracdo final de 1,2-3,0 pg/ul. Essa mistura de hibridizacdo e as preparagdes citoldgicas
foram desnaturadas a 70°C por 10 min e hibridizadas por 18-20 horas a 37°C em cémera
umida. As sondas de DNAr 5S e 45S foram marcadas com Cy3-dUTP e com digoxigenina
16-dUTP, respectivamente. A sonda de DNAr 45S foi detectada com anticorpo primario anti-
digoxigenina produzido em ovelha conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceina;
Roche) e o sinal amplificado com anticorpo secundéario contra anti-digoxigenina de ovelha
produzido em coelho conjugado com FITC (Dako). As laminas foram montadas em
Vectashild contendo DAPI na concentracdo final de 2 pug/ml. As melhores células foram

capturadas como descrito anteriormente.

Resultados

Numeros cromossdmicos e bandeamento CMA/DAPI

Foi analisado um total de 20 espécies da subtribo Laeliinae pertencente a seis géneros
(Brassavola, Cattleya, Encyclia, Laelia, Prosthechea e Scaphyglottis), além de Isochilus
linearis da subtribo Ponerinae (van den Berg et al., 2000), que foi incluido para se ter uma
idéia de suas relagdes citotaxondmicas com Laeliinae. Em sua maioria, as espécies
apresentaram 2n = 40, exceto duas amostras de Cattleya trianae (2n = 42), C. nobilior (2n =

42) e Prosthechea faresiana (2n = 80). A maioria das espécies apresentou caridtipo simétrico,
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com nucleos interfasicos semi-reticulados e padrdo de condensagdo profasico variando do tipo
proximal ao uniforme.

Ap0s a dupla coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI, foi observado que todas
as espécies apresentaram blocos CMA'/DAPI" terminais mais ou menos visiveis em pelo
menos um par cromossomico (Figs. 1-2). Esses blocos foram localizados preferencialmente
nos bracos curtos dos pares cromossdmicos menores e, em todas as espécies, foram
visivelmente heteromorficos sendo um bloco maior e outro menor no par homologo.
Adicionalmente, blocos CMA/DAPI" e DAPI'/CMA™ foram observados na regido terminal,
proximal e intersticial em um nimero variavel de cromossomos de varias especies.

No género Brassavola (2n = 40) as trés espécies apresentaram duas bandas
CMA'/DAPI" terminais heteromdrficas e bandas terminais DAPI'/CMA™ na maioria dos
cromossomos. Bandas proximais CMA'/DAPI~ foram observadas em um par cromossémico
de B. cebolleta (Figs. 1a, 4) e na maioria dos cromossomos de B. nodosa e B. tuberculata,
(Figs. 1b, c). Estas altimas também diferiram por apresentar cromossomos menores do que B.
ceboletta e entre si, pelas bandas maiores e mais intensas em B. tuberculata.

Para o género Encyclia (2n = 40) todas as trés espécies analisadas apresentaram duas
bandas heteromorficas e CMA/DAPI" em um par cromossdmico de tamanho pequeno ou
médio (Figs. 1d, e, f, 4). Contudo, E. dichroma (Fig. 1d) diferiu por apresentar bandas
DAPI*/CMA™ ocupando quase toda a extensdo dos bracos curtos de pelo menos um par
cromossdmico, além de bandas intersticiais em um ou em ambos bracos de alguns outros
cromossomos (Figs. 1d). Para o género Prosthechea, P. faresiana destacou-se por apresentar
2n = 80 (Figs. 1h, 4), com bandas CMA*/DAPI" terminais, distribuidas nos bragos curtos de
trés pares cromossdomicos de tamanhos distintos, enquanto em P. fragrans (2n = 40), foi
observado dois blocos CMA*/DAPI™ fortemente heteromdrficos, na regido terminal de um par
acrocéntrico (Figs. 1i, 4). Para o género Scaphyglottis (2n = 40), S. fusiformis, apresentaram
dois grandes blocos heteromoérficos CMA'/DAPI™ terminais, foram observados blocos
DAPI*/CMA™ na regido proximal de trés pares cromossémicos e dois blocos terminais em par
cromossdmico pequeno, (Figs. 1j, 4). S. sickii se diferenciou por apresentar um par de
cromossomos com duas pequenas bandas terminais CMA*/DAPI™, ladeadas por dois grandes
blocos DAPI'/CMA" intersticiais. Nesta espécie outro par cromossdmico exibiu um bloco
proximal CMA™ no braco curto e outro bloco DAPI* no braco longo. Outros blocos DAPI*
foram observados nos terminais dos bracos curtos de quatro outros cromossomos (Figs. 1k,

