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RESUMO

A subtribo Pleurothallidinae € um grupo monofilético pertencente a familia Orchidaceae e
agrupa 5.114 espécies e 44 géneros, sendo amplamente distribuidas principalmente pelas
regides neotropicais. Neste trabalho buscamos estudar a evolugao cariotipica, quantidade e
distribuicdo das bandas heterocromaticas das espécies da subtribo Pleurothallidinae.
Portanto, foram analisadas por meio da técnica de coloracdo CMA/DAPI, nove géneros e 26
representantes da subtribo Pleurothallidinae, com o intuito de ampliar a quantidade de
géneros e espécies da subtribo analisadas com essa técnica. Desta forma, buscamos
responder as seguintes perguntas: 1) A variagdo de numeros cromossémicos e padroes de
banda CMA/DAPI em Pleurothallidinae suporta a segregacao de géneros recentemente
propostos com base em filogenia molecular? 2) A quantidade e distribuicdo de bandas
CMA/DAPI é uniforme nesses géneros? 3) Stelis e géneros relacionados podem realmente
ser caracterizados pela auséncia ou quantidades muito pequenas de heterocromatina?
Portanto, esperamos contribuir para o melhor entendimento da filogenia de Pleurothallidinae
e identificar os mecanismos envolvidos na evolugdo cariotipica da subtribo. A subtribo
Pleurothallidinae possui uma grande diversidade de numeros cromossdmicos e de padrdes
de bandas CMA/DAPI, portanto, potencialmente utilizaveis na delimitagao de taxons, em nivel
de espécie e género. Os numeros cromossdmicos das espécies da subtribo Pleurothallidinae
variaram de 2n = 18, em uma espécie de Pleurothallis, a 2n = 44 em Acianthera. Além disso,
géneros como Acianthera e Specklinia, caracterizaram-se por apresentar numeros basicos
primarios x = 20 e x = 10, respectivamente, enquanto que Stelis, o niUmero basico x =16 é o
seu mais provavel numero basico primario. A quantidade e distribuicido de bandas CMA/DAPI
foi claramente variavel dentro da subtribo Pleurothallidinae e em alguns casos dentro dos
géneros, como em Acianthera e Stelis. O género Stelis incialmente parecia ser caracterizado
por apresentar pouca ou nenhuma heterocromatina detectavel pela técnica de bandeamento
com os fluorocromos CMA e DAPI. Todavia, Stelis mostrou-se mais variavel em termos de
quantidade, composicdo e numero de bandas heterocromaticas utilizaveis na delimitacédo
taxondmica de espécies relacionadas. Com isso, esperamos contribuir para o melhor
entendimento da filogenia de Pleurothallidinae.

Palavras-chave: Acianthera; citotaxonomia; niumero cromossémico; Pleurothallis;
Stelis.



ABSTRACT

The subtribe Pleurothallidinae is a monophyletic group belonging to the Orchidaceae family,
comprising 5,114 species and 44 genera, widely distributed mainly in the neotropical regions.
In this study, we aimed to investigate the karyotypic evolution, quantity, and distribution of
heterochromatic bands in species of the subtribe Pleurothallidinae. Therefore, nine genera and
26 representatives of the subtribe Pleurothallidinae were analyzed using the CMA/DAPI
staining technique, with the purpose of expanding the number of genera and species studied
with this method. We sought to answer the following questions: 1) Does the variation in
chromosomal numbers and CMA/DAPI band patterns in Pleurothallidinae support the
segregation of rec ently proposed genera based on molecular phylogeny? 2) Is the quantity
and distribution of CMA/DAPI bands uniform in these genera? 3) Can Stelis and related genera
be truly characterized by the absence or very small amounts of heterochromatin? Therefore,
we hope to contribute to a better understanding of the phylogeny of Pleurothallidinae and to
identify the mechanisms involved in the karyotypic evolution of the subtribe. The subtribe
Pleurothallidinae exhibits a wide diversity of chromosomal numbers and CMA/DAPI band
patterns, potentially usable in the delimitation of taxa at the species and genus levels. The
chromosomal numbers of species in the subtribe Pleurothallidinae ranged from 2n = 18 in a
Pleurothallis species to 2n = 44 in Acianthera. Additionally, genera such as Acianthera and
Specklinia were characterized by primary basic numbers x = 20 and x = 10, respectively, while
for Stelis, the most probable primary basic number is x = 16. The quantity and distribution of
CMA/DAPI bands varied clearly within the subtribe Pleurothallidinae and, in some cases, within
the genera, such as in Acianthera and Stelis. Initially, the genus Stelis seemed to be
characterized by having little or no detectable heterochromatin using the CMA and DAPI
fluorochrome banding technique. However, Stelis showed more variability in terms of the
quantity, composition, and number of heterochromatic bands, which are useful in the
taxonomic delimitation of related species. Thus, we hope to contribute to a better
understanding of the phylogeny of Pleurothallidinae.

Keywords: Acianthera; chromosome number; cytotaxonomy; Pleurothallis; Stelis.
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1 INTRODUGAO

A subtribo Pleurothallidinae Lindl. € um grupo monofilético (PRIDGEON et al.,
2001; van den BERG et al., 2009; CHIRON et al., 2012; CHASE et al., 2015),
pertencente a tribo Epidendreae, que integra uma das sete tribos contidas na
subfamilia Epidendroideae (PRIDGEON & CHASE, 2001; PRIDGEON et al., 2001).
Compreende 44 géneros e cerca de 5.100 espécies (KARREMANS, 2016), o que
corresponde a cerca de 18,5% das espécies conhecidas de orquideas (CHASE et al.,
2016; CHRISTENHUSZ & BYNG, 2016; WFO, 2021).

No Brasil, Pleurothallidinae esta representada por 22 géneros e cerca de 600
espécies, das quais, aproximadamente 450 sdo endémicas, distribuidas
principalmente pelas florestas umidas das regides Sudeste e Sul do pais, sendo
menos diversificada nas demais regides (BFG, 2015). Séo plantas principalmente de
habito epifitico, podendo também ocorrer como rupicolas e mais raramente como
terrestres (LUER, 1986). Apresenta crescimento simpodial, rizoma curto ou rastejante,
ramicaules unifoliados sem pseudobulbos, inflorescéncias terminal ou raramente
lateral, simples ou fasciculada, folhas principalmente coriaceas conduplicadas, flores
com uma articulagéo entre o pedicelo e o ovario (PRIDGEON & CHASE, 2003).

A subtribo Pleurothallidinae constitui uma das maiores subtribos da familia
Orchidaceae, em numero de espécies. Todavia, pouco se conhece sobre a evolugao
cariotipica desse grupo. Atualmente, apenas 12 dos 44 géneros de Pleurothallidinae
possuem registros de numeros cromossdémicos, com um total de apenas 64 espécies
analisadas cariologicamente, o que corresponde a aproximadamente 1,5% de toda a
subtribo (NAKATA & HASHIMOTO, 1983; FELIX & GUERRA, 2010; OLIVEIRA et al.,
2015). Contudo, a subtribo apresenta uma significativa variagdo de numeros
cromossOmicos e do padrdo de bandas heterocromaticas. Embora x = 20 seja o mais
provavel numero basico para a subtribo, alguns géneros apresentam numeros basicos
divergentes, como x = 10 para Specklinia Lindl., x = 16 para Pabstiella Brieger &
Senghas e Stelis Sw. e x = 21 para Pleurothallopsis Porto & Brade (FELIX & GUERRA,
2010; OLIVEIRA et al., 2015). Além disso, também se observa uma elevada variagéo
numeérica, desde 2n = 20 em Specklinia grobyi (Bateman ex Lindl.) F. Barros a 2n =
84 em Pleurothallis bivalve Lindl. (NAKATA & HASHIMOTO, 1983; FELIX & GUERRA,
2010).
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A utilizacdo de técnicas coloragdo cromossdmica convencionais, como a
coloracdo Giemsa, Orceina ou Felgen, embora permita acessar informagdes como
variacdo cromossdmica numeérica e morfologia cromossémica, € pouco informativa,
quando se trabalha com grupos de plantas numericamente estaveis, como nos
géneros Agave L. (HUANG et al., 1989), Manihot Mill. (CARVALHO & GUERRA, 2002)
e Cattleya Lindl. (QUERINO et al.,, 2020). A utilizacdo de técnicas de coloragéo
diferencial, especialmente as técnicas de bandeamento cromossdmico em vegetais,
permitem a visualizagdo da heterocromatina como faixas mais fortemente coradas
distribuidas ao longo dos cromossomos (GUERRA, 2000a). Entre as diversas técnicas
de visualizagcdo da heterocromatina, a coloragdo com os fluorocromos CMA
(Cromomicina Az) e DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol), permite diferenciar as regides
formadas por heterocromatina constitutiva com diferentes concentragdes de pares de
base. Isso torna possivel o reconhecimento das porgdes heterocromaticas ricas em
pares de base GC, mais fortemente coradas com CMA, e, pares de base AT, que
coram mais fortemente com o DAPI (BARROS E SILVA & GUERRA, 2009). O uso
dessa técnica foi considerado um importante avango para os estudos de citogenética
e citotaxonomia, por permitir um maior detalhamento do cariétipo (GUERRA, 2000a;
EL-TWAB et al., 2011). Essa técnica pode ser utilizada na diferenciagcao de espécies
e até mesmo populagdes, fornecendo um ajuda extra no entendimento das hipdteses
filogenéticas, bem como auxiliar no entendimento das relagdes citotaxondmicas
(GUERRA, 1989; 2008). Atualmente esse tipo de informagao € amplamente utilizada
para a resolucao de questdes taxondmicas e evolutivas em plantas (BENNETT &
LEITCH, 2011).

