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1. RESUMO

Dentro da familia Orchidaceae, composta por cerca de 25.000 espécies, o género Hoffmannseggella
(antiga secdo Parviflorae do género Laelia Lindl.) é composto por espécies rupicolas, endémicas da Cadeia
do Espinhaco/MG. Estudos sugerem uma evolugdo rdpida para o género, com a transicdo do habito epifitico
para o rupicola, mudanga de polinizadores e eventos de hibridizacdo e poliploidia como os principais
mecanismos evolutivos envolvidos na origem das espécies de Hoffimannseggella.

Estudos cromossdmicos prévios haviam sugerido o nimero bdsico de x=20 para o género, com alta
incidéncia de polipléides. No presente trabalho, foram obtidas contagens cromossdmicas para dez espécies:
H. angereri n=20/2n=40, H. bradei n=20-21/2n=40, H. briegeri 2n=80, H. caulescens 2n=80, H.
cinnabarina 2n=40, H. crispata n=20, H. fournieri n=20/2n=40, H. liliputana 2n=40/60, H. rupestris
n=40/2n=80 e 2n=40 e H. viridiflora 2n=44. Foi observada aneussomatia em células de meristema radicular
em H. briegeri (2n=80) e H. rupestris (2n=80), ocorréncia de citétipos em H. rupestris (2n=40/80) e
anormalidades meidticas em vdrias espécies, com presenca de monovalentes, disjun¢do adiantada de
bivalentes e possiveis tetravalentes nas espécies polipldides. Por ocorrerem em sincronopatria, apresentarem
alta similaridade morfoldgica e pelas caracteristicas cromossdmicas, € provavel que H. viridiflora tenha se
originado por aneuploidia a partir de H. bradei.

Através dos procedimentos de bandamentos C, CMA/DA/DAPI e DAPI/AMD, foi possivel observar
grandes diferencas entre os caridtipos das espécies H. angereri, H. bradei, H. briegeri, H. caulescens, H.
fournieri, H. liliputana e H. rupestris. Em geral, as espécies apresentaram grande nimero de bandas C
(predominantemente centroméricas e subteloméricas), poucas bandas CMA/DA" (subteloméricas), e grande
varia¢do no nimero de bandas DAPI/AMD™ (predominantemente teloméricas). Apenas H. bradei apresentou
somente duas bandas heterocromdticas, uma CMA/DA" DA/DAPI e uma DAPI/AMD" e H. briegeri
apresentou polimorfismo para bandas CMA/DA/DAPI. Com relagdo aos sitios 45S de DNAr, os resultados
foram uniformes, sendo que as espécies dipldides, com 2n=40, apresentaram dois sitios, enquanto as espécies
polipldides, com 2n=80, apresentaram 4 sitios.

2. ABSTRACT

Inside Orchidaceae, composed of almost 25,000 species, Hoffmannseggella H.G.Jones (previous
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genus Laelia Lindl., section Parviflorae) is characterized by rupiculous species, endemic to the Espinhaco
Range/ MG. Previous studies suggested an explosive evolution of the genus, with transition from epiphytic to
rupiculous habitat, changes on pollinator specificity and events of hibridization and polyploidy as the main
evolutionary mechanisms that originated Hoffimannseggella species.

Chromosome data from literature suggested the base number of x=20 for the genus, with high
incidence of polyploids. The present work presents chromosome counts for ten species: H. angereri
n=20/2n=40, H. bradei n=20-21/2n=40, H. briegeri 2n=80, H. caulescens 2n=80, H. cinnabarina 2n=40, H.
crispata n=20, H. fournieri n=20/2n=40, H. liliputana 2n=40/60, H. rupestris n=40/2n=80 and 2n=40 and H.
viridiflora 2n=44. We observed aneussomaty on root meristematic cells of H. briegeri (2n=80) and H.
rupestris (2n=80), two distinct cytotypes of H. rupestris (2n=40 and 2n=80) and meiotic abnormalities in
several species, like monovalents, early disjunction of bivalents and putative tetravalents on polyploid
species. Because they are found sinchronopatric, with high morphological and chromosomal similarity, we
suggest that H. viridiflora (2n=44) is an aneuploid derived from H. bradei (2n=40).

With C, CMA/DA/DAPI and DAPI/AMD banding techniques, we observed great differences among
H. angereri, H. bradei, H. briegeri, H. caulescens, H. fournieri, H. liliputana e H. rupestris. With exception
of H. bradei, that presented only two heterochromatic, one CMA/DA" DA/DAPI” and one DAPI/AMD"
bands, all species presented a high number of C-bands (mainly centromeric and subtelomeric), few
CMA/DA" bands (subtelomeric), and great numeric differences of DAPI/AMD" bands (mainly telomeric).
We also observed, in H. briegeri, a polymorphism of CMA/DA/DAPI bands. The hybridization sites of 45S
rDNA were uniform among species, with diploid species (2n=40) presenting two hybridization signals and

polyploid species (2n=80) presenting four signals.
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3. INTRODUCAO GERAL

Orchidaceae € uma das maiores familias de Angiospermas conhecidas, possuindo cerca de
25.000 espécies, representando cerca de 7% das fanerogamas existentes (PUL & DODSON 1966). Na
tribo Epidendreae conforme apresentada por PABST & DUNGS (1975), a subtribo Laeliinae Bentham
possuia 1466 espécies, agrupadas em 43 géneros, caracterizadas por serem epifiticas ou terrestres,
com caule delgado ou em pseudobulbos, folhas disticas ou terminais, duplicadas e, usualmente
articuladas, e inflorescéncia, em sua maioria, terminal. As flores podem ser grandes ou pequenas e
muitas apresentam nectario em forma de cuniculo (DRESSLER 1981). Nesta subtribo, PABST &
DuNGs (1975), adotando o sistema de SCHLECHTER (1917), posicionaram o género Laelia Lindl.,
dividindo o mesmo em sete se¢des, sendo Laelia, Podolaelia e Calolaelia ocorrentes no México e
América Central, enquanto que Cattleyoides, Hadrolaelia, Microlaelia e Parviflorae eram
exclusivamente brasileiras (BARROS 1990). A secdo Parviflorae era caracterizada por espécies, em
sua maioria, rupicolas (VAN DEN BERG et al. 2000).

Anadlises moleculares recentes, utilizando as seqiiéncias de DNA ITS 1 e ITS 2, sugeriram
que o género Laelia seria polifilético, e as espécies brasileiras de Laelia, e principalmente da se¢do
Parviflorae, deveriam ser incluidas e sinonimizadas sob o género Sophronitis Lindl. (VAN DEN
BERG et al. 2000; VAN DEN BERG & CHASE 2000). Entretanto, foram obtidas poucas diferengas nas
seqiiéncias ITS 1 e ITS 2 entre as espécies de Laelia da secdo Parviflorae estudadas, de forma que os
clados obtidos possuem uma sustentacio baixa, além de haver vdrias politomias (VAN DEN BERG et
al. 2000).

CHIRON & CASTRO NETO (2002) sugeriram, através de caracteristicas morfologicas,
ambientais e moleculares, que o género Hoffmannseggella H.G.Jones deveria ser reconsiderado para
acomodar as espécies rupicolas, conforme anteriormente proposto por H.G.JONES (1968). Ainda

segundo H.G.JONES (1968), o género Laelia seria mantido apenas para as espécies epifitas
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mexicanas, das se¢des Laelia, Podolaelia e Calolaelia. Dessa forma, as espécies previamente
circunscritas na se¢ao Parviflorae, com excecao das espécies Laelia harpophylla, L. brevicaulis e L.
kautskyi (que juntas atualmente formam o género Dungsia Chiron & V.P.Castro), foram transferidas
para o género Hoffmannseggella H.G.Jones. Entretanto, a situagdo taxondmica do género
Hoffmannseggella, com aproximadamente 32 espécies, ainda estd em discussdo, e a delimitacdo das
espécies dentro do género é complexa, devido a alta variabilidade intra-especifica e ao aparecimento
de individuos com caracteristicas intermedidrias entre espécies previamente aceitas (BARROS 1990).

Os campos rupestres, ambiente onde ocorre a maioria das espécies do género
Hoffmannseggella, geralmente possuem topografia acidentada, clima e solo secos. Estdo
amplamente associados a Cadeia do Espinhacgo, nos estados de Minas Gerais e Bahia, com partes
disjuntas da mesma cadeia entre os limites de latitude de 21°10” e 10°S. A Cadeia do Espinhago €
formada de uma area de aproximadamente 1000 km de extensdo e entre 50 e 100 km de largura, e
esta a mais de 800 m acima do nivel do mar. Seu limite ao sul é a Serra do Ouro Branco, ao sul da
cidade de Ouro Preto, em Minas Gerais, e se estende ao norte até o estado da Bahia (GIULIETTI &
PIRANI 1988).

Os campos rupestres ndo constituem um unico tipo de vegetacdo, mas sim um mosaico de
comunidades relacionadas, condicionadas pela topografia local, pelo angulo de declividade, pelas
influéncias microcliméticas e pela natureza do substrato. As mesmas familias de plantas ocorrem por
todo o campo rupestre, mostrando habito convergente. Entretanto, hd uma extraordindria variedade
de géneros e, principalmente, espécies. Das espécies, muitas sdo endémicas (GIULIETTI & PIRANI
1988). JoLY (1970) considerou que os campos rupestres possuem o maior grau de endemismo
quando comparados a outros tipos vegetacionais brasileiros.

Segundo GIULIETTI & PIRANI (1988), as regides montanhosas onde ocorrem 0s campos
rupestres sdo descontinuas; as espécies sao representadas por populagdes disjuntas, tornando dificil a

interpretacdo do conceito de espécie. Com a formacao de barreiras geograficas, surgem obsticulos
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para o fluxo génico entre as populagdes. As condi¢des ecoldgicas destes ambientes possivelmente
propiciam uma especiacao intensa, podendo ser este um dos fatores dos endemismos e isolamentos
encontrados em géneros e espécies que ocupam este habitat (GIULIETTI & PIRANI 1988).

Estudos sugerem que o género Hoffmannseggella teria surgido através de uma “explosdo”
evolutiva, com a penetracdo das espécies em uma nova drea ecoldgica (os campos rupestres) e
transicdo do hdébito epifitico para o hébito rupicola. Paralelamente, teria ocorrido mudanca de
polinizadores, indicada pela diminuicdo no tamanho das flores e mudanca no padrdo de cores
(BLUMENSCHEIN 1960a; BRIEGER 1960, 1961, 1966), sugerindo inclusive que espécies deste género
seriam ornitofilas, em contraste as das outras secdes de Laelia que seriam melitofilas (DRESSLER
1981). Além desses fatores, a ampla troca de genes proporcionada eventos de hibridizacdo e
poliploidia sugerem que estes foram importantes no processo de evolucao do grupo (BARROS 1990).

A origem por poliploidia e hibrida¢do foi originalmente sugerida por BLUMENSCHEIN
(1960a), através de estudos cromossdmicos, para espécies de Hoffmannseggella (entdo tratadas
como pertencentes a secdo Parviflorae de Laelia): H. mixta (Hoehne) V.P.Castro & Chiron, H.
milleri (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & Chiron, H. crispata (Thumb.) H.G.Jones e H.
caulescens (Lindley) H.G.Jones. BLUMENSCHEIN (1960b) chamou aten¢do ainda para a grande
quantidade de polipldides dentro do grupo De acordo com PABST & DUNGS (1975) existem oito
hibridos naturais documentados dentro da antiga se¢do Parviflorae de Laelia, incluindo intimeros
hibridos entre os gé€neros Laelia e Cattleya Lindl. Pelo fato de ainda estarem ocorrendo eventos de
hibridizacdo entre as espécies de Hoffmannseggella, BARROS (1990) sugeriu que a ‘“‘explosdo”
evolutiva do género ainda estd em andamento. ANDERSON (1948) observou também que disturbios
no hébitat poderiam levar a um aumento na freqiiéncia de hibridos através da quebra de barreiras
reprodutivas pré-zigéticas, como a especificidade de polinizadores, considerada como a principal

barreira reprodutiva inter-especifica dentro da familia Orchidaceae (DRESSLER 1981).
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Em um estudo de cruzamentos artificiais inter-especificos entre os géneros Laelia, Cattleya,
Brassavola, Epidendrum, Schomburgkia e Sophronitis, STORT (1984) obteve diversos hibridos com

altas porcentagens de tétrades normais e ainda cruzamentos bem sucedidos entre os hibridos Fj.

Estudos citogenéticos na subtribo Laeliinae sdo extremamente escassos, sendo documentados
os ndmeros cromossomicos de 2n=40, 2n=60 e 2n=80, distribuidos entre 12 espécies de
Hoffmannseggella, uma de Dungsia, duas de Hadrolaelia e uma de Laelia (Tabela 1), cultivadas em
casa de vegetacdo. BLUMENSCHEIN (1960b) ainda sugeriu o nimero bdsico de x=20 para Laelia
sensu lato. Nesse outro estudo foram também observadas por BLUMENSCHEIN (1957) anormalidades
meidticas em algumas espécies, como Hoffmannseggella crispata, H. mixta e H. cinnabarina. Em
H. crispata (citada como Laelia flava), o autor observou, em clones provenientes do municipio de
Sao Thomé das Letras, em Minas Gerais, desde n=20 até n=26, além de falta de sincroniza¢do na
migracdo dos cromossomos para os polos e tétrades com até dois micrécitos. Em H. mixta, o autor
observou n=20-23, com anifase mais regular que o observado em H. crispata e menor freqiiéncia de
micrécitos nas tétrades. Apesar de ter observado apenas um clone de H. cinnabarina,
BLUMENSCHEIN (1957) documentou a variagdo de n=20-24, com anéfases irregulares e tétrades com

microcitos.
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Tabela 1: Espécies de Laelia (L.) documentadas por Blumenschein (1960b) quanto ao nimero

cromossOmico (2n), com as respectivas denominacdes atuais, nos géneros Hoffmannseggella (H.),

Dungsia e Hadrolaelia.