4). Laelia marginata (2n = 40 + 1B) se destacou por apresentar bandas centroméricas



46

CMA'/DAPI" observadas em todos menos seis cromossomos profasicos do complemento,
sem nenhuma banda terminal visivel. Além disso, esta espécie apresentou um cromossomo
totalmente heterocromatico CMA", possivelmente um cromossomo B (Figs. 1a, 4).

No género Cattleya, foram observadas bandas proximais CMA*/DAPI~ em todas as
espeécies brasileiras bifoliadas estudadas, exceto em um acesso de C. trianae (Figs. 2h, 4), C.
labiata (Figs. 2f, 4), C. grandis (Figs. 2b, 4) que exibiu apenas bandas CMA+/DAPI-
terminais. Bandas DAPI"/CMA™ foram visualizadas nos terminais de alguns cromossomos,
exceto em C. labiata (Figs. 1f, 4), nos dois acessos de C. trianae (Figs. 1h, i, 4) e em C.

warneri (Figs. 1j, 4).

Distribuicéo dos sitios de DNAr

A FISH para o DNAr 5S e 45S em oito espécies da subtribo Laeliinae pertencente a
cinco géneros: Cattleya, Encyclia, Laelia, Prosthechea e Scaphyglottis, revelou uma grande
variabilidade de numero, localizacdo e tamanho dos sitios ribossomais, especialmente do
DNAr 5S. Em todas as espécies os sitios de DNAr 45S co-localizaram bandas CMA*/DAPI”
terminais heteromérficas no braco curto de em um dos pares cromossdmicos. Para C. labiata
e L. marginata (Figs. 3a, g, 5), os sitios de DNAr 5S foram localizados na regido intersticial
de dois pares cromossdmicos, enquanto em C. intermedia (Figs. 3b, 5) os sitios 5S foram
visualizados em ambos os bra¢os de um unico par cromossdmico. Em C. trianae (Figs. 3d, 5)
foram observados seis sitios de DNAr 5S, sendo dois pares com sitios proximais menores e
um par com sitios maiores nos terminais dos bracos longos. Uma outra amostra de C. trianae
(Figs. 3c, 5) também apresentou seis sitios de DNAr 5S, porém dois sitios ocorreram em
ambos os bracos de um tnico cromossomo, co-localizado com bandas CMA™ (Figs. 2h, 5).
Em C. grandis (Figs. 3e, 5) também foram observados seis sitios de DNAr 5S proximais,
sendo um par proximal menor, outro maior e um terceiro adjacente ao sitio 45S.

Prosthechea fragrans (Figs. 3h, 5) e Scaphyglottis sickii (Figs. 3i, 5) apresentaram
dois sitios de DNAr 5S na regido proximal de um par cromossémico, enquanto Encyclia
oncidioides (Figs. 3f, 5) apresentou quatro sitios de 5S, sendo dois pericentroméricos e dois

intersticiais nos bragos longos de um par cromossdémico.