Para a subtribo Pleurothallidinae, o unico estudo sobre evolugdo cromossémica
utilizando essa técnica foi realizado por Oliveira et al. (2015). Nesse trabalho
constatou-se uma predominancia de heterocromatina rica em GC, com padrbes
variaveis e uma acentuada bimodalidade nos cariotipos de uma subsecgao do género
Acianthera. Além disso, observou-se padrbes de bandas caracteristicos para alguns
géneros, como, por exemplo, em Stelis com pouca ou nenhuma heterocromatina
detectavel por essa técnica, sugerindo que a técnica podera ser importante para o
entendimento da evolugéao cariotipica da subtribo.

Neste trabalho foram analisadas por meio da técnica de coloragdo CMA/DAPI,

nove géneros e 23 espeécies da subtribo Pleurothallidinae, com o intuito de ampliar a
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quantidade de géneros e espécies da subtribo analisadas com essa técnica. Com isso,
buscamos responder as seguintes perguntas: 1) A variagdo de numeros
cromossémicos e padrbes de banda CMA/DAPI em Pleurothallidinae suporta a
segregacao de géneros recentemente propostos com base em filogenia molecular? 2)
A quantidade e distribuicdo de bandas CMA/DAPI é uniforme nesses géneros? 3)
Stelis e géneros relacionados podem realmente ser caracterizados pela auséncia ou
quantidades muito pequenas de heterocromatina? Com isso esperamos contribuir
para o melhor entendimento da filogenia de Pleurothallidinae e identificar os

mecanismos envolvidos na evolucio cariotipica da subtribo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Orchidaceae A.Juss.

A familia Orchidaceae tem seu nome derivado do grego “orchis” (testiculo), que
faz uma alusdo ao formato dos dois pequenos tubérculos presente nas espécies do
género Orchis L. (PABST & DUNGS, 1975). Sao plantas de grande valor econémico
para as grandes industrias do setor da floricultura em diversos paises, seja como
planta viva ou flor de corte (ARDITTI, 1992; CRIBB & CHASE, 2005; SHARMA &
MUKAI, 2015). Géneros como Phalaenopsis Blume, Cattleya, Dendrobium SW., estao
entre as mais procuradas e mais faceis de serem encontradas no comércio. As
orquideas possuem importancia na alimentagdo de alguns povos primitivos e até
mesmo para a industria alimenticia, como por exemplo, os tubérculos de Orchis L. e
Ophrys L., que possuem um alto teor de amido e sdao consumidos como tonificante.
Todavia, Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, € amplamente cultivada para a
producao da baunilha, utilizada mundialmente a nivel industrial, com a finalidade de
aromatizar chocolates, doces e tortas (DUNSTERVILLE & GARAY, 1959; ARORA &
KAPIL, 1989; MAY et al., 2008; SHARMA & MUKAI, 2015).

As orquideas s&o importantes bioindicadores de degradagcdo ambiental, pelo
fato da sua especificidade do habitat. Sdo, em sua maioria, plantas herbaceas
perenes, epifitas, terrestre ou mesmo rupicola, gostam de ambientes variavelmente
sombreados, possuem a mais variada morfologia floral e com crescimento monopodial
ou simpodial (DRESSLER, 1993; SHARMA & MUKAI, 2015). Caracterizam-se pela
presenga de um perianto formado por dois verticilos trimeros (trés pétalas e trés
sépalas), das quais uma das pétalas € modificada, denominada labelo (DRESSLER,
1993).

A familia foi estabelecida por Jussieu, em 1789, na publicacdo de sua obra
Genera Plantarum (JUSSIEU, 1789). Mas, antes disso, Linnaeus ja havia descrito oito
géneros de orquideas, incluindo o género Epidendrum L. que incluiu todas as espécies
epifitas (LINNAEI, 1753). Alguns dos caracteres mais marcantes, como dependéncia
especifica de polinizador, endosperma rudimentar, minusculas sementes, diferentes
niveis de ploidia, propagagao vegetativa, associagdo com fungos micorrizos, faz com
que as orquideas seja um objeto de estudo para varios cientistas de diversos paises
pelo mundo (SHARMA & MUKAI, 2015).
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Ao longo dos anos, a familia Orchidaceae vem passando por uma enorme
reorganizagao taxonémica, sempre no intuito de diminuir o numero de categorias
taxonémicas e tornar o sistema cada vez mais simples possivel (CHASE et al., 2003;
PRIDGEON et al., 2005, 2009, 2014; CHASE et al., 2015). Além disso, a familia se
destaca pela riqueza da diversidade de espécies, com cera de 27.800 espécies,
distribuidas entre 899 géneros, sendo amplamente distribuida pela crosta terrestre e
ocupando o posto de segunda maior familia dentre as Angiospermas, ficando atras
apenas de Asteraceae Bercht. & J.Pres| (THE PLANT LIST, 2021). A cada ano que se
passa diversas espécies e géneros vem sendo descritos, embora, de acordo com
Chase et al. (2015), a maioria destas espécies e géneros sdo segregados dos ja
existentes. Claro que isto ndo € a regra, existem as excegdes que com o uso de dados
moleculares ajuda no entendimento das relagdes filogenéticas, suportando a
descricdo de novos taxons. O género Devogelia Schuit.,, por exemplo, é
morfologicamente diferente de qualquer outro género da tribo Epidendroideae,
enquanto Danxiaorchis JW Zhai, FW Xing e ZJ Liu difere dos demais membros de
Calypsoinae (SCHUITEMAN, 2004; ZHAI et al., 2013; CHASE et al., 2015).

No Brasil, ocorrem aproximadamente 2.690 espécies e 251 géneros da familia
Orchidaceae, dos quais aproximadamente 1500 espécies e 251 géneros sao
endémicos. E distribuida nos ecossistemas de Mata Atlantica, Amazoénia, Cerrado,
Caatinga e Pampa (BFG, 2015). A familia Orchidaceae € subdividida em cinco
subfamilias, Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae e
Epidendroideae, compreende 22 tribos e 49 subtribos, (PRIDGEON et al. 1999;
CHASE et al., 2015). Dentre as subfamilias, Epidendroideae é a de maior diversidade,
correspondendo a aproximadamente 76% de todas as espécies da familia. E
subdividida em 16 tribos e 28 subtribos, das quais a tribo Epidendreae apresenta o
maior numero de espécies (FREUDENSTEIN & CHASE, 2015; CHASE et al., 2015;
CHRISTENHUSZ, et al., 2016).

2.2 A subfamilia Epidendroideae

A subfamilia Epidendroideae € um grupo monofilético de distribuigdo
principalmente pantropical, podendo ser encontradas em ambientes de clima
temperado (CRIBB & CHASE, 2005; FREUDENSTEIN & CHASE, 2015). E um grupo
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representado principalmente por orquideas epifitas que apresenta varios caracteres
derivados, tais como uma elevada diversidade da morfologia floral e a presenga de
polinias ou polinario (DRESSLER, 1993; CHRISTENSON, 2004). Caracteriza-se por
apresentar antera incumbente, considerada a principal sinapomorfia para as espécies
deste grupo, ou secundariamente ereta, ao contrario das demais subfamilias que
possuem, de modo geral, anteras eretas (RASMUSSEN, 1982; DRESSLER, 1993;
FREUDENSTEIN et al., 2002). Todavia, alguns membros da tribo Neottieae apresenta
algum grau de inflexdo da antera, que pode ser variavel mesmo em grupos com antera
tipicamente incumbente (FREUDENSTEIN & CHASE, 2015). Outra caracteristica
taxonomicamente importante € a constituicdo do polinario que, nesse grupo, consta
de um numero variavel de polinias de consisténcia cerosa ou cartilaginosa
(DRESSLER, 1993).