DENOMINACAO ANTIGA DENOMINACAO ATUAL 2n
SECAO ESPECIE ESPECIE
Parviflorae  L.briegeri Blumensch. | H. briegeri (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & 80
Chiron
L. caulescens Lindl. H. caulescens (Lindley) H.G.Jones 80
L. cinnabarina Batem | H. cinnabarina (Batem. ex Lindley) H.G.Jones 40
L. crispilabia A. Rich. | H. caulescens (Lindley) H.G.Jones 80
L. esalqueana H. esalqueana (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro 40
Blumensch. & Chiron
L. flava Lindl. H.crispata (Thunb.) H.G.Jones 40
L. longipes Rchb. f. H. longipes (Rchb. f.) V.P.Castro & Chiron 40, 60, 80
L. milleri Blumensch. H. milleri (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & 40
Chiron
L. mixta Hoehne H. mixta (Hoehne) V.P.Castro & Chiron 40
L. ostermayerii Hoehne | H. longipes (Rchb. f.) V.P.Castro & Chiron 40
L. rupestris Lindl. H. rupestris (Lindley) V.P.Castro & Chiron 80
L. tereticaulis Hoehne | H. tereticaulis (Hoehne) H.G.Jones 80
L. harpophylla Rchb. f. | Dungsia harpophylla (Rchb. f.) Chiron & 40
V.P.Castro
Cattleyodes L. purpurata Lindl. Hadrolaelia. purpurata (Lindley & Paxton) 40
Chiron & V.P.Castro
Hadrolaelia L. pumila Rchb. f. Hadrolaelia. pumila (Hooker) Chiron & 40
V.P.Castro
Podolaelia L. anceps Lindl. Laelia anceps Lindl. 40

além da hibridacdo in sifu, tem indicado possiveis origens hibridas e detectado ocorréncia de

O estudo cariotipico, incluindo procedimentos como bandamentos C e com fluorocromos,

possiveis hibridos naturais em diversos grupos de plantas, como em Clivia (Amaryllidaceae)

(MURRAY et al. 2001) e Dahlia (Asteraceae) (MURRAY et al. 1999). Dentre as técnicas de

bandamento, utiliza-se o bandamento C para identificar a quantidade e localizacdo da
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heterocromatina constitutiva (SUMNER 1972) e coloragdo com fluorocromos para determinar a
composi¢do predominante de bases da heterocromatina (SCHWEIZER 1976). O fluorocromo DAPI
(47-6 diamino-2 fenilindol) evidencia seqiiéncias de DNA repetitivas compostas predominantemente
por adenina e timina (A-T), enquanto o CMA (cromomicina A3) liga-se preferencialmente a regioes
ricas em citosina e guanina (C-G). Utiliza-se, também, compostos ndo fluorescentes com afinidade
para regides ricas em A-T (distamicina A) e ricas em G-C (actinomicina D), como forma de
melhoramento de contraste para observacdo das bandas CMA e DAPI, respectivamente (MOSCONE
et al. 1996).

No estudo citoldgico feito por D"EMERICO et al. (1996a, 1996b) em Orchis (Orchidaceae), o
uso das técnicas convencionais, de bandamento C e por Hoechst 33258, confirmou, ndo s6 a origem
hibrida da espécie Orchis x gennarii, como indicaram também que o gé€nero Orchis poderia ser
subdividido em dois grupos distintos, baseados ndo somente na ocorréncia de dois diferentes
numeros dipldides dentro do género (2n=32 e 2n=36), como também em diferencas na simetria dos
cariotipos e padroes de bandamentos C e por Hoechst 33258.

A hibridacdo in situ € um método preciso para localizar seqiiéncias de dcidos nucléicos (tanto
DNA quanto RNA) no citoplasma, em organelas, cromossomos ou nucleo de material biolégico
(LEITCH et al. 1994). Foi descrito por GALL & PARDUE (1970) e baseava-se na utilizacdo de sondas
marcadas com isOtopos radioativos. Este tipo de marcacdo foi posteriormente substituido por
aqueles que usavam sondas marcadas com compostos que se ligam a corantes fluorescentes.
Atualmente, dentre as seqiiéncias que sdo utilizadas nos estudos de hibridacdo in situ, destacam-se
aquelas para DNA ribossomal. Os genes de RNA ribossomico (RNAr), presentes como 18S-25S
DNAr, compreendendo os genes 18S-5,8S-25S de RNAr e espacadores intergénicos, € 5S DNAr
com o gene 5S RNAr e espacador, sdo encontrados universalmente em vegetais, com multiplas
cOpias das seqiiéncias codificadoras e espagadores intergé€nicos normalmente sendo localizados

como poucos e discretos sitios cromossomicos (OSUJI et al. 1998). As seqiiéncias 18, 5,8 e 25S de
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RNAr resultam da quebra de um tnico transcrito 45S descodificado por unidades repetidas de DNAr
agrupadas em um sitio cromossdmico particular, a regido organizadora do nucléolo (NEVES et al.
2005). A hibridacdo in situ para a regido 45S de DNAr tem sido utilizada em diversos grupos de
plantas. Em um estudo realizado em Vicia amoena (Fabaceae), LI et al. (2001), através da andlise
por hibridagado in situ dos sitios 45S e 5S de DNAr na tetrapléide V. amoena var. amoena e seus
possiveis parentais diploides (V. amoena var. sericea, V. pseudorubus, V. dumetorum, V. pisiformis
e V. cracca), puderam concluir que a variedade ndo representava um autotetraploide derivado de V.
amoena var. sericea, mas sim um alotetraploide. Através da hibridacdo in situ para 45S DNAr e 5S
DNAr, TAGASHIRA & KONDO (2001) puderam observar que a evolugdo cromossdmica em Zamia €
Ceratozamia mexicana, com numeros cromossomicos 2n=16, provavelmente se deu por inversao
pericéntrica e translocagdo desigual.

Através da utilizagdo conjunta dos bandamentos C e com fluorocromos, da impregnagao por
prata e hibridacdo in sifu para a sonda de 45S DNAr, os autores RAN er al. (1999) puderam
identificar e diferenciar os caridtipos de quatro espécies de Clivia (Amaryllidaceae), os quais se
apresentam extremamente similares através das técnicas de coloracdo convencional, com 2n=22
cromossomos, sendo quatro pares metacéntricos € sete pares submetacéntricos.

No presente trabalho, s3o apresentados os nimeros cromossdmicos € comportamento
meidtico de sete espécies de Hoffmannseggella (H. angereri, H. briegeri, H. cinnabarina, H.
crispata, H. fournieri, H. liliputana e H. rupestris), no Capitulo 1, assim como a caracteriza¢ao
cariotipica das espécies H. angereri, H. bradei, H. briegeri, H. caulescens, H. fournieri, H.
liliputana e H. rupestris, através das técnicas de bandamento C, CMA/DA/DAPI, DAPI/AMD e
hibridacdo in situ para a regidao 45S de DNAr, no Capitulo 3. Além disso, no Capitulo 2 €
apresentado o cariotipo da espécie H. bradei em comparacdo com o cariétipo de uma nova espécie
descrita em 2005, denominada H. viridiflora, ja que ambas s@o sugeridas como espécies bastante

proximas entre si € ocorrem em sincronopatria. A distribuicdo das espécies estudadas pode ser
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visualizada na Figura 1. Além de complementar os dados observados por BLUMENSCHEIN (1957), o
presente trabalho teve como objetivo a observacdo das caracteristicas cromossdmicas das espécies
citadas acima ndo s6 objetivando caracterizar e diferenciar as espécies entre si, como também
analisar a importancia da poliploidia e de possiveis alteracOes estruturais nos cromossomos para a
evolucdo do grupo, além de averiguar indicios ndo s6 de uma suposta origem hibrida como também

de processos de hibridacao recentes entre espécies.
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Figura 1: Mapa de distribui¢ao das espécies de Hoffmannseggella H.G.Jones estudadas. (Mapa elaborado e gentilmente cedido por
C.F.Verola, programa DIVA).
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4. CAariTULO 1

NUMEROS CROMOSSOMICOS E COMPORTAMENTO MEIOTICO DE SETE ESPECIES DE

HOFFMANNSEGGELLA H.G. JONES (LAELIINAE, ORCHIDACEAE)
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4.1) RESuMoO:

Dentro da familia Orchidaceae, composta por cerca de 25.000 espécies, o género Laelia Lindl.,
antigamente composto pelas se¢des Laelia, Podolaelia, Calolaelia (México e América Central), Cattleyoides,
Hadrolaelia, Microlaelia e Parviflorae (Brasil), foi recentemente desmembrado, sendo mantido o género
Laelia apenas para as espécies mexicanas. As espécies brasileiras foram reclassificadas nos géneros Dungsia,
Hadrolaelia, Microlaelia e Hoffmannseggella. Este tltimo género (antiga secdo Parviflorae) é composto por
espécies rupicolas, endémicas da Cadeia do Espinhaco/MG. Estudos sugerem uma evolucio rdpida para o
género, com a transicdo do hdbito epifitico para o rupicola, mudanca de polinizadores e eventos de
hibridizacao e poliploidia como os principais mecanismos evolutivos envolvidos na origem das espécies de
Hoffmannseggella. Estudos cromossdmicos prévios haviam sugerido o nimero basico de x=20 para o género,
com alta incidéncia de polipléides. No presente trabalho, foram obtidas contagens cromossdmicas para sete
espécies: H. angereri n=20/2n=40, H. briegeri 2n1=80, H. cinnabarina 2n=40, H. crispata n=20, H. fournieri
n=20/2n=40, H. liliputana 2n=40 e H. rupestris n=40/2n=80 e 2n=40), sendo quatro inéditas (H. angereri, H.
cinnabarinna, H. fournieri, H. liliputana). Em H. rupestris e H. briegeri, ambas de origem polipldide
(2n=80), foi observada a ocorréncia de aneussomatia nos tecidos radiculares. Hoffmannseggella rupestris
apresentou também citétipos, com as duas populacdes de Diamantina e uma populacdo de Francisco S&/MG
apresentando 2n=80 cromossomos e as popula¢des de Botumirim e Grao Mogol/MG apresentando 2n=40
cromossomos. Anormalidades meidticas foram observadas em véarias espécies, com presenca de
monovalentes, disjuncdo adiantada de bivalentes e possiveis tetravalentes nas espécies polipldides.
Entretanto, as espécies apresentaram alta normalidade de tétrades, variando de 86,4% em H. rupestris a

99,3% em H. fournieri.
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4.2) INTRODUCAO

A familia Orchidaceae € uma das maiores familias de Angiospermas conhecidas, possuindo
cerca de 25.000 espécies, representando cerca de 7% das fanerégamas existentes (PUL & DODSON
1966). Na tribo Epidendreae, conforme apresentada por PABST & DUNGS (1975), a subtribo
Laeliinae Bentham possuia 1466 espécies, agrupadas em 43 géneros, com espécies caracterizadas
por plantas epifiticas ou terrestres, com caule delgado ou em pseudobulbos, folhas disticas ou
terminais, conduplicadas e usualmente articuladas, e inflorescéncia, em sua maioria, terminal. As
flores podem ser grandes ou pequenas € muitas apresentam nectidrio em forma de cuniculo
(DRESSLER 1981). Nesta subtribo, PABST & DUNGS (1975), seguindo o sistema de SCHLECHTER
(1917), posicionaram o género Laelia Lindl., dividindo o mesmo em sete secOes, sendo Laelia,
Podolaelia e Calolaelia ocorrentes no México e América Central, enquanto que Cattleyoides,
Hadrolaelia, Microlaelia e Parviflorae eram exclusivamente brasileiras (BARROS 1990). A secdo
Parviflorae era caracterizada por espécies, em sua maioria, rupicolas (VAN DEN BERG et al. 2000).

Andlises moleculares recentes, utilizando as seqiiéncias de DNA ITS 1 e ITS 2, sugeriram
que o género Laelia seria polifilético, e as espécies brasileiras de Laelia, e principalmente da se¢do
Parviflorae, deveriam ser incluidas e sinonimizadas sob o género Sophronitis Lindl. (VAN DEN
BERG et al. 2000; VAN DEN BERG & CHASE 2000). Entretanto, no seqiienciamento das seqiiéncias
ITS 1 e ITS 2 foram obtidas poucas diferencas entre as espécies de Laelia da secdo Parviflorae
estudadas, de forma que os clados obtidos possuem uma sustenta¢io baixa, além de haverem varias
politomias (VAN DEN BERG et al. 2000).

CHIRON & CASTRO NETO (2002) sugeriram, com base nas caracteristicas morfoldgicas e
ambientais, aliadas aos dados moleculares obtidos por VAN DEN BERG et al. (2000), que o género
Hoffmannseggella H.G.Jones deveria ser reconsiderado para acomodar as espécies rupicolas,
conforme anteriormente proposto por H.G.JONES (1968). Ainda segundo este autor, o género Laelia

seria mantido apenas para as espécies epifitas mexicanas, das secdes Laelia, Podolaelia e



25

Calolaelia. Desta forma, as espécies que estavam previamente circunscritas na se¢do Parviflorae,
com excegdo das espécies Laelia harpophylla, L. brevicaulis e L. kautskyi (que juntas atualmente
formam o género Dungsia Chiron & V.P.Castro), foram transferidas para o género
Hoffmannseggella H.G.Jones. Entretanto, a situacdo taxondmica do género Hoffmannseggella, com
aproximadamente 32 espécies, ainda estd em discussdo, e a delimitacdo das espécies dentro do
género € complexa, devido a alta variabilidade intra-especifica e ao aparecimento de individuos com
caracteristicas intermedidrias entre espécies previamente aceitas (BARROS 1990).