Discussao
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Das 21 espécies analisadas, cinco delas (B. ceboletta, C. grandis, E. dichroma, P.
faresiana e S sickii, todas com 2n = 40), ndo possuiam registro cromossémico prévio na
literatura. As demais tiveram suas contagens previas confirmadas, exceto C. trianae com 2n =
42 na presente amostra e 2n = 40 nos dados de literatura (Tanaka e Kamemoto, 1984; Moore,
1973). A familia Orchidaceae é notavelmente pouco conhecida em termos de bandeamento
com fluorocromos e localizacdo dos sitios de DNAr, sem nenhum registro prévio para
representantes da subtribo Laeliinae. Esse tipo de informacao esta restrito apenas a alguns
representantes da subfamilia Orchidoideae (Demerico et al., 2001), da subtribo Maxillariinae
(Cabral et al., 2006, Koehler et al., 2008) e em Paphiopedilum (Lan e Albert, 2011), e em
alguns outros grupos. Apesar de raros, esses registros revelam uma surpreendente
variabilidade cromossdmica estrutural, o que foi comprovado no presente trabalho. A analise
do padrdo de bandas de CMA/DAPI e localizagdo dos sitios de DNA ribossomal,
especialmente 0 DNAr 5S, foi bastante informativo e Gtil na diferenciacdo dos cari6tipos da
subtribo Laeliinae. Muitas vezes, espécies proximas com mesmo numero cromossdmico
apresentaram padrdo de bandas e localizacdo dos cistrons ribossomais claramente distintos. O
padrdo de bandas CMA/DAPI com uma abundante quantidade de blocos ricos em GC ou AT,
foi uma caracteristica frequente na maioria dos géneros estudados. Contudo, em duas das
espécies de Encyclia, no seu género relacionado Prostechea (Pires et al., 2003; van den Berg
et al., 2009a) e no género Isochilus, da tribo Poneriinae, predominou um padrdo mais simples
com apenas duas bandas CMA" terminais, possivelmente a condigdo ancestral para a subtribo.

No género Brassavola as duas espécies brasileiras aqui estudadas, apresentaram um
padrdo de bandas CMA/DAPI claramente distintos, com ocorréncia de bandas proximais
CMA positivas na maioria dos cromossomos de B. tuberculata e em apenas um par
cromossémico de B. ceboletta. Ambas as espécies possuem ampla distribuicdo, embora B.
ceboletta ocorre preferencialmente em vegetacdo de cerrado. Por outro lado, B. nodosa, uma
espécie extra-brasileira da América Central, apresentou padrdo de bandas semelhante a B.
tuberculata. Essas caracteristicas sugerindo uma maior proximidade citotaxondmica entre
essas duas espécies. A ocorréncia paralela desses eventos de evolugdo cariotipica ndo pode ser
descartada. Géneros préoximos como Citrus e Murraya da subfamilia Aurantioideae das
Rutaceae, possuem sitios de DNA repetitivo molecularmente distintos, provavelmente
originados a partir de eventos evolutivos paralelos (Barros e Silva et al., 2010). As espécies
brasileiras de Brassavola sdo de dificil delimitacdo taxondmica, sendo em geral polimorficas

para os caracteres florais e homomorficas quanto aos caracteres vegetativos (Chacur, 1973;
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Pabst e Dungs, 1975). Por outro lado, uma andlise do cladograma fornecido por van den Berg
et al. (2009a), revelou que o género Brassavola é fortemente monofilético e que B.
tuberculata forma um clado com razoavel suporte filogenético com B. nodosa e B. martiana.
Nesse sentido, a similaridade no padrdo de bandas CMA/DAPI entre essas duas espécies
suporta claramente esta hipdtese de filogenia, apesar das espécies ocuparem provincias
fitogeogréaficas distintas que provavelmente conectada através de corredores migratérios (ver,
Pabst e Dungs, 1975; Braga, 1982)