Embora a filogenia de Epidendroideae seja bem estudada em nivel molecular,
poucos trabalhos tém avaliado a citotaxonomia de forma exclusiva no grupo. Ao longo
dos anos alguns trabalhos tém abordado cariologicamente diversos grupos de
orquideas, incluindo diversos géneros da subfamilia Epidendroideae (NAKATA &
HASHIMOTO, 1983; FELIX & GUERRA, 2000, 2005; DAVINA et al., 2009). No
entanto, Felix e Guerra (2010) revisando a citogenética da subfamilia, indicaram n =
21 como o numero mais recorrente dentre as orquideas e provavel numero basico da
familia Orchidaceae. Na subfamilia Epidendroideae n = 19, 20, 21 sdo 0os numeros
mais frequentemente encontrados, sendo x = 20 o numero basico mais provavel para

a maioria dos géneros.

2.3 Variagao Cromossémica

Apenas cerca de 10% das espécies de orquideas tém contagem cromossémica
determinada (SHARMA & MUKAI, 2015), entretanto, ao longo dos anos diversos
estudos citogenéticos vém sendo realizados nos mais diferentes grupos da familia
(TANAKA & KAMEMOTO, 1984; AOYAMA et al.,, 1992; DAWSON et al., 2007;
DAVINA et al., 2009; FELIX & GUERRA, 2000, 2010; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA,
2018; PESSOA et al., 2020). A anélise cromossémica nos traz o entendimento sobre
a evolugdo cariotipica do grupo, lancando bases para elucidar as relagdes

filogenéticas, taxondmicas, bem como suporte ao melhoramento de plantas (FELIX &
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GUERRA, 2000, 2005; GUERRA & SOUZA, 2002), como em estudos nas familias
Rutaceae (GUERRA, 1993) e Cyperaceae (VANZELA, 2003).

Atualmente o numero cromossémico basico mais provavel para a familia
Orchidaceae € de x = 7, entretanto, em alguns grupos € notdéria uma constante
ocorréncia de dois numeros basicos como x = 20 e x = 21, fornecendo aporte para a
hipétese de que o0 numero basico primario para a familia seja x1 = 7, além de indicar
provaveis mudancgas genémicas (FELIX & GUERRA, 2000, 2005, 2010). Diante dos
dados existentes na literatura, a variacao cariotipica dentro da familia Orchidaceae é
bem marcante, os registros mostram uma variagao cromossdmica variando desde 2n
=10 em Erycina pusilla (L.) N.H. Williams & M.W. Chase até 2n = 240 em Epidendrum
cinnabarinum Salzm. (FELIX & GUERRA, 1999, 2010; ASSIS et al., 2013; YEH et al.,
2015). Entretanto, 2n = 40 € o numero cromossémico que mais ocorre na subfamilia
Epidendroideae (FELIX & GUERRA, 2000, 2010; ASSIS et al., 2013; OLIVEIRA et al.
2015; PESSOA et al., 2020).

Em trabalho citogenético realizado em espécies argentinas da familia
Orchidaceae, Davifia et al. (2009) observaram uma variagdo cromossémica de 2n =
25 para Eltroplectris schlechteriana (Porto & Brade) Pabst a 2n = 108 para Catasetum
fimbriatum (C. Morren.) Lindl. & Paxton e Oncidium bifolium Sims. No mesmo estudo,
foram encontradas espécies com cariétipo bimodal, assim como também espécies
poliploides nas subfamilias Orchidoideae com 2n = 26, 28, 30, 32, 36, 38, 40, 42, 44,
46, 48, 56, 64 e Epidendroideae com 2n = 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 46, 48, 50,
52, 54, 56 sao predominantes, embora 2n = 60 (Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl.), 2n
= 84 (Oncidium pubes Lindl.), 2n = 108 (Oncidium bifolium Sims) também ocorreram.

Analises carioldégicas em espécies do género Epidendrum com énfase no
subgénero Amphiglottium desenvolvidas por Assis et al. (2013) observou-se que o
numero cromossOmico variou desde 2n = 24, em E. fulgens Brongn., a 2n = 240, em
E. cinnabarinum Salzm. Ao construirem uma arvore filogenética baseada na maxima
verossimilhanga, observaram que o mais provavel numero primario basico para o
género seria x = 10. Esse numero, seria 0 mais parcimonioso para explicar a relagéo
de Epidendrum com as demais espécies da subtribo Laeliina. No entanto, para o
subgénero Amphiglottium, x = 12 provavelmente representa o seu numero basico
(ASSIS et al., 2013).
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2.4 Evolugao Cariotipica

Qualquer estudo biolégico, por mais basico que seja, tem por finalidade direta
ou indireta de buscar entender a evolugdo como um fendmeno fundamental aos seres
vivos (STEBBINS, 1971; GUERRA, 1988) e a analise cariotipica € uma das chaves
para o entendimento dessa evolugdo. O caridtipo se refere as caracteristicas
fenotipicas do conjunto cromossémico, podendo ser analisado em qualquer uma das
fases do ciclo celular, sendo que é preferencialmente analisado na mitose e no estado
metafisico (GUERRA, 1988; GUERRA & SOUZA, 2002).

Ao analisar o cariétipo de uma espécie ou um grupo, sdo avaliados diversos
caracteres, como: variabilidade do numero cromossémico e os niveis de ploidia e
disploidia, a dimensao absoluta (um), a morfologia e as caracteristicas na coloragéo,
as ditas distribuicdo e padrées de bandas heterocromaticas (SHARMA & SEN, 2002).
Essas caracteristicas fazem parte do processo evolutivo (GREILHUBER &
EHRENDORFER, 1988; SUMNER, 2003; GUERRA, 2012), que além de possibilitar
uma comparagao entre os diferentes caridtipos, dos mais diferentes taxons, possibilita
uma melhor compreensao da divergéncia evolutiva entre as espécies (GUERRA,
2008). Portanto, a obtencdo de dados cariolégicos sao informagdes importantes e
servem fundamentalmente como aporte para a sistematica de plantas e nas analises
filogenéticas e evolutivas (STACE, 2000; CRAWFORD et al., 2005).

Dentre as caracteristicas observadas e analisadas no cari6tipo, destaca-se o
estudo da variagdo numérica cromossémica. De acordo com Guerra (1988), ela pode
ou nao variar dentro de diferentes células do mesmo individuo, que pode ou nao
ocorrer de forma programada. Essa variagao faz parte da programagéo genética do
individuo, sendo encontrada em todos eles e até mesmo dentro da populacdo, como
por exemplo, na espécie humana que possui uma variagao de n = 23 nos gametas,
2n =46 na maioria das células teciduais e 2n = 92, 184 ou mais nos hepatdcitos, assim
como em abelhas que varia de n nos machos e 2n nas fémeas (GUERRA, 1988). As
variagbes cromossOdmicas ndo programadas sdo de maior interesse do ponto de vista
evolutivo, além disso, quando comparado com um cariétipo normal, elas podem ser
mutagcbes génicas do tipo vantajosa, neutra e desvantajosa. As variagbes
cromossOmicas vantajosas e neutras, de acordo com Guerra (1988), sdo mantidas
dentro da populagdo e transmitidas para seus descendentes, contribuindo

naturalmente e de forma positiva para a evolugao cariotipica das espécies, sendo
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denominada de polimorfismo cromossémico, que consiste na existéncia de duas ou
mais formas diferentes para o mesmo cromossomo, por exemplo estrutural e
numeérico. Ja a variagdo cromossOmica desvantajosa € a excegcdo do grau de
importancia evolutiva, pois ela é ligeiramente eliminada das popula¢cdes e nao
apresenta nenhum significado evolutivo.

Neste estudo sera abordado os dois mecanismos mais importantes para a
evolucéao e diferenciagao cariotipica em plantas: Poliploidia e a Disploidia (GUERRA,
2000). A poliploidia se da pelo fato da duplicagédo ou multiplicagdo do complemento
cromossOmico inteiro (GUERRA, 2008). Quanto a disploidia, ela esta relacionada as
alteragbes nos niveis de simetria do complemento cromossémico e aos aspectos da
variagao cromossémica numérica em grupos filogeneticamente préximos, que podem
resultar na diminuicdo ou aumento do conjunto cromossémico, sendo caracterizada
como disploidia descendente e ascendente, respectivamente. (GUERRA, 1988,
2008).

As mudancas ocasionadas pela disploidia acarreta na formacao de uma série
cromossOmica disploide, podendo ser observada nos mais diferentes géneros de
plantas. Como por exemplo no género Melampodium L. (Asteraceae), que possui uma
série disploide de n=9, 10, 11, 12, 14 e, a partir de analises moleculares, foi mostrado
que o numero basico primario mais basal seria x = 11, portanto sendo um forte
indicativo atuagao da disploidia ascendente e descendente ao longo do seu processo
evolutivo (STUESSY et al., 2011).