Os campos rupestres, ambiente em que ocorrem a maioria das espécies do género
Hoffmannseggella, geralmente possuem topografia acidentada, clima e solo secos. Estdo
amplamente associados a Cadeia do Espinhacgo, nos estados de Minas Gerais e Bahia, com partes
disjuntas da mesma cadeia entre os limites de latitude de 21°10” e 10°S. A Cadeia do Espinhago €
formada de uma area de aproximadamente 1000 km de extensdo e entre 50 e 100 km de largura, e
esta a mais de 800 m acima do nivel do mar. Seu limite ao sul é a Serra do Ouro Branco, ao sul da
cidade de Ouro Preto, em Minas Gerais, e ela se extende ao norte até o estado da Bahia (GIULIETTI
& PIRANI 1988).

Os campos rupestres ndo formam um unico tipo de vegetagdo, mas sim um mosaico de
comunidades relacionadas, condicionadas pela topografia local, pelo angulo de declividade, pelas
influéncias microcliméticas e pela natureza do substrato. As mesmas familias de plantas ocorrem por
todo o campo rupestre, mostrando habito convergente. Entretanto, hd uma extraordindria variedade
de géneros e, principalmente, espécies, sendo que muitas sdo endémicas (GIULIETTI & PIRANI 1988).
JOLY (1970) considerou que os campos rupestres possuem o maior grau de endemismo quando
comparados a outros tipos vegetacionais brasileiros.

Segundo GIULIETTI & PIRANI (1988), as regides montanhosas onde ocorrem 0s campos
rupestres sdo descontinuas; as espécies sao representadas por populagdes disjuntas, tornando dificil a

interpretacdo do conceito de espécies. Com a formacao de barreiras geograficas, surgem obstdculos
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para que ocorra fluxo gé€nico entre tais populagdes. As condicdes ecoldgicas destes ambientes
possivelmente propiciem uma especiacao intensa, podendo ser um dos fatores dos endemismos e
1solamentos encontrados em géneros e espécies que ocupam este habitat (GIULIETTI & PIRANI 1988).

Estudos sugerem que o género Hoffmannseggella teria surgido através de uma “explosdo”
evolutiva, com a penetracdo das espécies em uma nova drea ecoldgica (os campos rupestres) e
transicdo do hdébito epifitico para o hébito rupicola. Paralelamente, teria ocorrido mudanca de
polinizadores, indicada pela diminuicdo no tamanho das flores e mudanca no padrdo de cores
(BLUMENSCHEIN 1960a; BRIEGER 1960, 1961, 1966), sugerindo inclusive que espécies deste género
seriam ornitofilas, em contraste as outras se¢oes de Laelia que seriam melitofilas (DRESSLER 1981).
Além desses fatores, a ampla troca de genes proporcionada eventos de hibridizacdo e poliploidia
sugerem que estes foram importantes no processo de evolugao do grupo (BARROS 1990).

A origem por poliploidia e hibrida¢do foi originalmente sugerida por BLUMENSCHEIN
(1960a), através de estudos cromossOmicos, para espécies de Hoffimannseggella (antigamente
incluidas na secdo Parviflorae de Laelia): H. mixta (Hoehne) V.P.Castro & Chiron, H. milleri
(Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & Chiron, H. crispata (Thumb.) H.G.Jones e H. caulescens
(Lindley) H.G.Jones. BLUMENSCHEIN (1960b) chamou atengdo ainda para a grande quantidade de
polipldides dentro do subgénero Cyrtolaelia de Laelia (atual género Hoffmannseggella). De acordo
com PABST & DUNGS (1975) existem oito hibridos naturais documentados dentro da antiga se¢do
Parviflorae de Laelia, incluindo indmeros hibridos entre os gé€neros Laelia e Cattleya Lindl. Pelo
fato de ainda estarem ocorrendo eventos de hibridizacido entre as espécies de Hoffmannseggella,
BARROS (1990) sugeriu que a “explosao” evolutiva do género ainda estd em andamento. ANDERSON
(1948) observou também que distirbios no habitat poderiam levar a um aumento na freqii€ncia de
hibridos através da quebra de barreiras reprodutivas pré-zigéticas, como a especificidade de
polinizadores, considerada como a principal barreira reprodutiva inter-especifica dentro da familia

Orchidaceae (DRESSLER 1981).
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Em um estudo de cruzamentos artificiais inter-especificos entre os géneros Laelia, Cattleya,
Brassavola, Epidendrum, Schomburgkia e Sophronitis, STORT (1984) obteve diversos hibridos com

altas porcentagens de tétrades normais e ainda cruzamentos bem sucedidos entre os hibridos Fj.

Estudos citogenéticos na subtribo Laeliinae sdo extremamente escassos, sendo documentados
os ndmeros cromossomicos de 2n=40, 2n=60 e 2n=80, distribuidos entre 12 espécies de
Hoffmannseggella, uma de Dungsia, duas de Hadrolaelia e uma de Laelia (Tabela 1), cultivadas em
casa de vegetacdo. BLUMENSCHEIN (1960b) ainda sugeriu o nimero bédsico de x=20 para o antigo
género Laelia. Nesse outro estudo foram também observadas por BLUMENSCHEIN (1957)
anormalidades meidticas em algumas espécies, como Hoffmannseggella crispata, H. mixta ¢ H.
cinnabarina.

No presente trabalho, sdo analisados 0s nimeros cromossdmicos € comportamento meidtico
de sete espécies de Hoffmannseggella (H. angereri, H. briegeri, H. cinnabarina, H. crispata, H.
fournieri, H. liliputana e H. rupestris), distribuidas na Cadeia do Espinhaco com o objetivo de
caracterizar e diferenciar as espécies entre si, analisar a importancia da poliploidia para a evolugdo
do grupo e averiguar a existéncia de indicios que possam respaldar a suposta origem hibrida de
algumas espécies, bem como processos de hibridizacdo interespecifica recentes.
Concomitantemente, verificou-se também se algumas das caracteristicas observadas por
BLUMENSCHEIN (1957) em espécies mantidas sob condi¢des de casa de vegetacdo, se mantinham nas
mesmas espécies coletadas diretamente do ambiente natural, os campos rupestres da Cadeia do

Espinhaco.
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Tabela 1: Espécies de Laelia (L.) documentadas por Blumenschein (1960b) quanto ao nimero

cromossOmico (2n), com as respectivas denominacdes atuais, nos géneros Hoffmannseggella (H.),

Dungsia e Hadrolaelia.

DENOMINACAO ANTIGA DENOMINACAO ATUAL 2n
SECAO ESPECIE ESPECIE
Parviflorae  L.briegeri Blumensch. | H. briegeri (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & 80
Chiron
L. caulescens Lindl. H. caulescens (Lindley) H.G.Jones 80
L. cinnabarina Batem | H. cinnabarina (Batem. ex Lindley) H.G.Jones 40
L. crispilabia A. Rich. | H. caulescens (Lindley) H.G.Jones 80
L. esalqueana H. esalqueana (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro 40
Blumensch. & Chiron
L. flava Lindl. H.crispata (Thunb.) H.G.Jones 40
L. longipes Rchb. f. H. longipes (Rchb. f.) V.P.Castro & Chiron 40, 60, 80
L. milleri Blumensch. H. milleri (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & 40
Chiron
L. mixta Hoehne H. mixta (Hoehne) V.P.Castro & Chiron 40
L. ostermayerii Hoehne | H. longipes (Rchb. f.) V.P.Castro & Chiron 40
L. rupestris Lindl. H. rupestris (Lindley) V.P.Castro & Chiron 80
L. tereticaulis Hoehne | H. tereticaulis (Hoehne) H.G.Jones 80
L. harpophylla Rchb. f. | Dungsia harpophylla (Rchb. f.) Chiron & 40
V.P.Castro
Cattleyodes L. purpurata Lindl. Hadrolaelia. purpurata (Lindley & Paxton) 40
Chiron & V.P.Castro
Hadrolaelia L. pumila Rchb. f. Hadrolaelia. pumila (Hooker) Chiron & 40
V.P.Castro
Podolaelia L. anceps Lindl. Laelia anceps Lindl. 40




29

4.3) MATERIAL E METODOS
4.3.1) Espécies coletadas

Foram coletados meristemas radiculares e/ou botdes florais e ovdrios imaturos das espécies
do género Hoffimannseggella H.G.Jones listadas na Tabela 2, em populacdes com grande nimero de
individuos. Foram coletados materiais testemunho das espécies e populagcdes encontradas em estagio
reprodutivo e depositados no Herbario da Universidade Estadual de Campinas (UEC), com ntiimeros
de coletores citados na Tabela 2. A identificacdo botanica foi feita por Christiano Franco Verola
(doutorando do Curso de P6s Graduacdo em Ecologia/UNICAMP).

A coleta de raizes para tratamento s6 foi possivel no periodo em que as plantas encontravam-
se em seu estado vegetativo. No periodo de floracao poucas raizes novas foram encontradas. Neste
periodo foram coletados apenas botdes florais e ovarios imaturos.

Além das espécies cujo material foi coletado diretamente no campo, foram coletados
meristemas radiculares ou botdes florais de exemplares cultivados na casa de vegetacdo do
Departamento de Genética/IB/UNICAMP (Tabela 2). Dentre estes, citam-se trés, previamente
identificados como Laelia crispata 2, Laelia rosa 02 e Laelia sp., que apds acompanhamento de
floracao por dois anos consecutivos, foram identificadas por Christiano Franco Verola como sendo

populagdes de H. rupestris e foram tratadas como Pop 1, Pop 2 e Pop 3, respectivamente.

4.3.2) Pré-tratamento, fixacdo e armazenamento

Os meristemas radiculares foram coletados entre 6h e 9h da manha., enquanto os botdes
florais e ovarios imaturos foram coletados tanto no periodo da manha quanto da tarde. Os
meristemas radiculares e ovarios imaturos foram pré-tratados em 8-Hq 0,002M por 24h a 4°C. As
raizes, os ovarios imaturos e os botdes florais foram fixados em solu¢cdo Carnoy contendo etanol,
acido acético glacial e cloroférmio (6:3:1), por no minimo 24h, a temperatura ambiente, e

armazenados em freezer.
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4.3.3) Analise mitdtica

Para a andlise mitética, as raizes e ovdrios imaturos pré-tratados foram lavados em dgua
destilada e digeridos em HCI 5N por 20 minutos. Apds outra lavagem, o dpice meristematico, ou o
ovario imaturo, foi fragmentado sobre a 1amina em uma gota de acido acético 45%. O material foi
esmagado e a laminula retirada em Nitrogénio liquido. Depois de secas, as laminas foram coradas
em solugdo de Giemsa 2% (GUERRA, 1983) por aproximadamente 10 minutos. Depois de lavadas e
secas, as laminas foram montadas com meio rdpido de montagem (Entellan ou Allklan). Foram
observadas cerca de 20 células de cada espécie para determinacdo do numero cromossomico,
provenientes de diferentes clones, com excecdo das espécies H. liliputana e H. crispata, e das Popl,
2 e 3 de H. rupestris que apresentaram pouco material disponivel. As laminas foram observadas em
microscopio optico e as melhores células foram’ fotografadas em fotomicroscopio Olympus BX51,

utilizando filme PB ISO 25 (Imagelink — Kodak) ou ISO 50 (PanF — Ilford).

4.3.4) Analise meidtica e normalidade de tétrades

Para a andlise meiodtica, polinias foram retiradas dos botdes florais fixados e esmagadas em
carmim acético 1,2%, sendo as laminulas seladas com esmalte incolor. As células foram
fotogratadas em Fotomicroscopio Olympus BX51, em filme PB ISO 25 (Imagelink — Kodak) ou
ISO 50 (PanF - Ilford).

Para a andlise de normalidade de tétrades, polinias em fases mais adiantadas foram
esmagadas também em carmim acético 1,2%. Cinco diferentes polinias (uma por lamina),
pertencentes a diferentes clones, foram analisadas de cada espécie/populagdo e em cada lamina
foram observados 20 campos distribuidos por toda a lamina, escolhidos de forma aleatoria, em

objetiva de 40X, para a analise de cerca de 1000 tétrades por populagdo. O desvio-padrao (DP) foi
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calculado com base na porcentagem de tétrades normais e anormais observadas, dentre as cinco

polinias analisadas e entre as diferentes populacgoes.
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Foram obtidas contagens cromossomicas de sete espécies de Hoffmannseggella (Tabela 2).

Espécie nimero  populacio n 2n REFERENCIA
H. angereri (Pabst) V.P.Castro CL27 Diamantina/MG 20 40 inédita
& Chiron* Cachoeira dos Cristais
CL28 Milho Verde/MG 40 inédita
Coérrego do Inferno
H. briegeri (Blumensch. ex C.F.V. Serro/MG 64-84 2n=80,
Pabst) V.P.Castro & Chiron * 0056 Distrito de Pedro Lessa Blumenschein
1960b
H. cinnabarina (Batem. ex C.F.V. Catas Altas’/MG 40 inédita
Lindley) H.G.Jones * 0069 Serra do Caraga
H. crispata (Thunb.) CFE.V. Sao Thomé das 20 2n=40,
H.G.Jones 0110 Letras/MG Blumenschein
Serra de Sdo Thomé 1960b
H. fournieri (Cogniaux) J.Y.C. Ouro Preto/MG 20 40 inédita
V.P.Castro & Chiron 03/052 Serra do Itatiaia
H. liliputana (Pabst) J.Y.C Ouro Branco/MG 40 inédita
H.G.Jones 03/059 Serra do Ouro Branco
H. rupestris (Lindley) J.Y.C. Diamantina/MG ca40 52-75 2n=80,
V.P.Castro & Chiron 03/020 Biribiri Blumenschein
1960b
J.Y.C. Diamantina/MG ca40 54-76
03/032 Afloramento de Soberbo
J.Y.C Diamantina/MG 80
03/043 Caminho dos Escravos
popl* Francisco S&/MG ca.70
pop2*  Botumirim/MG 40
pop3* Grao Mogol/MG 40

Tabela 2: Espécies de Hoffmannseggella analisadas quanto ao niimero cromossémico, com nimero do

coletor, localizagdo das populagdes, nimero de bivalentes durante a meiose (n), nimero cromossomico

mitético (2n) e comparagdo com dados obtidos anteriormente na literatura (Referéncia). * - Espécies que

tiveram seu material coletado a partir de exemplares mantidos em casa de vegetacao.