As espécies analisadas de Scaphyglottis divergiram entre si e em relacdo aos demais
membros da subtribo pela presenca de blocos heterocrométicos ricos em AT na regido
proximal de um a varios pares de cromossomos. Esse padrdo de distribuicdo da
heterocromatina parece ser claramente derivado em relacdo aos padrdo observado em
Isochilus um género segregado da subtribo Laeliinae, supostamente mais basal (van den Berg
et al., 2009a). Provavelmente, sugerindo que a aquisicdo de um padrdo de bandas mais
complexo na subtribo Laeliinae surgiu ap6s a divergéncia desta subtribo. Se uma analise de
Ponerrinae confirmar esta hipdtese, pelo menos em duas espécies Cattleya e em outras duas
espécies de Encyclia, ocorreu uma reversao a um padrdo de distribui¢do de heterocromatina
mais simples, com um unico par de bandas CMA terminais. Os dois acessos de C. trianae
apresentaram diferentes padrfes de bandas CMA+/DAPI-, com bandas CMA positivas
pericentroméricas em um acesso e sem essas bandas em outro. Esta espécie possui
distribuicdo exclusiva para os contrafortes andinos colombianos, sendo amplamente utilizada
na formacéo de hibridos interespecificos (Withner, 1988). Essa diferenca carioldgica poderia
se relacionar ao isolamento geografico de populagdes localizadas em diferentes regides dos
contrafortes andinos. Em uma analise de 10 acessos de Crocus vernus da familia Iridaceae,
observou-se uma significativa variacdo na localizacdo de sitios de sequéncias repetitivas de
DNA (Frello e Heslop-Harrison, 2000). Contudo, na presente amostra, esses acessos foram
provenientes do cultivo in vitro, e é possivel que essa diferenca seja consequiéncia de
alteracdes cromossdmicas ocasionadas pelo meio de cultura. MutacGes cromossomicas e
alteracbes no fendtipo sdo frequentemente observadas em materiais provenientes da
multiplicacdo in vitro (Arditti, 1982). No entanto, outras duas espécies de Cattleya
unifolioladas provenientes do campo, também apresentaram diferencas importantes no padrao
de bandas CMA/DAPI: C. labiata (duas bandas CMA terminais) e C. warneri (bandas CMA
terminais em um par cromossdémico e proximais em outros trés). As duas espécies sdo muito
similares morfoldgica e filogenéticamente, sendo algumas vezes consideradas conspecificas

(Withner, 1988; van den Berg et al., 2000). Cattleya labiata ocorre exclusivamente em



49

regides serranas da Regido Nordeste do Brasil conhecidas como “Brejos de Altitude”
(Menezes, 1986), enquanto C. warneri é tipica das regides serranas do sul da Bahia ao Rio de
Janeiro (Menezes, 1994).

No género Cattleya, todas as espécies do grupo de plantas bifoliadas do Brasil foram
caracterizadas por apresentar bandas CMA™ proximais na maioria dos cromossomos, além de
bandas terminais DAPI positivas. Esse grupo de Cattleya tem um padrdo de distribuicdo
predominantemente no atlantico brasileiro, sendo bem caracterizado em termos morfologicos
(Withner, 1988; Fowlie, 1977) e formam um clado filogeneticamente muito bem suportado
(van den Berg et al., 2009a). Contudo, C. walkeriana e C. nobilior se destacaram por
apresentar um padrdo de bandas similar aquele observado no grupo das Cattleya bifoliadas.
Essas espécies ocorrem no Brasil e em alguns paises limitrofes exclusivamente na vegetacdo
savanicola de cerrado e sdo relacionadas filogeneticamente, caracterizadas por apresentarem
floragdo através de um pseudobulbo atrofiado, sem folhas (Pabst e Dungs, 1975). Estas duas
espécies se distinguem cariologicamente por apresentar nimeros cromossdmicos distintos, 2n
=40 em C. walkeriana e 2n = 42 em C. nobilior, além de possuirem bandas CMA nas regifes
pericentroméricas da maioria dos cromossomaos.