A poliploidia pode ser encontrada em aproximadamente 80% das
Angiospermas, podendo chegar a 100% se for levado em consideragao os antigos
eventos de duplicagao, sendo considerado como um dos principais fatores evolutivos,
fazendo com que ocorra a especiagao simpatrica e a diversificagcdo nas plantas
(MASTERSON, 1994; OTTO & WHITTON, 2000; WENDEL, 2000; CUI et al., 2006,
SOLTIS & SOLTIS, 2009). A poliploidia pode ser dividida em basicamente dois tipos:
autopoliploide e alopoliploide. A autopoliploidia € quando ocorre a duplicagcdo ou
multiplicagdo do material genético da espécie e essas copias extras sao oriundas do
proprio genoma do individuo (RAMSEY & SCHEMSKE, 1998, 2002). Ja a
alopoliploidia € a multiplicagdo de conjuntos cromossdmicos que acompanham a
hibridizagdo entre espécies ou subespécies geneticamente diferentes (STEBBINS,

1971; HUSBAND et al., 2013). No entanto, a autopoliploidia geralmente é considerada
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mais aceitavel do que a alopoliploidia devido a sua tendéncia em garantir meiose
regular com a formacgao de bivalentes e segregacédo normal (SOUZA, 2012). Por outro
lado, os alopoliploides tém maior probabilidade de formar multivalentes complexos na
meiose, o que pode levar a uma segregagcdo anormal e a produgdo de gametas
desequilibrados (SOUZA, 2012). Portanto, os autopoliploides e alopoliploides diferem
em relagdo ao grau de semelhancga filogenética entre os genomas envolvidos no
cruzamento, podendo haver condi¢cdes intermediarias com genomas parcialmente
similares (SOLTIS & SOLTIS 2009).

Em trabalho realizado por Felix e Guerra (2010), ao analisarem a variagao
cariotipica em 22 géneros e 44 espécies de Epidendroideae e revisaram 0os numeros
cromossOmicos conhecidos para a subfamilia, constaram uma variagao
cromossbémica numérica de 2n= 24 em Malaxis pubescens (Lindl.) Grubov a
2n = c¢. 240 em Epidendrum cinnabarinum. Assim, 0s numeros basicos mais provaveis
para os géneros foram x = 15, 19, 20, 21, 25, sendo que ocorre amplamente x =19 e
x =20 na subfamilia Epidendroideae e x = 21 em pelo menos um género de cada tribo.
A hipétese sugere poliploidia como sendo n =7, 14, 21, podendo ocorrer variagéo de
+ 1 em cada nivel de ploidia (FELIX & GUERRA, 2005), sugerindo a ocorréncia de
disploidia descendente na maioria das tribos da subfamilia (x = 21,20,19) e disploidia

ascendente na subtribo Angraecinae sl. (x = 25).

2.5 Citotaxonomia e Bandeamento Cromossomico

A citotaxonomia, ou cariossistematica, tem como objetivo estudar as variagoes
estruturais, numéricas e moleculares dos cromossomos de modo a se obter
informagdes que sejam aplicadas a taxonomia (STACE, 1989). Dentre os critérios
citotaxondmicos, o numero cromossémico € o mais difundido para muitos taxons e,
portanto, o mais utilizado como subsidio a estudos taxondmicos e evolutivos
(GUERRA, 2008; GUIMARAES, 2014). Além de ser o mais utilizado pela facilidade e
reprodutibilidade de suas informagdes, nimero cromossOmico constituiu um avango
importante para a filogenia e taxonomia de alguns grupos, sendo uma informagao
importante na caracterizagdo de géneros e familias (veja, por exemplo,
CHRISTENHUSZ et al., 2017). Desta forma, determinar os numeros cromossdmicos

tem sido uma ferramenta de grande importdncia para a sistematica e estudos
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filogenéticos, complementar as informacgdes obtidas por métodos morfolégicos e
moleculares, por caracterizar genomas poliploides e outras alteragdes gendmicas
importantes que nem sempre sao visiveis em outras abordagens (GUERRA, 2008).

A utilizagao de técnicas de coloragdo convencional mais utilizada em estudos
do cariétipo, é, entretanto, pouco informativa na diferenciagao de taxons com numero
e morfologia cromossémicas similares (GUERRA, 2000a). Para grupos com essas
caracteristicas, sao utilizadas técnicas de coloracao diferencial. Entre essas técnicas,
a coloragdo com os fluorocromos CMA (Cromomicina As) e o DAPI (4'-6-diamidino-2-
fenilindol), & atualmente a mais empregada em estudos de citotaxonomia.

Heitz (1928) foi quem descreveu a porgao heterocromatica, diferenciando-a da
porcao eucromatica, tendo como base a compactacdo diferencial ocorrida na
interfase. A eucromatina € de facil acesso, menos condensada e normalmente mais
facilmente transcrita, enquanto a heterocromatina € inacessivel, fortemente
condensada e organizada em matrizes nucleossdmicas (HUISINGA et al., 2006). A
heterocromatina contém diversos tipos de informag¢des, como sua localizagdo no
cromossomo, localizagdo nuclear e a presenca de elementos de DNA repetitivo
(WEILER & WAKIMOTO, 1995; BIRCHLER et al., 2000; HALL & GREWAL, 2003).

De acordo com estudos sobre as sequéncias e analises citogenéticas, eles
sugerem que a heterocromatina em plantas tenha diferentes origens, composicéo e
dindmica (FRANSZ et al., 2000). A heterocromatina esta localizada preferencialmente
na regidao pericentromérica e telomérica dos cromossomos, tem replicacéo tardia
ocorre na fase S, é composta principalmente por DNA repetitivo (satélite e blocos de
sequéncias repetitivas) e tem baixa densidade genética. Tem localizagao nuclear
muitas vezes agrupada (na periferia nuclear, em torno dos nucleolos), recombinagao
meiodtica indetectavel, extensiva metilacdo do DNA, baixa acetilagdo da histona,
espacamentos dos nucleossomos regular e baixa acessibilidade da nuclease
(EISSENBERG & ELGIN, 2005). Outra caracteristica importante € o papel
fundamental que a heterocromatina desempenha na repressdo de elementos
transponiveis e como componente estrutural dos cromossomos (LAMB et al., 2007).
A formacao da heterocromatina tem como principal foco as regidées cromossdmicas
de elevada densidade de DNA repetitivo, elementos como clusters de sequéncias dos
satélites e elementos transponiveis, que sao encontrados nos centrOmeros e
teldomeros (BIRCHLER et al., 2000; HALL & GREWAL, 2003; MARTENS et al., 2005).
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A heterocromatina pode ser classificada como facultativa (HF) e constitutiva
(HC). A heterocromatina facultativa € encontrada em Joci regulados pelo
desenvolvimento, o estado da cromatina pode mudar em respostas aos sinais e
atividade genética (GREWAL & JIA, 2007). Nesse caso, ndo € necessariamente
restrita a um cromossomo do par, sendo consideradas regides epigeneticamente
reprimidas, que se comportam como heterocromatina apenas durante uma parte do
ciclo de vida (SUMNER, 2003). Um exemplo classico de heterocromatina facultativa é
a inativagdo de um cromossomo X em fémeas de mamiferos ocasionada por uma
ampla variagdo de modificagdes de histonas (CHADWICK & WILLARD, 2004). Quanto
a HC, ela é representada por aquelas regides que permanecem condensadas ao
longo do ciclo celular, ricas em sequéncias repetidas em tandem e transposons, em
que seu estado heterocromatico € uma caracteristica cromossdmica herdavel, que
ocorre no par cromossdmico homologo (PEDROSA et al., 2001; PARTRIDGE et al.,
2002; GREWAL & JIA, 2007).

De acordo com Guerra (2000b), a heterocromatina constitutiva pode nao ter o
mesmo significado funcional e evolutivo para todas as espécies, e que pode nao existir
apenas um unico padrao de distribuicdo para todas as angiospermas, mas apenas
tendéncias ou padroes preferenciais para diferentes genomas e estruturas do
carittipo. Desta forma, o emprego de técnicas citologicas convencionais, € possivel
identificar apenas a HC associada a regido organizadora de nucléolo (RON-HC), pela
impregnagao com nitrato de prata que cora diferencialmente as RONs ativas. Por
outro lado, a técnica de bandeamento com Giemsa, além de reconhecer as RONs
ativas, reconhece toda a heterocromatina constitutiva (GUERRRA, 2000b). Em seu
conjunto, todas essas técnicas utilizadas para a localizagdo das porgdes
heterocromaticas do genoma, possuem amplo emprego, pois permite uma analise
mais detalhada do conjunto cromossémico, principalmente em grupos de plantas que
ndo apresentam variabilidade no numero e na morfologia cromossémica (BARROS E
SILVA & GUERRA, 2009; OLIVEIRA et al., 2015).