4.4.1) Hoffmannseggella angereri

Esta espécie (Fig. 1A) apresentou 2n=40 cromossomos (Figs. 1B e 1C) em metafase mitdtica

em ambas as populacdes amostradas (Tabela 2).



33

Na meiose, a espécie apresentou predominantemente n=20II (Fig. 1D), mas foram
observadas algumas anormalidades meidticas, como células apresentando n=191I (Fig. 1E), n=191I +
21 (Fig. 1F), n=191I + 3I (Fig. 1G), n=20II +1I (Fig. 1H), n=201II + 2I (Fig. 1I) e n=211I (Fig. 1J). As
duas populacdes apresentaram alta normalidade de tétrades, sendo 99,1% para a populacdo CL28 e
95,5% para CL27, mas foram observadas poliades com até 2 micrdcitos (Fig 1K).

O material utilizado para a andlise desta espécie, de ambas as populacdes, foi obtido na casa
de vegetacdo do Departamento de Genética/IB/UNICAMP. Esta espécie ocorre também na regido de
Diamantina, porém em locais de dificil acesso, ndo sendo possivel a coleta de material para anélise
cromossOmica diretamente no campo. Junto a populagdo localizada proximo a Cachoeira dos

Cristais foi também encontrada uma populacdo de H. rupestris. Em casa de vegetacdo, estas

espécies apresentam periodos de floracdo sobrepostos.

4.4.2) Hoffmannseggella briegeri

Esta espécie foi encontrada, no campo, apenas em estado vegetativo, ou com flores abertas
(Fig. 2A), ndo sendo possivel coletar botdes florais. Também ndo foram obtidos bons resultados
com as raizes coletadas diretamente no campo. Dessa forma, foram utilizados individuos mantidos
em casa de vegetacdo, provenientes de Serro/MG.

Foi observada variagdo no nimero de cromossomos obtidos em metéfase mitdtica, de 2n=64
até 2n=84, sendo o numero mais freqiiente 2n=78 (26,32%). A variagdo de numeros foi observada
ocorrendo dentro de um mesmo meristema radicular, e se repetiu em diferentes clones. Sdo

apresentadas fotos com 2n=73 (Fig. 2B) e 2n=75 (Fig. 2C) cromossomos.

4.4.3) Hoffmannseggella cinnabarina
O material para a andlise mitotica desta espécie (Fig. 2D) foi obtido a partir de individuos

cultivados em casa de vegetacdo. A populacdo analisada € proveniente de Catas Altas — MG, da
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Serra do Caraca, e apresentou 2n=40 cromossomos (Fig. 2E).

4.4.4) Hoffmannseggella crispata

Desta espécie (Fig. 2I) foi possivel dispor apenas de botdes florais, pois o material foi
coletado no municipio de Sao Thomé das Letras — MG por outro coletor (C.F.Verola). Nao foi
possivel analisar as vdrias fases da meiose, encontrando-se apenas tétrades de microsporos, que se
apresentaram normais (Fig. 2H). No entanto, através da observagdo da primeira divisdo mitética do

grao de polen foi possivel de se estabelecer n=20 cromossomos (Figs. 2F e 2G).

4.4.5) Hoffmannseggella fournieri

Nesta espécie (Fig. 3A) foi obtida a contagem de n=I19Il + 2I (Fig. 3B) e 2n=40
cromossomos (Fig. 3C). A andlise meiodtica foi feita em células em diacinese. Nesta fase, alguns
cromossomos encontram-se ndo pareados em bivalentes (Fig. 3B, setas). Entretanto a espécie

apresentou alta normalidade de tétrades, com 99,3% de normalidade.

4.4.6) Hoffmannseggella liliputana

Nesta espécie (Fig. 3D) foram encontrados 2n=40 cromossomos (Fig. 3E). Contrariamente
ao esperado, conseguiu-se pouco material desta espécie, pois foram coletados fora da em época
reprodutiva. A coleta de meristemas radiculares também mostrou-se bastante dificil, pois os

individuos ocorrem incrustrados em fendas de rochas (Fig. 3D).

4.4.7) Hoffmannseggella rupestris
Através da andlise mitética de H. rupestris (Fig. 4A a 41), realizada a partir de meristemas
radiculares, foram obtidos ndmeros cromossdmicos aproximados de duas populacdes de

Diamantina, uma préxima a Biribiri (n° de coleta: 03/020 e 03/036) (Fig. SA a 5D) e no morro do
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Soberbo (n°S de coleta 03/0032, 03/033 e 03/041) (Fig. 6A a 6D). Ambas apresentaram 2n=ca.70
cromossomos. Foram encontradas células variando de 52 a 76 cromossomos, sendo mais freqiientes
os numeros 66 (10%), 67 (7,5%), 68 (7,5%), 69 (12,5%) e 74 (10%), em um total de 40 células
analisadas. Assim como observado em H. briegeri, a variagdo nos ndmeros cromossomicos foi
observada dentro de um mesmo meristema radicular, e repetiu-se em diferentes clones amostrados.
Ambas as populacdes apresentaram esta variacdo, oscilando de 52 a 75 cromossomos na populagao
de Biribiri e de 54 a 76 cromossomos na de Soberbo. Os cromossomos apresentaram um padrao de
condensacdo proximal, partindo provavelmente da regido centromérica, o que pode ser observado
principalmente nas pro-metafases (Figs. 5B e 6A). Apesar da variacdo encontrada em meristemas
radiculares, o tecido de ovario observado na populagdo 03/043 (Diamantina, Caminho dos Escravos)
apresentou 2n=80 cromossomos (Cap. 3).

Através da andlise meidtica foram obtidos nimeros cromossdmicos de trés populagdes de
Diamantina: afloramentos de Biribiri (Figs. SE a 5J), Soberbo (Fig. 6E) e Caminho dos Escravos
(n° de coleta 03/043) (Figs. 6J e 6K). Foram observados n=ca.40 cromossomos nas trés populacoes,
sendo freqiiente a observacdo, na populacio de Biribiri, de conformagdes em diacinese e metafase |
que indicam a possibilidade de existirem pelo menos dois tetravalentes (Figs. SE, 5G, 5H e 5]).
Foram também observadas anidfases com cromossomos retardatarios (Figs. SK e SL; Figs. 6F e 6G).

A andlise de tétrades, nas trés populacdes mencionadas acima, mostrou altas porcentagens de
normalidade, variando de 86,4 a 89,2% (Tabela 3). Foi observada alta variacdo na normalidade de
tétrades entre flores de uma mesma populacdao, demonstrada pelo desvio-padrio de 11,4 a 6,6
(Tabela 3). Entretanto ndo foi observada grande variacdo na normalidade de tétrades entre as

populacdes, com desvio-padrao de 1,53 (Tabela 3).
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Espécie Populaciao TN % TA % Total
H. rupestris Biribiri 991 864+114 120 13,6+114 1111
Soberbo 734 892+6,6 94 108+6,6 828
Caminho dos 995 88,8+7,7 108 11,2+7,7 1103
Escravos
DP=1,531

Tabela 3— Normalidade de tétrades de Hoffmannseggella rupestris em diferentes populagcdes de Diamantina,
indicando niimero (TN) e porcentagem média (%) de tétrades normais, nimero (TA) e porcentagem média

(%) de tétrades anormais, total de tétrades analisadas e desvio-padriao (DP) calculado entre as populacdes.

As tétrades anormais geralmente apresentaram um ou dois microcitos (Figs. SM e SN, Figs.
6H e 6L), sempre adicionais aos quatro micrésporos presentes na tétrade normal (Fig. 6I).

A espécie H. rupestris foi a espécie encontrada com distribuicdo mais ampla por toda a
regido de Diamantina e também a que apresentou maiores populacdes. Em abril foram encontrados
alguns individuos com frutos e, em julho, individuos com flores, em todas as populacdes visitadas.
Também foram observados alguns individuos ainda com frutos, principalmente em uma regidao do
municipio de Diamantina proxima a Biribiri, em um afloramento ao lado da Cachoeira dos Cristais.

Foi observada, em todas as populagdes, grande variacdo morfoldgica (Fig. 4) tanto no que se
refere a parte vegetativa, com pseudobulbos e folhas variando em comprimento (Fig. 4D) e
coloragcdo (pseudobulbos desde amarelados até avermelhados), quanto na reprodutiva, isto é, as
flores. Estas espécies apresentaram grande variacdo no padrdo de coloracdo, variando desde um
magenta homogeneamente distribuido ao longo das tépalas (Fig. 4F) até rosa claro (Fig. 4H e 4I),
além da combinacdo das duas caracteristicas anteriores com manchas brancas na regido central das
tépalas (Fig. 4A, 4E e 4G). A intensidade e a tonalidade da coloragdo amarela no interior do labelo

também variou desde amarelo claro até amarelo ouro. Outra caracteristica variavel que pode ser
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observada também na Fig. 4D, € o comprimento do escapo floral, variando desde o mesmo
comprimento da folha até bem mais longo. Por este motivo, em alguns casos foram dados nimeros
de coleta diferentes dentro da mesma area e época de coleta.

Dentre as populacdes que tiveram material amostrado a partir de indivaduos cultivados em
casa de vegetacdo, a Popl, proveniente de coleta realizada proxima a Usina, em Francisco Sa / MG,
apresentou 2n=ca.70 cromossomos, tendo sido observados os numeros 2n=72 (Fig. 7A), 2n=73 (Fig.
7B) e 2n=69 (Fig. 7C). Como as raizes foram obtidas a partir de um unico individuo, conseguiu-se
poucas células. Este material estd identificado na colecdo mantida pelo Departamento de
Genética/IB/UNICAMP como Laelia crispata 2.

A Pop2, proveniente de Botumirim/MG, foi a primeira a ser testada a partir de individuos
mantidos em casa de vegetagcdo. Esta espécie apresentou 2n=40 cromossomos (Figs. 7D a 7F) e,
assim como as outras espécies estudadas, apresentou padrdo de condensagcdo proximal dos
cromossomos, partindo, provavelmente, da regido centromérica em direcdo as extremidades. Esta
espécie estd identificada na casa de vegetagdo como Laelia rosa 02.

A Pop3, identificada em casa de vegetacdo como Laelia — Grao Mogol, apresentou o nimero
de 2n=40 cromossomos em pré-metéfases mitéticas (Figs. 7G a 7J), obtidas a partir das polinias. E
interessante notar que as células mitéticas obtidas ndo foram submetidas a pré-tratamento, entretanto
apresentaram bom espalhamento. Em algumas células meidticas em anafase I, foram observadas

anormalidades (Fig. 7K), como fragmentos ou cromossomos provavelmente perdidos, que ndo

seriam incorporados aos micrésporos.
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4.5) DISCUSSAO

Os dados obtidos at€ o momento confirmam o numero bésico de x = 20 para o género
Hoffmannseggella, estudado anteriormente por BLUMENSCHEIN (1960b) sob a denominacao Laelia
secdo Parviflorae. A maior parte dos nimeros cromossdmicos obtidos € inédita para as espécies (H.
angereri, H. fournieri e H. liliputana). Os dados obtidos apdiam os relatos de BLUMENSCHEIN
(1960a e 1960b) para H. crispata (n=20 e 2n=40) e populacdes polipldides de H. rupestris (n=40 e
2n=80). Provavelmente a espécie H. briegeri também possui 2n=80, conforme citado por
BLUMENSCHEIN (1960a e b), nimero que estd dentro da variacdo (2n=64-84) obtida no presente
trabalho, para células de meristema radicular. Provavelmente, H. briegeri apresente 0 mesmo padrao
encontrado em H. rupestris, no qual ha variacdo aneupldide (2n=52-76) nas células de meristema
radicular, mas 2n=80 cromossomos em células provenientes de ovarios imaturos.

A aneussomatia, encontrada nas células provenientes de meristema radicular em H. rupestris
e H. briegeri, poderia apenas refletir a dificuldade em trabalhar com este tipo de material, mas €
notavel que ndo tenha sido observada em outras espécies, assim como em tecido proveniente de
ovérios imaturos. Parece mais plausivel supor que os meristemas radiculares estejam sujeitos a
aneussomatia, € que os tecidos do ovario apresentem um numero cromossomico constante (2n=80
no caso de H. rupestris), o que garantiria a estabilidade reprodutiva sexuada na espécie. A
ocorréncia de diferentes ndmeros cromossOmicos em diferentes tecidos e estidgios de
desenvolvimento dos mesmos foi observada no hibrido Vanda Miss Joaquim (Orchidaceae), por LIM
& LoH (2003). Neste hibrido, células multiploides foram observadas em folhas, raizes e coluna, mas
nao no dpice do escapo floral, caule, perianto e pedicelo. A variacio de nimeros cromossdmicos
entre individuos e até mesmo entre os diferentes tecidos de um mesmo individuo foi documentada
também em Ornithogalum divergens Boreau (Liliaceae), por COUDERC et al. (1985). Nesse trabalho,
o estudo de biologia reprodutiva demonstrou que esta variagdo intra-individual de ndmeros

cromossOmicos (em ovdrios, estames e raizes) dificultou a fecundacao e a formagdo de frutos tanto
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na autopoliniza¢do quanto na polinizag¢do cruzada, mas facilitou os cruzamentos interespecificos. Os
autores sugerem que a variabilidade intraindividual, no padrdo cromossomico, facilita os
cruzamentos entre espécies que sejam suficientemente proximas geneticamente, mesmo que
normalmente distintas por férmulas cariotipicas.