Uma caracteristica recorrente relativa distribuicdo da heterocromatina na subtribo
Laeliinae, € a presenca de blocos ricos em AT especialmente comum nos terminais
cromossémicos de um numero significativo de espécies. Foi caracteristico, por exemplo, nas
espécies brasileiras de Cattleya bifoliadas, na alianca da C. walkeriana e no género
Brassavola. No género Scaphyglottis, entretanto, ocorreram blocos DAPI terminais em uma
espécie e predominantemente proximais em outra. Esse tipo de heterocromatina também
visualizado em grupos de orquideas ndo relacionados, como nos géneros Cypripedium
(Kondo et al., 1994), Anacamptis (Demerico et al., 2001), em Cephalanthera (Moscone et al.,
2007) e Maxillaria (Cabral et al., 2006), entre outros, sugerindo eventos independentes na

aquisicao desse tipo de heterocromatina.

Evolucéo do DNA ribossomal na subtribo Laeliinae

Todas as espécies analisadas com FISH no presente trabalho apresentaram um par
heteromdrfico de sitios de DNAr 45S co-localizados com bandas CMA®. Esse

heteromorfismo pode ser consequéncia de delecdes e/ou amplificacdo de DNA satélite das
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RONSs (Kovarik et al., 2008). Esse padrdo de bandas terminais heteromorficos também foi
observado em espécies de Maxillariinae (Cabral et al., 2006; Koehler et al., 2008) e ocorreu
em todas as especies de Laeliinae, sendo provavel que se trate de uma sinapomorfia dessa
subtribo ou talvez para a subfamilia Epidendoideae. Em nenhuma das espécies dessa subtribo
foi observada variagdo no numero de sitios de DNAr 45S, contrariando o observado em outros
grupos de Orchidaceae (Cabral et al., 2006; Moscone et al., 2007; Begum et al., 2009).

Foi observada uma grande variabilidade no numero e posicédo de sitios de DNAr 5S
nas especies analisadas. Esses sitios foram localizados preferencialmente nas regides
proximal. Uma distribuicdo semelhante foi observada em Maxillaria discolor (Cabral et al.,
2006) e em Dendrobium moscatum (Begum et al., 2009). Contudo nosso trabalho e nos
trabalhos desses autores os sitios de DNAr 5S também ocorrem em outras regides
cromossémicas em Laeliinae e em grupos ao relacionados de orquideas. A maioria das
espécies de Cattleya apresentou quatro sitios de 5S proximais, com sitios extras deste cistron
ribossomal em C. grandis e C. trianae, nesta Ultima sempre na regido terminal. A
variabilidade na posicdo desses sitios observada em C. triane e C. intermedia possivelmente
ocorrereu por eventos recorrentes de translocacdes e inversdes, como observado em diversas
seccOes de Paphyopedium (Lan e Albert, 2011). Do ponto de vista estritamente da variacdo
observada nos sitios de DNAr 5S, observa-se uma relacdo bastante proxima os dois acesso de
C. trianae analisadas no presente trabalho. Esse tipo de variacdo, também observadas com
bandas ricas em GC, provavelmente represente linhagens divergentes resultantes do
isolamento geogréfico nos contrafortes andinos.

Os sitios de DNAr 5S observados nos dois acessos de C. trianae, foi co-localizado
com bandas CMA positivas. Em nossa analise a associacdo de sitios de DNAr 5S com
heterocromatina rica em GC ocorreu apenas em quatro dos seis sitios de um acesso de C.
trianai. Sitios 5S DNAr associados a heterocromatina CMA+ ou a banda C tém sido
reportado em outros grupos de plantas como em Hypochaeris (Roa et al., 2005), Quercus
(Zoldos et al., 1999) e Lilium (Siljak-Yakovlev et al., 2003). Em orquideas esse tipo de
associacao foi claramente observado em Maxillaria notylioglossa (Cabral et al., 2006).