Ao longo dos anos muitas técnicas tém sido aprimoradas para a visualizagao
da heterocromatina, pela utilidade do bandeamento cromossémico na caracterizagao
de cariotipos (SUMNER, 2003). Frequentemente o uso de fluorocromos como o CMA
o DAPI, sdo usados na localizag&o, quantificagdo e composi¢ao das regides ricas em
heterocromatina (GUERRA, 2000b; EL-TWAB et al., 2011), processo chamado de
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bandeamento CMA/DAPI. Por meio desta técnica distingue-se alguns tipos de HC,
pelo fato dos fluorocromos serem base especificos. Regides coradas mais fortemente
com DAPI correspondem a por¢gdes do genoma mais ricas em pares de base AT,
enquanto regides coradas mais fortemente com CMA s&o mais ricas em GC
(SCHWEIZER & AMBROS, 1994; SUMNER, 2003).

A identificagdo de polimorfismos e variantes quanto aos padrdes de bandas
heterocromaticas, em linhagens vegetais numericamente estaveis, ¢ fundamental
para a identificacdo de variagdes cromossOmicas estruturais envolvidas na
diversificacao das espécies, bem como de marcadores citotaxondmicos confiaveis em
grupos taxonomicamente complexos (VOSA, 1985; GUERRA, 1993). Entretanto,
estas informagdes podem ser empregadas nas avaliagdes das relagdes genéticas
entre as espécies e/ou populacdes, concedendo um aporte adicional para hipbteses
filogenéticas, bem como contribuir para o entendimento das relagdes citotaxondmicas
(GUERRA, 1989; 2008). No género Spondias L., Almeida et al. (2007) buscaram
estudar a origem do suposto hibrido Umbu-Caja (Spondias sp.), com o objetivo de
esclarecer uma suposta hibridizacado entre o Umbu (S. tuberosa Arruda Camara) e o
Caja (S. mombin L.). Todas as espécies apresentaram 0 mesmo numero
cromossOmico (2n = 32) e morfologias cariotipicas muito semelhantes. Todavia, as
espécies apresentaram diferencas importantes na fracao heterocromatica. O suposto
hibrido, Umbu-Caja, diferengas no padrao de bandas CMA/DAPI que nao suportaram
S. tuberosa e o S. mombin como seus parentais mais provaveis.

Outro exemplo de como a citogenética oferece um importante aporte para a
citotaxonomia, € a descoberta e identificacdo de um novo taxon para o género
Gomesa R.Br., realizado (CORDEIRO et al., 2018). Gomesa caatingana
J.M.P.Cordeiro, L.P.Felix & M.W.Chase, taxon morfologicamente muito semelhante a
G. flexuosa (Lodd.) M.\W.Chase & N.H.Williams, diferiu desta ultima por apresentar

numero cromossémico claramente distintos.
2.6 A subtribo Pleurothallidinae
Dentre as 16 tribos e 28 subtribos de Epidendroideae, na tribo Epidendreae, as

subtribos Laeliinae e Pleurothallidinae, se destacam por apresentar os maiores
numeros de espécies (CHASE et al., 2015; CHRISTENHUSZ et al., 2016). Assim,
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como boa parte das orquideas, as Pleurothallidinae despertam o interesse comercial
por serem pequenas e apresentarem flores de formatos curiosos, e especialmente
grandes em relacéo ao tamanho das plantas, como nos géneros Masdevallia Ruiz &
Pav. e Dracula Luer. Sao plantas usualmente epifitas, podendo ocorrer em ambientes
rupicolas ou terrestres (LUER, 1986). Apresentarem crescimento simpodial, rizoma
curto ou mais ou menos rastejante, ramicaules sem pseudobulbos, unifoliados,
inflorescéncias terminal ou raramente lateral, simples ou fasciculada, folhas
principalmente coriaceas conduplicadas, e flores com uma articulagéo entre o pedicelo
e o ovario (PRIDGEON & CHASE, 2003).

De acordos com estudos filogenéticos realizados por Chase et al. (2015),
Pleurothallidinae passou a abranger um total de 38 géneros, diferentemente do que
outros trabalhos vinham propondo (PRIDGEON & CHASE, 2001; PRIDGEON et al.,
2005). Todavia, analises filogenéticas mais recentes, aliadas a descricdo de novos
taxons, tém ampliado esses numeros para 44 géneros e 5.114 espécies
(KARREMANS, 2016), o que representa, em termos de espécies, 18,4% de toda a
familia Orchidaceae.

As Pleurothallidinae possuem distribuicdo neotropical, com principais centros
de distribuicdo concentrado nas florestas umidas de alguns paises da América do Sul
e Central, além da Mata Atlantica do Brasil (PRIDGEON, 1982a, 1982b; LUER, 1986;
NEYLAND et al., 1995; PRIDGEON et al., 2005). No Brasil, ocorrem 22 géneros e
cerca de 600 espécies, dos quais 491 sdo endémicas, distribuidas principalmente na
Mata Atlantica, mas com ocorréncia na Amazonia e Cerrado (BFG, 2015).

Ao longo dos anos a subtribo Pleurothallidinae vem passando por diversas
reorganizagdes taxondémicas, resultante das varias analises filogenéticas que sao
baseadas em sequencias de DNA nuclear e plastidial (PRIDGEON et al., 2001;
PRIDGEON & CHASE, 2001, 2003; LUER, 2007; CHASE & PRIDGEON, 2001;
BARROS, 2005; CHIRON & van den BERG, 2012; CHASE et al., 2015; KARREMANS,
2016). Essas novas propostas de tratamento taxonémico tém gerado bastante
polémica principalmente entre os taxonomistas convencionais, pois contrariam
sistemas de classificagao tradicionais baseados em caracteres morfoldgicos, que
resultaram algumas vezes em tratamentos n&do monofiléticos (ver, LUER, 1986).
Essas hipoteses de filogenia tém resultado na ampliacdo dos 29 géneros de

Pleurothallidinae, conforme a classificacdo de Luer (1986), para os 38 géneros
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proposto por Chase et al.,, 2016, e mais recentemente 44 géneros KARREMANS,
2016. Todavia, de acordo com Chase et al. (2015), o intuito dos trabalhos filogenéticos
deveria ser o de estreitar cada vez mais o numero de categorias taxonémicas, o que
facilitaria a memorizagao e o aprendizado da comunidade cientifica.

Para a subtribo Pleurothallidinae, o estudo da variabilidade cromossémica,
assim como em outros grupos de plantas, pode ajudar no entendimento da evolugao
filogenética e na delimitagcao de determinadas linhagens da. Em termos cariolégicos,
as informagdes que se tém sobre subtribo Pleurothallidinae é fragmentada e
insuficiente. Ha registro de numero cromossémico para cerca de 70 espécies, 0 que
equivale a cerca de 1,4% das espécies da subtribo (NAKATA & HASHIMOTO, 1983;
FELIX & GUERRA, 2010; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA, 2018). Todavia, desde a
publicagao do trabalho de Oliveira et al. (2015), com as muitas descri¢des de novas
espécies para a subtribo, o numero de espécies aumentou das 4.600 espécies
referidas por Chase et al. (2015) para as 5.114 referidas por Karremans (2016). Nesse
sentido, muitas das propostas de tratamento taxondmico propostos para a subtribo
necessitam ser corroborados com a citotaxonomia, 0 que representa uma tarefa
gigantesca. No entanto, apenas 21 espécies possuem uma analise mais detalhada
destes cromossomos, como o0 detalhamento sobre a composi¢ao heterocromatica,
que pode ser observado por meio do uso de fluorocromos (OLIVEIRA et al., 2015;
SILVA, 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e Documentacao Botanica

As espécies analisadas neste trabalho sao oriundas de coletas realizadas em
diferentes regides fisiograficas do Brasil. Todo esse material foi mantido em cultivo no
Jardim experimental do Laboratério de Citogenética Vegetal da Universidade Federal
da Paraiba, Centro de Ciéncias Agrarias — Campus Il, na cidade Areia-PB, Brasil. De
todo o material analisado foram preparadas exsicatas depositadas no Herbario Jaime
Coelho de Moraes (EAN). Foram analisadas 23 espécies, pertencentes a nove
géneros da subtribo Pleurothallidinae. Na Tabela 1 encontram-se sumarizadas todas

as espécies analisadas, juntamente com os voucheres e de locais de coleta.