A existéncia de diferentes citotipos em H. rupestris € documentada no presente trabalho, com
as populagdes dos municipios de Diamantina/MG e Francisco S&/MG apresentando 2n=ca.80/70
cromossomos € as populagdes de Botumirim/ MG e de Grao Mogol/MG apresentando 2n=40
cromossomos. E possivel que dentro de uma mesma populagdo de H. rupestris existam individuos
com outros citétipos diferentes, como 2n=40 (2x), 60 (3x) e 80 (4x), da mesma forma que foi
documentado para H. longipes por BLUMENSCHEIN (1960b), em individuos cultivados em casa de
vegetacdo. Caso existissem diferentes citotipos dentro de uma mesma populagcdo ou em populacdes
muito proximas, seria possivel que estes citétipos estivessem cruzando entre si, formando uma série
polipldide. Para obtengdo do nimero 2n=ca.70 cromossomos, deveria haver cruzamentos entre
individuos com 2n=60 e 2n=80, com unido de gametas 3x/2 e 2x. Em um trabalho de revisdo,
RAMSEY & SCHEMSKE (1998) observaram que triploides freqiientemente produzem grande
quantidade de pdlen 3x/2 e baixas freqii€ncias de pdlens haploide (x) e diploide (2x). Entretanto,
observaram também que a fertilidade de pdlen estava altamente correlacionada a quantidade de
polen eupldide (x e 2x). Além disso, o levantamento de estudos de cruzamentos envolvendo
triploides, hibridos e ndo hibridos, demonstrou que cruzamentos realizados entre individuos 3x e 4x
resultaram em individuos predominantemente 4x.

Outra hipétese, que poderia explicar ndo s6 a aneussomatia, como também as anormalidades
meidticas encontradas, seria a de que H. rupestris constitui um sistema hibrido, no qual duas
espécies dipldides diferentes teriam gerado hibridos que, ou estariam retrocruzando com os
parentais, ou estariam cruzando entre si. Observando os dados obtidos em meiose, pode-se sugerir

que H. rupestris seja um alopolipldide segmental, no qual, dentre os dois conjuntos distintos de
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genomas que originaram o alopolipldide, existem pelo menos dois pares de cromossomos
homedlogos - cromossomos com um certo grau de homologia - que se associam formando os
tetravalentes durante a metédfase I. Ainda na revisdo realizada por RAMSEY & SCHEMSKE (1998), os
autores observaram também que a freqiiéncia de polipldides espontineos € maior em sistemas
hibridos que em nao-hibridos, e novos poliploides em sistemas ndo-hibridos sdo muito raros e
tipicamente tripldides. Essa hipotese estaria de acordo com a sugestdo de BLUMENSCHEIN (1960a) de
que vdrias espécies da secdo teriam surgido por poliploidia ou hibridacao.

De acordo com STACE (2000), o grau de homologia existente em um alopoliploide segmental
geralmente resulta em um certo grau de fertilidade do hibrido, o qual pode ser inferido a partir das
andlises de normalidade de tétrades realizadas para H. rupestris. A ocorréncia de tétrades anormais
com formagdo de micrdcitos indica que esta espécie provavelmente possui um certo grau de
esterilidade. Tétrades que possuem micrdcitos sdo resultantes de erros durante a divisdo meidtica e €
provavel que os outros nucleos da tétrade tenham sofrido perda de material genético (FORNI-
MARTINS ef al. 1992, STORT 1984). E possivel também que tétrades que sdo aparentemente normais
por este método de coloragdo tenham sofrido uma divisdo desbalanceada, na qual os micrésporos
tenham material genético a mais ou a menos, resultando em gradiente de esterilidade. As
anormalidades observadas durante a divisdo meidtica no presente trabalho, como cromossomos
retardatdrios, tetravalentes e as tétrades com micrdcitos, estdo freqiientemente associadas a hibridos
ou espécies de origem hibrida (HOSHINO 1988, MURRAY et al. 1998, STORT 1984). O método
utilizado (carmim acético 1,2%) permite apenas visualizar a presenca dos microsporos nas tétrades
e, eventualmente, micronudcleos e micrdcitos. Para a demonstragdo da viabilidade do produto final da
microsporogénese, isto €, dos grdos de pdlen, seriam necessdrios testes de germinagdo em agar
sOlido ou mesmo nas proprias plantas (STORT 1984) para obter maior precisdo nos dados, ou entdo
ter-se uma estimativa da viabilidade dos graos através da coloracio do citoplasma dos mesmos, 0

que nao podde ser efetuado por falta de material.
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E interessante observar também que a porcentagem de tétrades normais, pela andlise do
desvio-padrado, variou muito dentro de cada populacdo amostrada (Biribiri, Soberbo e Caminho dos
Escravos) e pouco entre as populacdes de H. rupestris. Entretanto, ndo se pode garantir que cada
uma das flores das quais foram retiradas as polinias representem individuos diferentes, ndo somente
porque ndao houve este cuidado durante a coleta, como também porque espécimes proximos,
aparentemente diferentes, podem ter sido originados por propagacdo vegetativa, representando
clones de um unico individuo.

Alta variacdo intrapopulacional foi encontrada também com relagdo as caracteristicas
morfolégicas de H. rupestris. Apesar de ndo terem sido realizados testes morfométricos, € visivel a
grande variacdo que ocorre entre individuos. Chama a atencdo especialmente a variagdo no
comprimento do escapo floral, pois inflorescéncias tao longas quanto as folhas, pouco mais longas
quanto as folhas ou bem mais longas que as folhas sdo caracteristicas utilizadas por PABST & DUNGS
(1975) para separar diferentes aliancas dentro da se¢ao Parviflorae de Laelia, onde se enquadrava H.
rupestris.

Essa variagdo morfoldgica pode influenciar diretamente no trabalho do taxonomista, pois
este freqiientemente utiliza material herborizado para os estudos, sem poder observar a amplitude de
variacdo da espécie no campo. A propria espécie H. rupestris ja foi sinonimizada, juntamente com
H. tereticaulis Hoehne, sob L. crispata (Thunb.) Garay por PABST & DUNGS (1975). O nome L.
crispata foil um erro relacionado ao tipo utilizado (VAN DEN BERG & CHASE 2000), mas tanto VAN

DEN BERG & CHASE (2000) quanto MIRANDA (www.mirandaorchids.com) e BLUMENSCHEIN (1960b)

adotam H. ftereticaulis como sendo uma espécie diferente. De acordo com MIRANDA

(www.mirandaorchids.com), a diferenga que separa as duas espécies € apenas a quantidade de flores

por inflorescéncia (poucas em H. rupestris € mais de 20 em H. tereticaulis), e esta é uma

caracteristica dificil de observar apenas através de material herborizado.
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Diferentemente das espécies originadas por poliploidia, quais sejam H. rupestris (2n=80) e
H. briegeri (2n=64-84), o restante das espécies (H. angereri, H. cinnabarina, H. crispata, H.
fournieri e H. liliputana) apresentou n=20 / 2n=40 cromossomos. Isso parece contradizer a
observacao de BLUMENSCHEIN (1960b) de que a maioria das espécies da antiga se¢do Parviflorae de
Laelia é polipléide. Ainda assim, a representatividade dos polipldides € altissima neste género,
quando comparado a outros géneros da sub-familia Epidendroideae. No levantamento realizado por
BLUMENSCHEIN (1957), incluindo tanto seus proprios dados como aqueles obtidos na literatura, de
92 espécies documentadas quanto ao numero cromossomico dentro da subfamilia, apenas sete
apresentaram numero polipldide (com n=40 ou mais), sendo trés destas pertencentes ao atual género
Hoffmannseggella. Neste género, entretanto, de 16 espécies estudadas, tanto no presente trabalho
quanto em trabalhos anteriores, foram observadas cinco espécies polipldides, ou com citdtipos
polipldides, representando 31,25% das espécies estudadas.

Das espécies com 2n=40 cromossomos, apenas H. angereri é da regido de Diamantina. O
restante das espécies (H. cinnabarina, H. crispata, H. fournieri e H. liliputana) possui uma
distribuicdo mais ao sul da Cadeia do Espinhaco. Em um trabalho de revisdo feito para o género
Paepalanthus, subgénero Xeractis, HENSOLD (1986) observou que as formas mais primitivas do
género sdo encontradas na por¢do mais ao sul e a leste da Cadeia do Espinhaco. As formas mais
avancadas foram encontradas no Platd de Diamantina e Serra do Cipd, com uma tendéncia a
especializacdo em direcao a um periodo de floragdo mais curto, hébito acaulescente, xeromorfia e
uma inflorescéncia mais atrativa. De acordo com HENSOLD (1986), a por¢do mais ao sul do
Espinhaco serviu ou como local de origem do subgénero ou como refugio, na medida em que os
ciclos umidos se tornaram cada vez mais secos. De fato, as espécies e populacdes provenientes de
Diamantina (Tabela 2) parecem apresentar caracteristicas cromossdmicas provavelmente derivadas,

como a evolucdo de poliploidia e aneuploidia (COSTA Cap. 2).
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Apesar de H. angereri € H. fournieri apresentarem alta porcentagem (95,5% a 99,3%) de
tétrades normais, foram observadas anormalidades meidticas, com células apresentando variacao no
nimero de bivalentes e presenca de monovalentes. Estas anormalidades podem ser um indicativo de
que estas espécies também tenham origem hibrida, ou estejam hibridizando com uma espécie de alta
similaridade genética, ja que a grande maioria dos cromossomos possui similaridade suficiente para
formar bivalentes. Em um estudo com hibridos envolvendo os géneros Laelia, Cattleya,
Brassavola, Epidendrum, Schomburgkia e Sophronitis, STORT (1984) observou que os hibridos
apresentaram numeros haploides variando de 7 a 40 cromossomos, porém, a maioria dos hibridos
apresentou com maior freqiiéncia os numeros 19, 20 e 21. Deve-se salientar também que em muitos
hibridos foram observadas pela autora altas porcentagens de tétrades aparentemente normais,
chegando a 99,85%.

Em um grupo tdo complexo como este, a observacdo das espécies em campo € essencial,
para observar distribuicdo, floracdo e variacdo morfologica. Nas populacdoes da regido de
Diamantina, em varios locais foram encontradas espécies simpatricas e com sobreposicdo no
periodo de floragdo. A verdadeira dindmica destas espécies em campo deve ser estudada,
principalmente para ajudar na definicdo taxondmica do grupo. O género Hoffmannseggella
representa também um 6timo material para estudos evolutivos, pois dentre as espécies estudadas no
presente trabalho, grande parte delas apresentou algum tipo de anormalidade cromossomica. O que
isto realmente representa para as espécies ainda € algo que ndo pode ser estabelecido, sendo
necessarios estudos mais amplos, ndo s6é com relacdo ao caridtipo, seqiienciamento genético,
morfologia e biologia reprodutiva como também distribui¢do geogréfica detalhada das espécies e
influéncia de condi¢des ambientais, como variacdes de temperatura, regimes de chuva e até mesmo

predadores e perturbacdes de hébitat causadas por interferéncia humana.
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Figura 1 — Hoffmannseggella angereri, (A) individuo com flor, (B e C) metifases
mitéticas (2n=40) da populacdo de Milho Verde e de Diamantina / Cachoeira dos
Cristais, respectivamente; (D-J) metdfases I com (D) 20Il, (E) 1911, (F) 1911+2I, (G)
1911+ 31, (H) 2011+11, (I) 20II+2I, (J) 21II, setas indicam monovalentes; (K) tétrades,
seta indica micrécito. Barra=10pum.
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Foto: C.F.Verola

Figura 2 — (A — C) Hoffmannseggella briegeri: (A) detalhe da flor, (B e C) Metéfases
mitdticas com 2n=73/75 cromossomos respectivamente; (D - E) H. cinnabarina: (D)
inflorescéncia e (E) metafase mitética com 2n=40 cromossomos; (F - I) H. crispata: (F —
G) metédfases polinicas, com n=20 cromossomos, (H) tétrades normais, com 4
micrésporos, (I) detalhe da flor. Barra=10pum.



Figura 3 — (A — C) Hoffmannseggella fournieri: (A) Hébito, (B) diacinese com n=1911
+ 2I (setas), (C) metafase mitética com 2n=40 cromossomos; (D — E) H. liliputana:
(D) Habito, (E) pr6-metdfase mitdtica com 2n=40 cromossomos. Barra=10pum.
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Figura 4 - Individuos de Hoffmannseggella rupestris coletados em diferentes

localidades; (A — C) Diamantina, estrada para Biribiri, (D — F) Diamantina,
afloramento de Soberbo, demonstrando variacio morfolégica entre individuos (D) e
detalhes da flor mostrando variac@o na coloragdo (E e F); (G) Datas, (H) Diamantina -
Curralinho, (I) Diamantina afloramento préximo ao Caminho dos Escravos.