O DNAr 5S ¢ constituido de repeats contendo aproximadamente 120 pares de base
separados por um espacadores ndo transcrito de tamanho muito variavel, normalmente
centenas de pares de bases (Gottlob-McHugh et al., 1990). Muito embora esses tipo de DNA

possa sofrer mutagOes, na maioria dos vegetais ndo se tem observado nenhum correlagdo entre
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os loci 5S e bandas heterocromaticas. A razdo dessa aparente homogeneidade ndo é bem
conhecida, embora em alguns casos a evolugdo em concerto parece explicar a aparente falta
de correlacdo dos sitos 5S com heterocromatina (ver por exemplo, Cronn, 1996). Contudo, na
presente amostra ndo apenas a composicao em pares de base, mas também a localizacdo dos
sitios de 5S foi varidvel. Embora ndo sendo acompanhada de uma andlise de bandas
heterocromaéticas, a Unica explicacdo para a impressionante variagdo no nimero, tamanho e
localizagdo do DNAr 5S no primitivo género Paphiopedilum, foi a ampliacdo desse tipo de
sequéncia, possivelmente mediada por retrotransposons (Lan e Albert, 2011). O isolamento
desta sequéncia e a posterior hibridizac¢do in situ em uma amostragem mais ampla podera

confirmar em definitivo esta hipétese.

O padrdo de quatro sitios de DNAr 5S nas regides proximais parece ser comum para
as espécies do género Cattleya, porém ndo foi verificado em outros género analisados na
presente amostra. Esse padrdo parece agrupar Catlleya em um clado, o que torna aceitavel a
inclusdo de C. grandis, que antes pertencia ao género Laelia. Porém, ressaltamos a
necessidade de aumentar o nimero de amostra para um melhor esclarecimento das relagdes

entre esses grupos de plantas.

No clado formado por E. oncidioides, P. fragrans e S. sickii o padrdo mais freqlente
foi a presenca de um par de cromossomos com sitios de DNAr 5S proximais. Contudo E.
oncidioides apresentou dois sitios extra localizados nas regides paracentroméricas dos bracos
longos de um par cromossémico. A presenca de apenas um par de sitios de DNAr 5S
centroméricas parece ser um caracteristica comum para as espécies desse clado. O surgimento
desse par de sitios pode ser uma caracteristica bem ancestral que foi conservada na evolucao

cromossémica dessas espécies.

Considerac0es Finais

Nossos dados sugerem que embora a subtribo Laeliinae apresente uma aparente

estabilidade de numero cromossémico (2n = 40), o grupo apresenta uma grande variabilidade
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cariotipica quando essa andlise é refinada com a utilizacdo de técnicas de bandeamento com
fluorocromos e 0 uso de marcadores cito-moleculares. Esses marcadores cromossémicos séo
uteis na delimitacdo de agrupamentos filogenéticos, identificando sinapomorfias, ou mesmo

para se investigar melhor as relagcdes taxonémicas (Souza et al., 2010).

Aparentemente, ndo ha relacéo entre o0 aumento no nimero de sitios de DNAr 5S e o
aumento do numero de cromossomos ou 0 tamanho do genoma (Lan e Albert, 2011). Para as
espécies aqui analisadas é possivel verificar isso, pois as espécies que apresentam o0 mesmo
ndmero cromossdmico possuem uma variagdo no numero de sitios. Essa condicdo também
tem sido observada para outros grupos de plantas, por exemplo, em espécies de Brassicaceae
(Hasterok et al., 2006) e Cyperaceae (Sousa et al., 2011). Esse mesmo padrao de localizacéo
de sitios 5S tem sido observado em outros grupos de orquideas como na subtribo Maxillriinae
(Cabral, em preparagdo) e no género Habenaria (Felix, 2001). Esse apreciavel polimorfismo
para sitios de DNA ribossomal (e também para o padrdo de bandas CMA/DAPI) poderdo
constituir ferramentas importantes para entendimento de relacdes filogenéticas e cariotipicas
em orquideas. No entanto para confirmar presenca se faz necessario a analise de uma maior

amostra neste e em outros grupos de orquideas.
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Tabela 1. Lista de taxons analisados, niumeros de

evidentes e sitios de 45S e 5S.
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coletor, locais de coleta, numeros cromossémicos e tipos de bandas fluorescentes mais