3.2 Analise Cromossomica

Para as preparagdes cromossOmicas foi utilizado o protocolo proposto por
Guerra & Souza (2002), que consiste na utilizagdo de pontas de raizes. Inicialmente
as pontas das raizes foram pré-tratadas com os antimitético 1,4-Diclorobenzeno
(Paradiclorobenzeno) por 4 horas ou com 8-hidroxiquinoleina (8Hq) por 24 horas,
ambos tratamentos mantidos na geladeira a 10 °C. Posteriormente, as pontas de
raizes foram fixadas em Carnoy (3:1 — etanol: acido acético), permanecendo nesta
solugao por 2-24 horas, a temperatura ambiente, estocadas em freezer a —20°C até o
preparo das laminas. As raizes foram digeridas em uma solug&o enzimatica contendo
2% celulase e 20% pectinase a 37°C por 40-60 minutos, esmagadas em acido acético
60%. As laminulas foram removidas em nitrogénio liquido e envelhecidas por trés dias

a temperatura ambiente.

3.3 Coloragao com Fluorocromos CMA/DAPI

Apo6s envelhecimento, as laminas foram coradas por meio do protocolo
proposto por Vaio et al. (2018). Foi utilizado 10 uyL de CMA (Cromomicina As) (0,1
mg/ml) por uma hora em camara escura, € em seguida, as laminulas foram removidas
com um jato de agua destilada e secas ao ar. Posteriormente, as laminas foram

coradas com 12 pL de DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindol) (1 pg/ml) com meio de
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montagem e tampao Mcllvaine (pH 7,0) (1:1, v/v). Apds a montagem as laminas foram
estocadas em camara escura, a temperatura ambiente por no minimo trés dias. As
melhores metafases foram fotografadas em fotomicroscépio Zeiss com camera de
video Axio Cam MRC5 usando o software Axiovision 4.8. As imagens foram

processadas com auxilio do Photoshop CS6.



29

4 RESULTADOS

4.1 Nameros Cromossdmicos

Baseado na filogenia proposta por Karremans (2016), foram plotados os
numeros cromossOmicos haploides conhecidos para subtribo Pleurothallidinae,
incluindo os descritos neste trabalho. Observa-se que ha variabilidade cromossdémica
numeérica do conjunto haploide dentro e entre os géneros, desde os mais basais até
os mais derivados (Figura 4). No entanto, aparentemente a variabilidade
cromossOmica numérica € mais acentuada a partir do género Acianthera. O numero
cromossOmico varia de n = 6 no género Andinia (Luer) Luer a n = 45 no género
Pleurothallis R.Br.

Foram analisadas através da coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI nove
géneros e 26 representantes da subtribo Pleurothallidinae (Tabela 1). De modo geral,
as espécies analisadas aparentam possuirem cromossomos pequenos, simétricos e
variando de tamanho gradativamente. Em Acianthera fockei (Lindl.) Pridgeon &
M.W.Chase com 2n = 38 (Figura 1B) e A. prolifera (Herb. ex Lindl.) Pridgeon &
M.W.Chase com 2n = 44, observou-se, respectivamente, um conjunto de 14 e 20
cromossomos claramente maiores e mais fortemente corados, o que caracteriza uma
bimodalidade mais acentuada para essas espécies. Para as demais espécies do
género Acianthera Scheidw. a coloragao foi uniformemente distribuida por todos os
cromossomos de ambos os complementos monoploides.

Para o género Acianthera, foram confirmadas as contagens prévias de 2n = 40
para A. capillaris (Lindl.) Pridgeon & M.W.Chase (Figura 1A) e A. panduripetala
(Barb.Rodr.) Pridgeon & M.W.Chase (Figura 1C), 2n = 44 para A. prolifera (Figura 1C),
e 2n = 38 para A. macuconensis (Barb.Rodr.) F.Barros (Figura 1E). Por outro lado, as
contagens de 2n = 38 para A. prolifera e 2n = 36 para A. saundersiana (Rchb.f.)
Pridgeon & M.W.Chase divergiram das nossas contagens para essas especies
(Tabela 1). Para os demais géneros, todas as contagens prévias foram confirmadas,
com excecgao da contagem prévia de 2n = 40 para Masdevallia infracta, que divergiu
da nossa contagem de 2n = 36 para uma outra populagcdo dessa mesma espécie. Para
as espécies Acianthera folckei (Lindl.) Pridgeon & M.W.Chase com 2n = 38,
Mpyoxanthus exasperatus (Lindl.) Luer com 2n = 38, uma Octomeria sp. com 2n = 32,
Pabstiella rubrolineata (Hoehne) Luer com 2n = 28 e Stelis concava M.R.Miranda,

S.G.Furtado & Menini, todas apresentaram contagens inéditas (Tabela 1).
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4.2 Bandas Heterocromaticas

A distribuicdo de bandas heterocromaticas conhecidas para subtribo
Pleurothallidinae, baseada na filogenia esta ilustrada na figura 4. Com base no
levantamento de dados, incluindo este trabalho, pode-se observar que ha a
ocorréncias de diferentes tipos de bandas heterocromaticas na subtribo, sendo
predominante desde os géneros mais basais até os mais derivados os tipos
CMA*/DAPI- terminal, CMA*/DAPI- pericentromérica e CMA*/DAPI° pericentromérica.
Enquanto que as bandas DAPI*/CMA" terminal, DAPI*/CMA- pericentromérica e
DAPI*/CMAQ pericentromérica surgem a partir género Acianthera e em apenas mais
trés géneros, Anathallis Barb.Rodr., Stelis e Pabstiella.

Neste trabalho, a coloragcdo com os fluorocromos CMA e DAPI mostrou quatro
tipos de heterocromatina: bandas CMA*/DAPI-, CMA*/DAPI°, DAPI*/ CMA™~ e
DAPI*/CMA? (Tabela 1), localizadas nas regides pericentromérica e terminais de um
numero variavel de cromossomos. Para o género Acianthera, as regides mais
fortemente coradas com DAPI foram observadas ocupando a maior parte de ambos
os bragos cromossdmicos de A. panduripetala (Figura 1C), nas regides proximais do
conjunto cromossdmico maior de A. prolifera (Figura 1D), e em um ou em ambos
terminais cromossémicos de A. saundersiana (Figuras 1F-G). Bandas DAPI discretas
foram observadas em A. capillaris (Figura 1A) e em alguns cromossomos de
Acianthera sp.1 (Figura 1H). Bandas CMA foram, em geral, mais discretas para todas
as espécies analisadas de Acianthera. Essas foram principalmente restritas as RONs
heterocromaticas localizadas nos terminais de um par cromossémico, além de
algumas bandas pericentroméricas discretas, localizadas em um ou poucos pares
cromossOmicos de algumas espécies do género Acianthera (Tabela 1). Todavia, para
Acianthera fockei observou-se grandes blocos de heterocromatina rica em GC
ocupando a quase totalidade dos bragos cromossémicos do conjunto de
Cromossomos maior.

Para os demais géneros, foram observados grandes blocos DAPI* na regido
proximal de um ou de ambos os bragos cromossémicos de Specklinia grobyi,
enquanto bandas DAPI" menores foram visualizadas na regido proximal de um ou de
poucos cromossomos de Pabstiella rubrolineata (Fig. 2E), Specklinia picta (Fig. 21) e

Stelis sp.3 (Fig. 3H). Grandes blocos CMA* ocupando total ou parcialmente os bragos
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cromossOmicos foram visualizados em Masdevallia infracta (Fig. 2D), Specklinia picta
(fig. 21) e Stelis sp. 3 (Fig. 3H). As demais espécies apresentaram pelo menos um par
de bandas CMA proximal ou terminal correspondendo a RON heterocromatica, exceto
Acianthera prolifera, Stelis aprica (Fig. 2B), S. loefgrenii (Fig. 2E) e Stelis sp. 1 (Fig.
2F), que nao apresentaram heterocromatina rica em GC visivel. Bandas CMA
proximais pequenas foram observadas nas regides proximais dos cromossomos de
Stelis concava (Fig. 3C) e Masdevallia infracta (Fig. 2C).
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5 DISCUSSAO

5.1 Variagao Cromossomica

Dentre os 44 géneros e cerca 5.100 espécies descritos para Pleurothallidinae
(KARREMANS, 2016), sdo conhecidos registros cromossémicos para apenas 13
géneros e 69 espécies (OLIVEIRA et al. 2015). Somando-se com os resultados de
numeros cromossdmicos do presente trabalho (um género e cinco espécies),
totalizou-se 31,8% do total de géneros e 1,45% do total de espécies da subtribo.
Apesar da baixa representatividade de espécies analisadas, € notavel a variabilidade
cromossOmica numeérica, com registros desde 2n = 18 para uma espécie
indeterminada de Pleurothallis, coletada em Vitéria da Conquista, Bahia, até 2n = 84
para Pleurothallis bivalvis Lindl., uma espécie de ampla ocorréncia desde o México
até o norte da América do Sul (WCSP, 2021). Esses extremos de variagao suportam
a ideia de que a subtribo € numericamente variavel, uma condigdo que muitas vezes
nao é observada em outras subtribos de Epidendreae, como na subtribo Laeliinae,
onde alguns géneros sao notavelmente estaveis para numeros cromossémicos (ver,
por exemplo, FELIX & GUERRA, 2010; QUERINO et al., 2020).