Figura 5 — Hoffmannseggella rupestris de Diamantina, populacdo do afloramento

de Biribiri. (A — D) Metéafases/Pr6-metafases mitdticas com 2n=ca.70 cromossomos.
(E — H) Diacineses com n=ca. 40 bivalentes, setas indicam possiveis tetravalentes. (I
— J) Metédfases 1 também com n=ca. 40 bivalentes, setas indicam possiveis
tetravalentes. (K- L) Anafases I com cromossomos retardatarios (setas). (M — N)

Tétrades anormais com micrdcitos (setas). Barra = 10pum.
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Figura 6 — Hoffmannseggella rupestris de Diamantina, (A — I) populacdo do

afloramento de Soberbo. (A — D) Metafases/Pr6-metafases mitéticas com
2n=ca.70 cromossomos. (E) Metafase I. (F- G) Anafases I com cromossomos
retardatarios (setas). (H) Tétrade anormal com micrécito (seta). (I) Tétrades
normais. (J — L) Populagdo do afloramento préximo ao Caminho dos Escravos. (J
— K) Metanafases com n=ca. 40 cromossomos. (L) Tétrade anormal com micrécito
(seta). Barra = 10pum.
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Figura 7 — Hoffmannseggella rupestris (A — C) Metédfases mitdticas da Pop. 1, de
Francisco S4/MG, com 2n=ca.70 cromossomos; (D — F) metafases mitéticas da Pop.
2, de Botumirim/MG, com 2n=40 cromossomos; (G — J) metafases mitoticas obtidas
em polinias de individuos da Pop. 3, de Grao Mogol/MG, com 2n=4(0 cromossomos;
e (K) andfase I da Pop. 3 com cromossomos ou fragmentos de cromossomos

perdidos (setas). Barra = 10um.
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5. CAPITULO 2

HOFFMANNSEGGELLA VIRIDIFLORA VEROLA & SEMIR - EVOLUCAO POR ANEUPLOIDIA A

PARTIR DE UMA ESPECIE SINCRONOPATRICA?
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5.1) REsuMo:

A espécie Hoffmannseggella viridiflora Verola & Semir (Laeliinae, Orchidaceae) foi recentemente
descoberta e descrita por Verola & Semir, e € caracterizada pela coloragdo esverdeada das sépalas, tamanho
reduzido do perianto, posicdo ereta das pecas florais e forma espatulada das pétalas com dpice ondulado. Esta
espécie foi observada ocorrendo em sicronopatria com H. bradei (Pabst) V.P.Castro & Chiron, em
Diamantina/MG, na estrada para Conselheiro Mata. Os estudos morfolégicos e fenoldgicos sugerem
proximidade entre as duas espécies. No presente trabalho, foram observados diferentes nimeros
cromossOmicos entre as espécies, com H. bradei apresentando 2n=40 cromossomos e H. viridiflora
apresentando 2n=44 cromossomos. Esta é a primeira documentagdo de origem aneupléide dentro do género,
constituido principalmente por espécies com 2n=40 e 2n=80 cromossomos. Pela observagdo de
anormalidades meidticas em H. bradei, sugere-se que a nova espécie provavelmente tenha se originado a
partir de H. bradei, através da unido de gametas desbalanceados, com n=22 cromossomos. A comparagdo dos
caridtipos de ambas as espécies permite supor que a origem de H. viridiflora ndo se deu apenas por
duplicacdo de alguns pares cromossdmicos, mas sim que poderiam ter ocorrido rearranjos cromossdomicos
apos a duplicacdo ou ainda poderia haver outra espécie parental, além de H. bradei, envolvida no surgimento

da nova espécie.
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5.2) INTRODUCAO
A familia Orchidaceae é uma das maiores familias de Angiospermas conhecidas,
possuindo cerca de 25.000 espécies, representando cerca de 7% das fanerégamas existentes (PUL &
DODSON 1966). Na tribo Epidendreae, conforme apresentada por PABST & DUNGS (1975), a subtribo
Laeliinae Bentham possui 1466 espécies, agrupadas em 43 géneros, com espécies caracterizadas por
plantas epifiticas ou terrestres, com caule delgado ou em pseudobulbos, folhas disticas ou terminais,
duplicadas e usualmente articuladas, inflorescéncia, em sua maioria, terminal. As flores podem ser
grandes ou pequenas e muitas apresentam nectario em forma de cuniculo (DRESSLER 1981). Nesta
subtribo, PABST & DUNGS (1975), seguindo o sistema proposto por SCHLECHTER (1917), haviam
situado o género Laelia Lindl., porém recentemente CHIRON & CASTRO NETO (2002) sugeriram,
através de caracteristicas morfologicas, ambientais e moleculares, que o género Hoffmannseggella
H.G.Jones deveria ser reconsiderado para acomodar as espécies rupicolas. O género
Hoffmannseggella ja havia sido criado por H.G.JONES (1968) para acomodar as espécies rupicolas
do género Laelia, sendo o género Laelia mantido apenas para as espécies epifitas mexicanas, das
secdes Laelia, Podolaelia e Calolaelia. Desta forma, as espécies que estavam previamente
circunscritas na se¢ao Parviflorae, com excecao das espécies Laelia harpophylla, L. brevicaulis e L.
kautskyi (que juntas atualmente formam o género Dungsia Chiron & V.P.Castro), foram transferidas
para o género Hoffmannseggella H.G.Jones. Entretanto, a situagdo taxondmica do género
Hoffmannseggella, com aproximadamente 32 espécies, ainda estd em discussdo, e a delimitacdo das
espécies dentro do género é complexa, devido a alta variabilidade intra-especifica e ao aparecimento
de individuos com caracteristicas intermedidrias entre espécies previamente aceitas (BARROS 1990).
Todas as espécies do género Hoffmannseggella sao endémicas dos campos rupestres € sao
encontradas principalmente na regido do municipio de Diamantina/MG. VEROLA & SEMIR
(submetido) descreveram uma nova espécie, H. viridiflora Verola & Semir, sincronopatrica com H.

bradei (Pabst) V.P. Castro & Chiron e apresentaram dados morfoldgicos comparativos entre essas
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duas espécies, assim como entre outras espécies proximamente relacionadas, como, H. esalqueana
(Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & Chiron, H. itambana (Pabst) V.P.Castro & Chiron ¢ H.
verboonenii (Miranda) V.P.Castro & Chiron. Dentre as principais caracteristicas que delimitam a
nova espécie estdo a cor esverdeada das pétalas e sépalas, além do labelo, as pétalas espatuladas e as
pecas do perianto eretas. Entretanto, os prOprios autores sugerem que a nova espécie poderia
representar apenas uma variacdo morfoldgica de H. bradei, principalmente porque H. viridiflora
apresenta baixa representatividade no local onde foram coletadas as duas espécies.

Estudos citogenéticos na subtribo Laeliinae sdo extremamente escassos, sendo documentados
os nimeros cromossdmicos de 2n=40, 2n=60 e 2n=80 (BLUMENSCHEIN 1960b, COSTA Cap. 1), com
o numero basico de x=20 para o grupo. Além da ocorréncia de poliploidia, foi também observada a
ocorréncia de aneussomatia em H. briegeri e H. rupestris (COSTA Capl) e anormalidades durante o
processo meidtico em varias espécies (BLUMENSCHEIN 1960b, COSTA Capl) . O presente trabalho
teve como objetivo o estudo cromossomico das espécies H. bradei e H. viridiflora visando
contribuir na diferenciacdo das espécies entre si € na compreensao dos mecanismos evolutivos que

podem estar envolvidos na origem de H. viridiflora.



58

5.3) MATERIAL E METODOS
5.3.1) Espécies coletadas

Foram coletados meristemas radiculares e/ou botdes florais e ovdrios imaturos das espécies
Hoffmannseggella bradei, de trés populagdes em Diamantina (Morro do Cruzeiro J.Y.C. 03/031,
Caminho dos Escravos J.Y.C. 03/057 e Conselheiro Mata CLOS) e H. viridiflora, de material
cultivado em casa de vegetacdo proveniente de Diamantina (Conselheiro Mata — UEC 139238). A
coleta de raizes s6 foi possivel no periodo em que as plantas encontravam-se em seu estado
vegetativo. No periodo de floracdo poucas raizes novas foram encontradas. Neste periodo foram
coletados apenas botdes florais e ovérios imaturos.

Material testemunho das espécies e populacdes encontradas em estdgio reprodutivo, apds
terem sido identificados, foram depositados no Herbario da Universidade Estadual de Campinas

(UEC).

5.3.2) Pré-tratamento, fixacdo e armazenamento

Os meristemas radiculares foram coletados entre 6h e 9h da manha., enquanto botdes florais
e ovarios imaturos foram coletados tanto no periodo da manha quanto da tarde. Os meristemas
radiculares e ovarios imaturos foram pré-tratados em 8-Hidroxiquinoleina (8-Hq) 0,002M por 24h, a
4°C. As raizes, os ovdrios imaturos e os botdes florais foram fixados em solu¢do Carnoy contendo
etanol, 4cido acético glacial e cloroférmio (6:3:1), por no minimo 24h, a temperatura ambiente, e

armazenados em freezer.

5.3.3) Anadlise mitdtica
Para a andlise mitética, as raizes e ovdrios imaturos pré-tratados foram lavados em dgua
destilada e digeridos em HCI 5N por 20 minutos. Apds outra lavagem, o dpice meristematico, ou o

ovario imaturo, foi fragmentado sobre a lamina com uma gota de acido acético 45%. O material foi
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esmagado e a laminula retirada em Nitrogénio liquido. Depois de secas, as laminas foram coradas
em solucdo de Giemsa 2% (GUERRA, 1983) por aproximadamente 10 minutos. Apos lavadas e secas,
as laminas foram montadas com meio rapido de montagem (Entellan ou Allklan). As laminas foram
observadas em microscopio optico e as melhores células fotografadas em fotomicroscopio Olympus

BX51, utilizando filme PB ISO 25 (Imagelink — Kodak) ou ISO 50 (PanF — Ilford).

5.3.4) Elaboragdo de ideogramas

ApOs os tratamentos citados acima, foram elaborados os ideogramas para as espécies H.
bradei e H. viridiflora. Para isso, foi escolhida uma célula em metafase mitética de cada espécie,
com bom espalhamento e boa morfologia cromossdmica. Para H. bradei foi amostrada a populagdo
de Conselheiro Mata. As imagens das células foram digitalizadas, com auxilio de camera acoplada
ao microscopio optico Olympus BX50, e medidas através do programa Image Pro-Plus 4.0. O
ideograma foi elaborado com base na média, obtida a partir de 10 medigdes repetidas na mesma
célula, para cada par cromossOmico, incluindo tamanho do cromossomo, posi¢do do centromero e
de constri¢des secundarias. A nomenclatura para a morfologia cromossdmica foi atribuida de acordo
com GUERRA (1986). Para caracterizacdo do caridtipo foram também utilizadas medidas como o
CTC (comprimento total da cromatina), calculado através da soma do tamanho individual de todos
os cromossomos, o IC (indice centromérico), calculado dividindo-se o tamanho do braco curto do
cromossomo pelo tamanho individual do cromossomo e multiplicando-se por 100, e o TF% (indice
de assimetria), calculado através da soma de todos os indices centroméricos de cada par e dividida

pelo nimero de pares cromossomicos (HUZIWARA, 1962).

5.3.5) Analise meidtica e normalidade de tétrades
Pela disponibilidade de material, os procedimentos para analise meidtica e de normalidade de

tétrades foram realizados apenas nas populacdes de H. bradei. Para a andlise meidtica, polinias
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foram retiradas dos botdes florais fixados e esmagadas em carmim acético 1,2%, sendo as laminulas
seladas com esmalte incolor. As células foram fotografadas em Fotomicroscopio Olympus BX5]1,
em filme PB ISO 25 (Imagelink — Kodak) ou ISO 50 (PanF — Ilford).

Para a andlise de normalidade de tétrades, polinias em fase mais adiantada foram esmagadas
também em carmim acético 1,2%. Cinco diferentes polinias (uma por lamina) foram analisadas de
cada espécie/populagdo e em cada lamina foram observados 20 campos distribuidos por toda a
lamina, escolhidos de forma aleatoria, em objetiva de 40X, para a andlise de cerca de 1000 tétrades
por populagdo. O desvio-padrao (DP) foi calculado com base na porcentagem de tétrades normais e

anormais observadas, dentre as cinco polinias analisadas e entre as diferentes populacdes.
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5.4) RESULTADOS
5.4.1) Hoffmannseggella bradei

A espécie (Figs 1A e 1B) apresenta 2n=40 cromossomos (Fig. 1D), nas trés populagdes
estudadas, e apresentou variacdo gradual no complemento absoluto dos cromossomos (Tabela 1 e
Fig. 1G), observando 9 pares metacéntricos, 5 pares submetacéntricos, 4 pares acrocéntricos € 2
pares telocéntricos, com a férmula cariotipica 9m + Ssm + 4a + 2t. Foi visualizado apenas um par
cromossdmico contendo constricdo secunddria, presente no menor par telocéntrico (Tabela 1). O
comprimento total da cromatina (CTC) foi igual a 72,55um e o indice de assimetria (TF%) foi de
34,50. O padrao de condensagdo cromatinica em préfase € proximal, partindo provavelmente do
centromero e direcionando-se as extremidades dos cromossomos.

Resultados interessantes foram obtidos na andlise meidtica (Figs. 2A a 2F). Foram
observados n=20/21 bivalentes (Figs. 2A a 2C), no mesmo individuo, com algumas anormalidades
no processo, principalmente na populacdo do Caminho dos Escravos (Fig. 1B). Além da variacdo no
nimero de bivalentes, foram ainda observados um bivalente com disjuncdo precoce durante a
metafase I (Figs. 2D e 2E), e um bivalente fora da placa metafasica (Fig. 2F). De 1042 placas
metafdsicas analisadas, em 38,4% delas foi observada a migracdo adiantada de um bivalente e em
28,7% foi observado um bivalente fora da placa metafésica.

Na andlise de normalidade de tétrades da populacio do Morro do Cruzeiro, foram
observados 94,3% de tétrades normais (Fig. 2G), de um total de 903 tétrades analisadas. O desvio-
padrao (DP) calculado entre as cinco laminas observadas foi de 10,67. Este valor relativamente alto
para o desvio-padrdo pode ser explicado principalmente por uma das laminas, que apresentou apenas
75,3% de tétrades normais. O restante das l1aminas apresentou de 97,3% a 100% de tétrades normais.

A andlise de normalidade de tétrades, da populacdo do Caminho dos Escravos, demonstrou
96,9% de tétrades normais (Fig. 2H), em 902 tétrades observadas. O desvio-padrao foi de 3,9, sendo

observados de 90,1% a 100% de tétrades normais em cada lamina. As tétrades anormais encontradas
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apresentaram um (Fig. 2I) ou dois micrdcitos adicionais aos quatro micrésporos normalmente
presentes na tétrade.