Taxon Coletor Local 2n Bandas mais evidentes Fig. 458 5S
Brassavola R. Br.
B. ceboletta Rchb. L. P. Felix, 40 2 CMA/DAPI terminais, 2 DAPI+/CMA- terminais, 2 CMA+/DAPI- 1A, 4
13.253 pericentromericas e varias DAPI+/CMA- terminais
B. nodosa (L.) Lindl L. P. Felix, Cultivada 40 2 CMA'/DAPI™ terminais, varias CMA+/DAPI- pericentromérica e 1B, 4
12725 varias DAPI1+/CMA- terminais
B. tuberculata Hook. L. P. Felix, Puxinana, 40 2 CMA'/DAPI™ terminais, varias CMA+/DAPI- pericentromérica e 1C, 4
12728 PB varias DAPI+/CMA- terminais
Cattleya Lindl. 40
C. grandis (Lindl.) L. P. Felix, Milagres, 40 2B, 4 Dois
A.A.Chadwick SIN BA 2 CMA'/DAPI" terminais, varias DAPI+/CMA- terminais sitios
C. granulosa Lindl. L. P. Felix, | Alcaguz, RN | 40 2 CMA'/DAPI™ terminais, 34 CMA+/DAPI- pericentroméricas e varias | 2C, 4
11963 DAPI+/CMA- terminais
C. guttata Lindl. L. P. Felix, Cultivada 40 2 CMA'/DAPI" terminais, 36 CMA+/DAPI- pericentroméricas e varias | 2D, 4
S/IN DAPI+/CMA-terminais
C. intermedia Graham L. P. Felix, Cultivada 40 2 CMA'/DAPI™ terminais, varias DAPI+/CMA- terminais e varias 2E, 4 Dois Quatro
ex Hook. N/S CMA+/DAPI- pericentroméricas sitios sitios
C. labiata Lindl. L. P. Felix, BrejodaM. | 40 2F, 4 Dois Quatro
SIN Deus, PE 2 CMA'/DAPI" terminais sitios sitios
C. nobilior Rchb.f. L. P. Felix, | Brasilia, DF | 40 | 2 CMA'/DAPI terminais, 38 CMA+/DAPI- pericentroméricas e varias | 2G, 4
S/IN DAPI+/CMA- terminais -
C. trianae Linden e AWZ, 269 Cultivada 40 2 CMA'/DAPI™ terminais, 2 CMA+/DAPI- centroméricas e 2 2H, 4 Dois
Rchb.f. CMA+/DAPI- pericentromérica sitios Seis sitios
C. trianae Linden e L. P. Felix, Cultivada 42 21,4 Dois
Rchb.f. S/N 2 CMA'/DAPI" terminais sitios Seis sftios
C. walkeriana Gardner L. P. Felix, Piracajuba, 40 2 CMA'/DAPI" terminais, 34 CMA+/DAPI- pericentroméricas e varias | 2K, 4
SIN GO DAPI+/CMA- terminais
C. warneri T.Moore ex L. P. Felix, Cultivada 40 2),4
R.Warner SIN 2 CMA'/DAPI" terminais, 6 bandas CMA+/DAPI- proximais
Encyclia Hook.
E. dichroma (Lindl.) L. P. Felix, 40 2 CMA'/DAPI" terminais, 2 DAPI+/CMA- terminais e varias 1D, 4
Schltr. 13.298 DAPI+/CMA- intersticiais
E. oncidioides (Lindl.) L. P. Felix, Triunfo, PE | 40 1E, 4 Dois Quatro
Schltr. S/IN 2 CMA'/DAPI" terminais sitios sitios
Encyclia sp. L. P. Felix, Belém, PA 40 2 CMA'/DAPI" terminais 1F, 4
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12658