Algumas familias de plantas possuem nuimeros cromossémicos variaveis entre
géneros. Alstroemeriaceae Dumort., por exemplo, cada género é caracterizado por
um unico numero basico, como x = 8 para Alstroemeria L. e x = 9 para Bomarea Mirb.
(CHACON ET AL., 2012). Em Pleurothllidinae, o género Specklinia com 2n = 20 para
todas as espécies analisadas e Stelis com numeros variando de 2n = 28 a 2n = 32,
sao grupos de Pleurothallidinae com numeros basicos mais facilmente detectaveis. O
mesmo pode ser aplicado ao género Acianthera que tem forte predominio de 2n = 40,
um numero também compartilhado com outros géneros da tribo Epidendreae (FELIX
& GUERRA, 2010). Este é o mais bem amostrado género da subtribo
Pleurothallidinae, com numero basico x = 20 e numeros cromossémicos variando
deste 2n = 36 para uma populacao previamente analisada de A. saundersiana, até 2n
=48 para A. welsiae-windischiae (Pabst) Pridgeon & M.W.Chase, o que confere a este
género a maior série disploide conhecida para a subtribo. Entre as espécies
analisadas, Acianthera fockei, com cariotipo aparentemente assimétrico, corrobora
com a bimodalidade observada por Oliveira et al. (2015) para duas outras espécies
da subsecgao Pectinata. Espécies hibridas como Milium vernale M.Bieb. (BENNETT
et al., 1992), Emilia fosbergii Nicolson (MORAES & GUERRA, 2010), de outras
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familias de angiospermas, muitas vezes apresentam cariotipo bimodal. Essa
bimodalidade cariotipica esta relacionada ao cariétipo dos parentais que apresentam
tamanhos cromossdmicos claramente distintos. Em Acianthera, a bimodalidade
observada para trés espécies de uma mesma secgao, pode estar relacionada a uma
origem hibrida para toda essa linhagem. Linhagens hibridas com cari6tipo bimodal
tém sido observadas em outros grupos de plantas distantemente relacionadas. A
subfamilia Agavoideae (Agavaceae Dumort.), por exemplo, tem sua bimodalidade
cariotipica por um unico evento de hibridizagcao ancestral (MCKAIN et al., 2012).
Variagdes numéricas intraespecificas observadas para Acianthera prolifera e
Masdevallia infracta, em que nossas contagens divergiram de contagens prévias para
essas espécies, sao compativeis com variagdes intraespecificas observadas em
outros grupos de plantas. Como por exemplo no género Habenaria Willd., em que H.
obtusa Lindl. que apresentou populacées diploides com 2n = 50 e populacdes
tetraploides com 2n =100 (FELIX & GUERRA, 2005). Para o género Anthurium Schott
da familia Araceae Juss., A. gracile (Rudge) Schott apresentou uma unica populagao
da Bahia com 2n = 30 e duas outras populacdes, uma da Paraiba e outra de Sao
Paulo, com 2n = 40 (NASCIMENTO et al., 2020). Em nosso caso e também para os
registros da literatura ndo foram observadas diferengas significativas na morfologia

dos diferentes citotipos.

5.1 A variabilidade da Heterocromatina

A quantidade, distribuicdo e composigcdo das bandas heterocromaticas
variaram entre e dentro dos diferentes géneros de Pleurothallidinae. No género
Acianthera, por exemplo, a unica espécie com cariotipo bimodal se destacou das
demais por apresentar grandes blocos de heterocromatina rica em GC restrita ao
conjunto de cromossomos grandes. Esse mesmo padrao de coloragao foi previamente
observado em outras duas espécies do género por Oliveira et al. (2015), indicando
que esse grupo de plantas forma uma linhagem caracterizada por apresentar cariotipo
bimodal com variavel numero de grandes blocos CMA*. Para trés outras espécies de
Acianthera (A. panduripetala, A. prolifera e A. saudersiana) houve o predominio de
grandes blocos de heterocromatina rica em AT com distribuigdo pericentromérica em
A. panduripetala e A. prolifera ou terminal em A. saudersiana). Sao plantas

caracterizadas por apresentar rizoma longo e folhas crassas, de formato variavel, e
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que tem sua ocorréncia relacionada a ambientes mais secos, podendo ocorrer em
ambientes de matas umidas de altitude e no Sul do Brasil. Para as demais espécies a
distribuicdo das bandas CMA foi mais variavel e nao foi possivel correlacionar com
nenhuma variante ambiental ou taxondémica.

Para os demais géneros, foi notavel a presenga de grandes blocos CMA* como
em alguns cromossomos de Masdevallia infracta. Curiosamente, na analise prévia do
padrao de bandas de uma outra populacao da Bahia (OLIVEIRA et al., 2015), distante
menos de 100Km da populacdo de Santa Teresinha, Bahia, analisada aqui, foi
observado um padrao de bandas distinto, com apenas um par de bandas CMA
terminal. Bandas CMA tém uma evolugao reconhecidamente rapida, por se tratar de
regides destituidas ou pobres de genes (Dillon, 2004). Em vegetais, embora pouco
comum, algumas espécies podem apresentar regides heterocromaticas com padrdes
de bandas variaveis dentro de uma mesma espécie, em diferentes populagdes. Em
Anthurium gracile, por exemplo, populagdées com o mesmo ou com diferentes niumeros
cromossémicos apresentaram padroes de bandas distintos (NASCIMENTO et al.,
2020).

Para o género Specklinia, com duas unicas espécies analisadas até o presente,
S. grobyi e S. picta foram caracterizadas por apresentar grandes blocos de
heterocromatina rica em AT associados a bandas CMA menores. O género Specklinia
€ atualmente composto por aproximadamente 100 espécies e sua delimitacdo tem
sido bastante controversa entre diferentes autores. O género Specklinia tem sido
relacionado aos géneros Andinia, Dryadella Luer, Muscarella Luer, Platystele Schltr.,
Scaphosepalum Pfitzer, Specklinia Lindl. e Teagueia (Luer) Luer (KARREMANS,
2016). Entretanto, para a subtribo Pleurothallidinae, 2n = 20 tem sido referido apenas
para S. concava M.R.Miranda, S.G.Furtado & Menini. Esse numero, além de um
padrao de bandas caracterizado por apresentar grandes blocos DAPI* associados as
bandas CMA pericentroméricas, poderia representar sinapomorfias para o género. Em
Specklinia grobyi as bandas DAPI pericentroméricas estéo distribuidas por todos os
cromossomos do complemento, enquanto em S. picta, um par cromossémico nao
possui bandas DAPI e, em seu lugar, apresenta um grande bloco CMA*. Padrdes de
bandas CMA/DAPI distintos, tém sido amplamente empregados na separagédo de
espécies proximamente relacionadas, como na distingdo de espécies e hibridos
cultivados de Citrus L. (BRASILEIRO-VIDAL et al., 2007), diferentes espécies de
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Brassavola R.BR. da familia Orchidaceae (QUERINO et al., 2020) e Leucocoryne
Lindl. da familia Amaryllidaceae J.St.-Hil. (SOUZA et al., 2015).

Os géneros Myoxanthus Poepp., Octomeria R.Br., Pabstiella Brieger &
Senghas e Pleurothallis R. Br., foram pouco representados em numero de espécies.
Quanto ao género Stelis, foram analisadas oito espécies. Em uma analise prévia de
outras oito amostras do género Stelis, observou-se a ocorréncia de pouca ou
nenhuma heterocromatina detectavel pela técnica de coloragado CMA/DAPI
(OLIVEIRA et al., 2015). Em nossa amostra, a maioria das espécies apresentou
pequena quantidade de heterocromatina CMA?*, corroborando com os dados
previamente reportados. Todavia, para S. concava, Stelis sp1. e Stelis sp3., além das
bandas CMA* pequenas, ocorreram bandas DAPI distribuidas pela regido
pericentromérica e/ou terminal. Isso demonstra, que mesmo em grupos com
aparentemente pouca heterocromatina, a fracdo heterocromatica € variavel. Nesses
casos, a presenca de distintos padrées de bandas poderia ser uma ferramenta
importante na caracterizagdo dessas ou de outras espécies proximamente
relacionadas. Na familia Cactaceae Juss., por exemplo, ocorre uma estabilidade para
bandas CMA terminais. Todavia, em Melocactus Link & Otto, além das bandas
terminais ocorre um numero variavel de bandas pericentroméricas que possibilitaram

a caracterizagao cariotipica de todas as espécies analisadas (CASTRO et al., 2019).
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6 CONCLUSAO

A subtribo Pleurothallidinae se destaca como um dos grupos mais
diversificados de orquideas. A notavel variedade de numeros cromossOmicos e
padroes de bandas CMA/DAPI oferece uma perspectiva promissora para a
delimitacdo de taxons estreitamente relacionados, proporcionando uma abordagem
potencialmente valiosa para identificar novas espécies e apoiar a segregagao de
géneros com base na filogenia molecular. O compartilhamento de caracteristicas
cariotipicas similares como numero cromossOmico e padrao de bandas, pode
constituir uma ferramenta auxiliar no suporte de hipoteses de filogenia.