A populacdo coletada no Morro do Cruzeiro, em Diamantina (Fig. 1A) (n° de coleta:
2003/031 e 2003/038), foi a unica a apresentar flores no periodo de julho, enquanto nos outros dois

locais de coleta, no mesmo municipio, os individuos apresentaram floracdo em dezembro.
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Par BC BL Total DP IC DP Tipo CS
1 0,85 1,47 2,32 +0,07 36,56 +0,43 Submetacéntrico -
2 0,89 1,41 2,29 +0,08 38,71 +0,79 Submetacéntrico -
3 0,93 1,11 2,04 +0,16 45,65 +0,17 Metacéntrico -
4 0,89 1,14 2,03 +0,09 43,99 +0,33 Metacéntrico -
5 0,96 1,05 2,02 +0,08 47,79 +0,37 Metacéntrico -
6 0,89 1,08 1,97 +0,09 45,39 +0,29 Metacéntrico -
7 0,91 1,04 1,95 +0,08 46,72 +0,66 Metacéntrico -
8 0,44 1,46 1,90 +0,09 23,21 +0,98 Acrocéntrico -
9 0,51 1,38 1,89 +0,07 26,83 +0,80 Acrocéntrico -

10 0,40 1,45 1,85 +0,07 21,58 +0,77 Acrocéntrico -
11 0,68 1,15 1,84 +0,10 37,19 +0,22 Submetacéntrico -
12 0,70 1,11 1,82 +0,12 38,66 +0,20 Submetacéntrico -
13 0,84 0,97 1,81 +0,07 46,49 +0,08 Metacéntrico -
14 0,82 0,95 1,77 +0,08 46,19 +0,43 Metacéntrico -
15 0,42 1,29 1,71 +0,07 24,79 +0,63 Acrocéntrico -
16 0,78 0,88 1,66 +0,06 47,07 +0,80 Metacéntrico -
17 0,50 1,15 1,65 +0,07 30,54 +0,53 Submetacéntrico -
18 0,65 0,88 1,54 +0,10 42,59 +0,95 Metacéntrico -
19 0 1,16 1,16 +0,06 0 +0 Telocéntrico -
20 0 1,05 1,05 +0,08 0 +0 Telocéntrico *

Tabela 1: Medidas realizadas nos 20 pares cromossdmicos de Hoffmannseggella bradei, contendo tamanho médio (em
pm) dos bracos curtos (BC), longos (BL) e comprimento total do cromossomo (Total), indice centromérico (IC) médio
calculado, desvio padrdo (DP) para o comprimento total dos cromossomos e IC, classificacio quanto a morfologia

cromossdmica (Tipo) e presenca (*) de constri¢do secunddria (CS).
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5.4.2) Hoffmannseggella viridiflora

Na andlise mitética desta espécie foram observados 2n=44 cromossomos (Figs. 1E e 1F),
com constricdes secunddrias em dois pares (setas). A espécie apresentou variagdo gradual entre os
cromossomos (Tabela 2, Fig. 1H), com 8 pares de cromossomos metacéntricos, 8 submetacéntricos,
3 acroceéntricos e 3 telocéntricos e formula cariotipica de 8m + 8sm + 3a + 3t, comprimento total da
cromatina (CTC) igual a 65,75, e indice de assimetria (TF%) igual a 31,56. Esta espécie, em casa de

vegetacao, floresceu em dezembro (Verola & Semir, submetido).
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Par BC BL Total DP IC DP Tipo CS
1 0,90 1,17 2,07 +0,12 43,47 +0,38 Metacéntrico -
2 0,33 1,69 2,02 +0,10 16,35 +0,34 Acrocéntrico -
3 0,44 1,55 2,00 +0,15 22,19 +0,20 Acrocéntrico -
4 0,58 1,38 1,96 +0,10 29,52 +0,66 Submetacéntrico -
5 0,62 1,17 1,79 +0,09 34,62 +0,36 Submetacéntrico -
6 0,40 1,33 1,73 +0,10 23,12 +0,98 Acrocéntrico -
7 0,61 0,99 1,60 +0,19 38,22 +0,92 Submetacéntrico *
8 0,72 0,87 1,59 +0,13 45,31 +0,60 Metacéntrico -
9 0,73 0,86 1,59 +0,08 45,80 +0,53 Metacéntrico -

10 0,53 0,98 1,51 +0,18 35,32 +0,29 Submetacéntrico -
11 0,42 1,05 1,47 +0,14 28,47 +0,09 Submetacéntrico -
12 0,65 0,78 1,43 +0,06 45,19 +0,59 Metacéntrico -
13 0,63 0,79 1,42 +0,21 44,47 +0,91 Metacéntrico -
14 0,65 0,74 1,39 +0,08 47,06 +0,73 Metacéntrico -
15 0,48 0,87 1,35 +0,06 35,70 +0,97 Submetacéntrico -
16 0,50 0,78 1,28 +0,08 39,27 +0,33 Submetacéntrico -
17 0,58 0,67 1,25 +0,07 46,10 +0,89 Metacéntrico -
18 0,55 0,70 1,25 +0,31 44,41 +0,10 Metacéntrico -
19 0,34 0,82 1,16 +0,07 29,74 +0,83 Submetacéntrico *
20 0 1,05 1,05 +0,05 0 +0 Telocéntrico -
21 0 1,05 1,05 +0,05 0 +0 Telocéntrico -
22 0 0,90 0,90 +0,05 0 +0 Telocéntrico -

Tabela 2: Medidas realizadas nos 22 pares cromossdmicos de Hoffimannseggella viridiflora, contendo tamanho médio
(em pum) dos bragos curtos (BC), longos (BL) e comprimento total do cromossomo (Total), indice centromérico (IC)
médio calculado, desvio padrdo (DP) para o comprimento total dos cromossomos e IC, classificacio quanto a

morfologia cromossdmica (Tipo) e presenca (*) de constri¢do secundaria (CS).
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5.5) DISCUSSAO

A documentacdo de diferentes nimeros cromossomicos entre H. bradei (2n=40) e H.
viridiflora (2n=44), reforca a hipdtese de VEROLA & SEMIR (submetido) de que H. viridiflora
respresenta uma nova espécie, e ndo simplesmente uma variacao morfolégica de H. bradei. A nova
espécie representa também a primeira documentacao de origem por aneuploidia para o género. Até o
momento, a poliploidia parecia ser o principal mecanismo de evolugdo cariotipica no género
(BLUMENSCHEIN 1960a, COSTA Cap.1). O envolvimento da aneuploidia na origem de uma nova
espécie, com acréscimo de um par cromossdmico ao complemento, refor¢a ainda mais a hipétese de
BARROS (1990) de que a “explosdo” evolutiva do grupo ainda estd em andamento.

Além da similaridade morfolégica e do fato de serem sincronopatricas, as caracteristicas
cromossOmicas parecem indicar que H. viridiflora tenha provavelmente se originado a partir de H.
bradei, com envolvimento de inimeras alteracdes estruturais nos cromossomos, ou ainda, que H.
bradei seja um dos possiveis parentais de H. viridiflora. Apesar da espécie H. bradei apresentar
2n=40 cromossomos, foram observadas algumas anormalidades meidticas em algumas populacdes.
E possivel presumir que o nimero cromossdmico da nova espécie tenha sido originado pelas
anormalidades cromossdmicas observadas durante o processo de divisdo meidtica de H. bradei.

A alta porcentagem (96,9%) de tétrades normais em H. bradei ndo condiz com as
observagdes realizadas na meiose, na qual foi obtida a contagem de n=20/21 cromossomos.
Algumas células foram observadas com n=20 bivalentes e outras com n=21 bivalentes durante a
metifase I. E possivel que células com n=21 bivalentes, devido a erros na disjuncdo cromossdmica,
tenham originado tétrades desbalanceadas, porém férteis. Se algum bivalente erratico permanecesse
no mesmo polo de divisdo, sem, portanto, ter sofrido a separacdo dos homologos, micrésporos com
n=22 cromossomos seriam gerados e, unidos entre si gerariam um embrido com 2n=44
cromossomos. De acordo com STEBBINS (1971), um dos principais mecanismos para a evolu¢do por

aumento aneupldide € a nio-disjuncido de bivalentes meidticos, particularmente aqueles pequenos,
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de forma que ambos os membros do par sdo igualmente incluidos em um unico gameta. Se tal
gameta carregando um cromossomo extra se une a um gameta normal, a planta resultante €
trissdbmica para um cromossomo pequeno. Tais trissOmicos sdo instiveis, mas sob algumas
condig¢des, particularmente na progé€nie de cruzamentos entre diferentes racas ou espécies, eles
podem persistir indefinidamente na populagdo. Isto gera a oportunidade para translocagdes
ocorrerem, as quais transferem material genético essencial de um diferente tipo cromossdmico para
um dos trés cromossomos replicados. O ultimo serd entdo perpetuado como um cromossomo
normal, essencial ao complemento.

Além da variacdo numérica em metafases I, foram freqiientemente observados dois
monovalentes, que geralmente segregaram um para cada polo da célula. Entretanto, estes
apresentaram uma separa¢do muito adiantada em relagdo aos outros bivalentes. Pela proximidade
entre estes monovalentes, assumiu-se que estes provavelmente pareiam, mas por um periodo bem
curto, mas € possivel que estes nem sequer formem bivalentes durante a metéafase I, ou entdo ndo
tenha ocorrido a formacgdo de quiasmas entre eles, ou ainda, se formou, este foi terminal e finalizou
precocemente. Estes monovalentes podem ser um indicativo de que H. bradei teria origem hibrida,
ou estaria hibridizando com uma espécie de alta similaridade genética, ja que a grande maioria dos
cromossomos possui similaridade suficiente para formar bivalentes, entretanto, através dos dados
cromossOmicos obtidos, ndo € possivel supor quais seriam 0s parentais, ja que ndo sdo observadas
espécies sincronopatricas com a H. bradei com 2n=40 cromossomos. Seria possivel supor que H.
bradei possui origem hibrida, mas que um dos parentais estd extinto ou ja isolado geograficamente
ou fenologicamente. Em um estudo com hibridos envolvendo os géneros Laelia, Cattleya,
Brassavola, Epidendrum, Schomburgkia e Sophronitis, STORT (1984) observou que os hibridos
apresentaram numeros haploides variando de 7 a 40 cromossomos, porém, a maioria dos hibridos

apresentou, com maior freqii€ncia, os nimeros 19, 20 e 21. Deve-se salientar também que em



68

muitos hibridos foram observadas pela autora altas porcentagens de tétrades, aparentemente
normais, chegando a 99,85%.

E interessante observar também que junto s populacdes de H. bradei sio freqiientemente
encontradas populacdes de H. rupestris. Esta espécie floresce em julho, ndo sendo, portanto,
sincronopdtrica com H. bradei e H. viridiflora na populagdo de Conselheiro Mata. Entretanto, H.
rupestris € sincronopatrica com a populagdo de H. bradei observada no Morro do Cruzeiro. Por
apresentar 2n=80/ n=ca.40 cromossomos (Cap. 1), seria dificil supor que H. rupestris e H. bradei
pudessem, por eventos de hibridizacdo, ter dado origem a H. viridiflora.

Através da comparacdo dos ideogramas de ambas as espécies (H. bradei e H. viridiflora),
pode-se observar que, apesar de H. viridiflora provavelmente ter se originado por aneuploidia, as
espécies possuem valores de comprimento total da cromatina (CTC) proximos (72,55 e 65,75um,
respectivamente), sendo este inclusive menor para a espécie nova. Isto ocorre porque,
provavelmente, além da adi¢do, houve também rearranjos cromossdmicos, que podem ser supostos
pela comparacdo entre as férmulas cariotipicas de ambas as espécies (9m+Ssm+4a+2t em H. bradei
e 8m + 8sm + 3a + 3t na espécie nova). Apesar da grande similaridade do ndmero e tipos
cromossdmicos na féormula cariotipica, a andlise dos ideogramas evidencia muitas diferencas. Por
exemplo, os sete maiores pares cromossomicos de H. bradei sdao submetacéntricos (2) ou
metacéntricos (5), enquanto que em H. viridiflora encontra-se apenas um par metacéntrico, sendo os
demais acrocéntricos (3) e submetacéntricos (3). As diferencas na distribuicdo dos tipos
cromossdmicos ocorrem também entre os pares cromossomicos de tamanho intermedidrio e
pequeno. Durante o processo de rearranjo, € possivel também que segmentos cromossdomicos
tenham sido perdidos, ocasionando a diminui¢do no valor do CTC. Além disso, pode-se observar
diferenca no valor de TF% (34,50 para H. bradei e 31,56 para H. viridiflora). Estes valores indicam
que a espécie H. viridiflora é discretamente mais assimétrica que a espécie H. bradei. De acordo

com STEBBINS (1971), no processo evolutivo, espécies derivadas tendem a ter caridtipos mais
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assimétricos que espécies ancestrais, o que poderia reforcar a hipotese de que H. viridiflora € uma
espécie derivada com relagcdo a H. bradei.