Isochilus R.Br.
I. linearis (Jacg.) R.Br. L. P. Felix, | Taquaritinga | 40 1G, 4

N/S do Norte, PE 2 CMA'/DAPI" terminais
Laelia Lindl.
Laelia marginata L. P. Felix, Vigosa, CE 40 2 CMA'/DAPI terminais, 32 CMA+/DAPI- proximais, varias 284 Dois
(Lindl.) L.O.Williams SIN DAPI+/CMA- terminais e cromossomo B sitios
Prosthechea Knowles
e Westc. Seis sitios
P. faresiana (Bicalho) J. P. Castro, Morro do 80 1H, 4
W.E.Higgins, 127 Chapéu, BA 6 CMA'/DAPI terminais
P. fragrans (Sw.) L. P. Felix, | Alcacuz, RN | 40 11,4 Dois
W.E.Higgins 13.390 2 CMA'/DAPI terminais sitios
Scaphyglottis Poepp. e
Endl.
S. fusiformis (Griseb.) L. P. Felix, | Bezerros, PE | 40 2 CMA'/DAPI terminais, 2 DAPI+/CMA- terminais e 6 DAPI+/CMA- 1,4
R.E.Schult. S/N pericentromericas Dois sitios
S. sickii Pabst. Taquaritinga | 40 2 CMA'/DAPI terminais, 4 DAPI+/CMA- terminais, 2 CMA+/DAPI- 1K, 4 Dois

do Norte, PE pericentroméricas e 4 DAP1+/CMA- proximais sitios Dois sitios




Figura 1: Metafases mitéticas de Brassavola ceboletta (A), B. nodosa (B), B.tuberculata
(C), Encyclia dichroma (D), E. oncidioides (E), E. sp (F), Isochilus linearis (G),
Prosthechea faresiana (H), P. fragrans (l), Scaphyglottis fusiformis (J) e S. sickii (K),
mostrando bandas de CMA+ (amarelo) e DAPI+ (azul). Cabecas de setas em D indicam
bandas DAPI/CMA" ocupando quase toda a extensdo dos bracos curtos. Destaque em J e K
par cromossdémico com bandas DAPI+/CMA-. Barra em K corresponde a 10 .
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Figura 2: Metéafases mitéticas de Laelia marginata (A), Cattleya grandis (B), C. granulosa
(C), C. guttata (D), C. intermedia (E), C. labiata (F), C. nobillior (G), C. tranae (H) C.
trianae (I) C. warneri (J) e C. walkeriana (K), mostrando bandas CMA+ (amarelo) e
DAPI+ (azul). Cabegas de setas indicam: Cromossomo B. (A), CMA+/DAPI° (B) e
pequenas bandas CMA+/DAPI- pericentromércas (C). Barra em K corresponde a 10 L.
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Figura 3: Metafase mitéticas de Cattleya labiata (a), C. intermedia (b), C. tranae (C), C.
trianae (D), C. grandis (E), Encyclia oncidiodes (F), Laelia marginata (G) Prosthechea
fragrans (H) e Scaphyglottis sickii (I), mostrando sitios de DNAr 45S (verde) e 5S
(vermelho). Em destaque cromossomos de outras células, que foram mais bem visualizadas.
Barra em A corresponde a 10 .
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Figura 4: Distribuicdo cromossémica de bandas heterocrométicas no complemento
cromossémico das espécies da subtribo Laeliinae. Posicdo do centrbmero e tamanho do
Cromossomo nao sao indicados.
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Figura 5: Evolucdo das bandas CMA (amarelo), sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S
(verde) e relacGes filogenéticas nas espécies da subtribo Laeliinae. Arvore modifica de van

der Berg (2000).
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