Os numeros cromossOmicos das espécies da subtribo Pleurothallidinae
analisadas neste trabalho variaram de 2n = 18, em uma espécie de Pleurothallis, a 2n
= 44 em Acianthera. A quantidade e distribuicdo de bandas CMA/DAPI foi claramente
variavel dentro da subtribo Pleurothallidinae e em alguns casos dentro dos géneros,
como em Acianthera e Stelis. O género Stelis inicialmente parecia ser caracterizado
por apresentar pouca ou nenhuma heterocromatina detectavel pela técnica de
bandeamento com os fluorocromos CMA e DAPI. Todavia, Stelis mostrou-se mais
variavel em termos de quantidade, composigao e numero de bandas heterocromaticas
utilizaveis na delimitagao taxonémica de espécies relacionadas. Com isso espera-se

contribuir para o melhor entendimento da filogenia da subtribo Pleurothallidinae.
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Tabela 1. Espécies da subtribo Pleurothallidinae analisadas com fluorocromos CMA/DAPI, sumarizadas por género e espécie,
coletor, numero, local de coleta, contagens cromossémicas prévias (CP), numeros cromossdmicos determinados no presente
trabalho (PT), tipos de bandas CMA/DAPI e os antimitoticos utilizados.

Taxon Local de coletat Voucher CP* PT Bandas heterocromaticas Antimitético Figuras

2n 2n CMA'/DAPIT CMA*/DAPI° DAPI*/CMA- DAPI*/CMA®

Acianthera

Scheidw.

A. capillaris (Lindl.) Santa Terezinha— EMA 1044 40 40 2term 40 peri 40 term 8HQ 1A
Pridgeon & BA

M.W.Chase

A. fockei (Lindl.) Comodoro — MT  LPF 16439 38** 6 term ca 30 peri 4 peri 8HQ 1B
Pridgeon &

M.W.Chase

A. panduripetala Quatro Barras — PR LPF 16534 40 40 12 peri PDB 1C
(Barb.Rodr.)

Pridgeon &

M.W.Chase

A. prolifera (Herb. ex Santa Terezinha- LPF S/N 38,44 44 4 peri PDB 1D
Lindl.) Pridgeon BA

&M.W. Chase

A. macuconensis Una — BA EMA 1458 38 38 2term 2 peri _ _ PDB 1E
(Barb.Rodr.) F.Barros

A. saundersiana Maranguape — CE LPF 13812 36 40 2term ca.40peri  6term 8HQ 1F
(Rchb.f.) Pridgeon &

M.W.Chase

A. saundersiana Pacoti - CE LPF 15099 36 40 2term ca. 40 peri ca. 40 term PDB 1G
(Rchb. f.) Pridgeon &

M.W.Chase



Acianthera sp. 1

Acianthera sp. 2

Anathallis
Barb.Rodr.
A. rubens (Lindl.)
Pridgeon &
M.W.Chase
A. rubens (Lindl.)
Pridgeon &
M.W.Chase

Masdevallia Ruiz &
Pav.
M. infracta LindlI.

Myoxanthus Poepp.

M. exasperatus
(Lindl.) Luer

Octomeria R.Br.
Octomeria sp. 1

Pabstiella Brieger
& Senghas

P. rubrolineata
(Hoehne) Luer

Pleurothallis R. Br.
Pleurothallis sp.

Santa Terezinha — LPF 15628
BA
Una — BA EMA 1488

Mirante 1 — PR LPF 16563

Cultivada LPF S/N

Santa Terezinha — LPF 14686
BA

Santa Terezinha — EMA 1050
BA

Maranguape - CE LPF 8592

Cubatéo — SP LPF 16851

Vitéria da ConquistaLPF 16168
-BA

30

30

40

40 6term
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30 _
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36 -
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18 4 peri
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8 term
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Specklinia Lindl.

S. grobyi (Bateman Manaus — AM LPF 17226 20 20 20 peri _ 20 peri PDB 2H

ex Lindl.) F.Barros

S. picta (Lindl.) Novo Airao— AM  LPF 16317 20 20 2term/18 peri _ _ 18 peri 8HQ 2

Pridgeon &

M.W.Chase

Stelis Sw.

S. aprica Lindl. Uruburetama — CE AMSSantos 32 32 2term _ _ - PDB 3A

13

S. aprica Lindl. Pacoti - CE LPF 15109 32 32 2term _ _ - PDB 3B

S. concava Caraguatatuba—- LPF 17059 28 6 peri _ 4 term _ 8HQ 3C

M.R.Miranda, SP

S.G.Furtado & Menini

S. intermedia Poepp. Venda Nova do EMA 1293 32 1term 2 peri _ _ PDB 3D

& Endl. Imigrante - ES

S. loefgrenii Cogn.  Maranguape — CE LPF 13808 32 32 2 peri _ _ PDB 3E

Stelis sp. 1 Pacoti - CE LPF 15102 - 32 2term _ 4 peri _ PDB 3F

Stelis sp. 2 Ibateguara - AL LPF S/N - 30 _ _ PDB 3G

Stelis sp. 3 Santa Terezinha— EMA 1048 - 32 4term _ ca. 8 peri _ PDB 3H
BA

1 Estados brasileiros referentes aos locais de coleta: AL, Alagoas; AM, Amazonas; BA, Bahia; CE, Ceara; ES, Espirito Santo; MT, Mato Grosso; PE,
Pernambuco; PR, Parana; SP -Sao Paulo; *Fonte para as contagens cromossémicas prévias: Chromosome Counts Database (CCDB), 2021; Felix &
Guerra, 2010; Oliveira et al., 2015; Silva, 2018. **Contagem inédita para a espécie. As posi¢cdes das bandas nos cromossomos estdo abreviadas como
segue: Term = Terminais; Peri = Pericentroméricas.
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Figura 1. Metafases mitéticas das espécies do género Acianthera da subtribo
Pleurothallidinae coradas com os fluorocromos CMA/DAPI. A. A. capillaris com 2n =
40; B. A. fockei 2n = 38; C. A. panduripetala com 2n = 40; D. A. prolifera com 2n = 44;
E. A. macuconensis com 2n = 38; F-G. Acianthera saundersiana com 2n = 40; H.
Acianthera sp.1 com 2n = 40; |. Acianthera sp.2 com 2n = 40. Barra em | corresponde
a 10um.
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B
Figura 2 — Metafases mitdticas das espécies de diferentes géneros da subtribo
Pleurothallidinae, coradas com os fluorocromos CMA/DAPI. A. Anathallis rubens com
2n=30; B. A. rubens com 2n = 30; C. Masdevallia infracta com 2n = 36; D. Myoxanthus
exasperatus com 2n = 38; E. Octomeria sp. com 2n = 32; F. Pabstiella rubrolineata

com 2n = 28; G. Pleurothallis sp. com 2n = 18; H. Specklinia grobyi com 2n = 20; I. S.
picta com 2n = 20. Barra em | corresponde a 10um.



Figura 3 — Metafases mitéticas das espécies do género Stelis pertencente a subtribo
Pleurothallidinae, coradas com os fluorocromos CMA/DAPI. A. S. aprica com 2n = 32,;
B. S. aprica com 2n = 32; C. S. concava com 2n = 28; D. S. intermedia com 2n = 32;

E. loefgrenii com 2n = 32; F. Stelis sp. 1 com 2n = 32; G. Stelis sp. 2 com 2n = 30; H.
Stelis sp. 3 com 2n = 32. Barra em H corresponde a 10um.
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Figura 4 — Arvore filogenética adaptada de Karremans (2016), juntamente com os
numeros cromossdmicos haploides e padrées de bandas descritos neste trabalho e
encontrados na literatura (tabela com levantamento de numero cromossémico e

bandas em preparacao).
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