Em um grupo tdo complexo como este, a observacao em campo das espécies € essencial, pois
permite entender melhor a distribui¢do geogréfica, floracdo e variagdo morfoldgica. Nas populagdes
da regido de Diamantina, em varios locais foram encontradas espécies simpdtricas € com
sobreposicdo no periodo de floracdo. A verdadeira dindmica dessas espécies em campo deve ser
estudada, principalmente para ajudar na definicdo taxonOmica do grupo. Possivelmente, as
Hoffmannseggella representam também um 6timo material para estudos evolutivos, pois dentre as
espécies estudadas por BLUMENSCHEIN (1957, 1960a e 1960b) e no presente trabalho (Cap. 1),
grande parte delas apresentou alguma anormalidade cromossOomica. O que isto realmente representa
para as espécies ainda € algo que ndo pode ser estabelecido, porém a descoberta de uma nova
espécie, H. viridiflora, provavelmente derivada por aneuploidia cromossOmica, indica que tais
anormalidades podem ser fundamentais para a compreensao da evolucdo do grupo como um todo.
Estudos mais amplos, ndo sé com relacdo ao caridtipo, seqiienciamento genético, morfologia e
biologia reprodutiva como também distribuicdo geografica detalhada das espécies e influéncia de
condi¢des ambientais, como variagdes de temperatura, regimes de chuva e até mesmo predadores e
perturbacdes de habitat causadas por interferéncia humana seriam fundamentais para que se pudesse

compreender a origem e delimitacio taxondmica das espécies do género Hoffmannseggella.
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Figura 1 — Hoffmannseggella bradei, coletadas em Diamantina, no morro do Cruzeiro
(A) e no Caminho dos Escravos (B) e H. viridiflora (C), coletada na estrada para

Conselheiro Mata; (D) metafase mitética e (G) caridtipo de H. bradei com 2n=40

]
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cromossomos, setas indicam satélites; (E e F) metafases mitdticas , setas indicam satélites
em pares distintos, e (H) cariétipo de H. viridiflora, com 2n=44 cromossomos. Em D, E e

F: barra = 10um; em G e H: barra =1 pm.
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Figura 2 — Hoffmannseggella bradei, coletadas em Diamantina, (A, B, G e I) no morro do
Cruzeiro e (C, D, E, F ¢ H) no Caminho dos Escravos, mostrando em: (A, B e C)
metédfases I com n=20II, (D) metafase I com n=211I (D e E) e migracdo adiantada de
cromossomos (setas), (F) cromossomos fora da placa metafésica (seta), (G e H) tétrades
normais, (I) tétrade anormal com um micrdcito (seta). Barra = 10pm.
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6. CAPITULO 3

CARACTERIZACAO CARIOTIPICA DE SETE ESPECIES DE HOFFMANNSEGGELLA H.G. JONES
POR BANDAMENTOS C E POR FLUOROCROMOS E HIBRIDACAO IN SITU PARA A REGIAO 45S

DE DNAR
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6.1) RESUMO
Dentro da familia Orchidaceae, composta por cerca de 25.000 espécies, o género Hoffmannseggella
(antiga secdo Parviflorae do género Laelia Lindl.) é composto por espécies rupicolas, endémicas da Cadeia
do Espinhaco/MG. Estudos sugerem uma evolugdo rdpida para o género, com a transicdo do habito epifitico
para o rupicola, mudanga de polinizadores e eventos de hibridizacdo e poliploidia como os principais
mecanismos evolutivos envolvidos na origem das espécies de Hoffmannseggella. Estudos cromossdmicos
prévios haviam sugerido o nimero basico de x=20 para o género, com espécies apresentando 2n=40, 60 e 80
cromossomos, com alta incidéncia de polipléides, aneussomatia nos tecidos radiculares em H. briegeri
(2n=80) e H. rupestris (2n=80), ocorréncia de citétipos em H. rupestris (2n=40/80) e anormalidades
meidticas em vdarias espécies, com presenca de monovalentes, disjuncdo adiantada de bivalentes e possiveis
tetravalentes nas espécies polipldides. Através dos procedimentos de bandamentos C, CMA/DA/DAPI e
DAPI/AMD foi possivel observar grandes diferencas entre os caridtipos das espécies H.angereri, H. bradei,
H. briegeri, H. caulescens, H. fournieri, H. liliputana e H. rupestris. Em geral, as espécies apresentaram
muitas bandas C (predominantemente centroméricas e subteloméricas), poucas bandas CMA/DA"
(subteloméricas), e grande varia¢do no nimero de bandas DAPI/AMD" (predominantemente teloméricas).
Apenas H. bradei apresentou somente duas bandas heterocromadticas, uma CMA/DA" DA/DAPI e uma
DAPI/AMD®. H. rupestris foi a tnica espécie estudada a apresentar bandas CMA/DA" centroméricas e H.
briegeri apresentou polimorfismo para bandas CMA/DA/DAPI. Com relagdo aos sitios 45S de DNAr, as

espécies com 2n=40 apresentaram dois sitios, enquanto as espécies com 2n=80 apresentaram 4 sitios.
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6.2) INTRODUCAO

Orchidaceae é uma das maiores familias de Angiospermas conhecidas, possuindo cerca de
25.000 espécies, que representam cerca de 7% das faner6gamas existentes (PUL & DODSON 1966).
Na tribo Epidendreae, conforme apresentada por PABST & DUNGS (1975), a subtribo Laeliinae
Bentham possui 1466 espécies, agrupadas em 43 géneros, com espécies caracterizadas por plantas
epifiticas ou terrestres, com caule delgado ou em pseudobulbos, folhas disticas ou terminais,
conduplicadas e usualmente articuladas, inflorescéncia, na maioria dos casos terminal. As flores
podem ser grandes ou pequenas e muitas apresentam nectdrio em forma de cuniculo (DRESSLER
1981). Nesta subtribo, PABST & DUNGS (1975), seguindo o sistema proposto por SCHLECHTER
(1917) haviam posicionado o género Laelia Lindl., dividindo o mesmo em sete secdes, sendo as
secoes Laelia, Podolaelia e Calolaelia ocorrentes no México e América Central, e as secdes
Cattleyoides, Hadrolaelia, Microlaelia e Parviflorae exclusivamente brasileiras (BARROS 1990). A
secdo Parviflorae era caracterizada por espécies, em sua maioria, rupicolas (VAN DEN BERG et al.
2000).

Anadlises moleculares recentes, utilizando as seqiiéncias de DNA ITS 1 e ITS 2, sugeriram
que o género Laelia seria polifilético, e as espécies brasileiras, principalmente as da secdo
Parviflorae, deveriam ser incluidas e sinonimizadas sob o género Sophronitis Lindl. (VAN DEN
BERG et al. 2000; VAN DEN BERG & CHASE 2000). Entretanto, no seqiienciamento das seqiiéncias
ITS 1 e ITS 2 foram obtidas poucas diferencas entre as espécies de Laelia da secdo Parviflorae
estudadas, de forma que os clados obtidos possuem uma sustentagdo baixa, além de haver vdrias
politomias (VAN DEN BERG et al. 2000).

CHIRON & CASTRO NETO (2002) sugeriram, através de caracteristicas morfologicas e
ambientais, aliadas aos dados moleculares obtidos por VAN DEN BERG et al. (2000), que o género
Hoffmannseggella H.G.Jones deveria ser reconsiderado para acomodar as espécies rupicolas, ja que

este havia sido ja criado por H.G.JONES (1968) para acomodar as espécies rupicolas do género
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Laelia, sendo o género Laelia mantido apenas para as espécies epifitas mexicanas, das secdes
Laelia, Podolaelia e Calolaelia. Dessa forma, as espécies previamente circunscritas na secao
Parviflorae, com excecao de Laelia harpophylla, L. brevicaulis e L. kautskyi (que juntas atualmente
formam o género Dungsia Chiron & V.P.Castro), foram transferidas para o género
Hoffmannseggella H.G.Jones. Entretanto, a situacdo taxondmica do género Hoffmannseggella, com
aproximadamente 32 espécies, ainda estd em discussdo, € a delimitacdo das espécies dentro do
género € complexa, devido a alta variabilidade intra-especifica e ao aparecimento de individuos com
caracteristicas intermedidrias entre espécies previamente aceitas (BARROS 1990).

Estudos sugerem que o género Hoffmannseggella teria surgido através de uma “explosdo”
evolutiva, com a penetracdo das espécies em uma nova drea ecoldgica (os campos rupestres) e
transicdo do hébito epifitico para o hébito rupicola. Paralelamente, teria ocorrido mudanca de
polinizadores, indicada pela diminuicdo no tamanho das flores e mudanca no padrdo de cores
(BLUMENSCHEIN 1960a; BRIEGER 1960, 1961, 1966), sugerindo inclusive que espécies deste género
seriam ornit6filas, em contraste as espécies das outras se¢des que seriam melitofilas (DRESSLER
1981). Além desses fatores, a ampla troca de genes proporcionada eventos de hibridizacdo e
poliploidia sugerem que estes foram importantes no processo de evolucao do grupo (BARROS 1990).

A origem por poliploidia e hibrida¢do foi originalmente sugerida por BLUMENSCHEIN
(1960a), através de estudos cromossOmicos, para as espécies Hoffmannseggella mixta (Hoehne)
V.P.Castro & Chiron, H. milleri (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & Chiron, H. crispata (Thumb.)
H.G.Jones e H. caulescens (Lindley) H.G.Jones. BLUMENSCHEIN (1960b) chamou atencdo ainda
para a grande quantidade de polipldides dentro do subgénero Cyrtolaelia (atual género
Hoffmannseggella). De acordo com PABST & DUNGS (1975) existem oito hibridos naturais
documentados dentro da antiga secdo Parviflorae, incluindo intimeros hibridos entre os géneros
Laelia e Cattleya Lindl. Pelo fato de ainda estarem ocorrendo eventos de hibridizagdo entre as

espécies de Hoffmannseggella, BARROS (1990) sugeriu que a “explosdo” evolutiva da secdo ainda
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estd em andamento. ANDERSON (1948) observou também que disturbios no habitat poderiam levar
ao aumento na freqiiéncia de hibridos, através da quebra de barreiras reprodutivas pré-zigoticas,
como a especificidade de polinizadores, considerada como a principal barreira reprodutiva inter-
especifica dentro da familia Orchidaceae (DRESSLER 1981).

Em um estudo de cruzamentos artificiais inter-especificos entre os géneros Laelia sensu lato,
Cattleya, Brassavola, Epidendrum, Schomburgkia e Sophronitis, STORT (1984) obteve diversos
hibridos com altas porcentagens de tétrades normais e ainda cruzamentos bem sucedidos entre os

hibridos F1.

Estudos citogenéticos na subtribo Laeliinae sdo extremamente escassos, sendo
documentados, para o antigo género Laelia, os nimeros cromossdmicos de 2n=40, 2n=60 e 2n=80,
distribuidos atualmente entre 14 espécies de Hoffmannseggella, uma de Dungsia, duas de
Hadrolaelia e uma de Laelia (Tabela 1). BLUMENSCHEIN (1960b) ainda sugeriu o ndmero bésico de
x=20 para Laelia sensu lato. Entretanto, dados cariotipicos como posi¢do de centrémero, tamanho
dos cromossomos e padrdes de bandamento ndo sdo encontrados e, em algumas espécies, como H.
crispata, H. mixta e H. cinnabarina, foram observadas anormalidades meidticas nos estudos de
BLUMENSCHEIN (1957).

Em estudo recente com espécies de Hoffmannseggella distribuidas na Cadeia do Espinhaco,
CosTA (Cap. 1) confirmou o nimero basico de x=20 e observou diversas anomalias cromossomicas,
como a presenca de aneussomatia nos tecidos radiculares das espécies de origem poliploide (H.
briegeri e H. rupestris), e diversas anormalidades meidticas, como disjun¢do adiantada de
bivalentes, presenca de monovalentes, variacdo no nimero de bivalentes e monovalentes e possiveis
tetravalentes nas espécies polipldides. COSTA (Cap. 2) documentou também a provavel evolucdo por

aneuploidia da espécie H. viridiflora (2n=44) a partir de H. bradei (2n=40).
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Tabela 1: Espécies de Hoffmannseggella (H.), Dungsia, Hadrolaelia, e Laelia documentadas por

BLUMENSCHEIN (1960b) e COSTA (Cap. 1, Cap. 2) quanto ao nimero cromossomico (2n),

ESPECIE REFERENCIA 2N
H. angereri (Pabst) V.P. Castro & Chiron Costa (Cap.1) 40
H. bradei (Pabst) V.P. Castro & Chiron Costa (Cap. 2) 40
H. briegeri (Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & Blumenschein (1960b), Costa (Cap. 1) 80
Chiron

H. caulescens(Lindley) H.G.Jones Blumenschein (1960b) 80
H. cinnabarina(Batem. ex Lindley) H.G.Jones Blumenschein (1960b), Costa (Cap. 1) 40
H.crispata(Thunb.) H.G.Jones Blumenschein (1960b), Costa (Cap. 1) 40
H. esalqueana(Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & | Blumenschein (1960b) 40
Chiron

H. fournieri (Cogniaux) V.P.Castro & Chiron Costa (Cap. 1) 40
H. liliputana (Pabst) H.G.Jones Costa (Cap. 1) 40
H. longipes(Rchb. f.) V.P.Castro & Chiron Blumenschein (1960b) 40, 60, 80
H. milleri(Blumensch. ex Pabst) V.P.Castro & Blumenschein (1960b) 40
Chiron

H. mixta(Hoehne) V.P.Castro & Chiron Blumenschein (1960b) 40
H. longipes(Rchb. f.) V.P.Castro & Chiron Blumenschein (1960b) 40
H. rupestris(Lindley) V.P.Castro & Chiron Blumenschein (1960b), Costa (Cap. 1) 40, 80
H. tereticaulis(Hoehne) H.G.Jones Blumenschein (1960b) 80
H. viridiflora Verola & Semir Costa (Cap. 2) 44
Dungsia harpophylla(Rchb. f.) Chiron & V.P.Castro | Blumenschein (1960b) 40
Hadrolaelia purpurata(Lindley & Paxton) Chiron & | Blumenschein (1960b) 40
V.P.Castro

Hadrolaelia pumila(Hooker) Chiron & V.P.Castro | Blumenschein (1960b) 40
Laelia anceps Lindl. Blumenschein (1960b) 40

O estudo cariotipico, incluindo procedimentos como bandamentos C e com fluorocromos,

além da hibridacdo in sifu, tem indicado possiveis origens hibridas e detectado ocorréncia de

possiveis hibridos naturais em diversos grupos de plantas, como em Clivia (Amaryllidaceae)
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(MURRAY et al. 2001) e Dahlia (Asteraceae) (MURRAY et al. 1999). Dentre as técnicas de
bandamento, utiliza-se o bandamento C para identificar a quantidade e localizacdo da
heterocromatina constitutiva (SUMNER 1972) e coloragdo com fluorocromos para determinar a
composi¢do predominante de bases da heterocromatina (SCHWEIZER 1976). O fluorocromo DAPI
(47-6 diamino-2 fenilindol) evidencia seqiiéncias de DNA repetitivas compostas predominantemente
por adenina e timina (A-T), enquanto o CMA (cromomicina A3) liga-se preferencialmente a regioes
ricas em citosina e guanina (C-G). Utiliza-se, também, compostos ndo fluorescentes com afinidade
para regides ricas em A-T (distamicina A) e ricas em G-C (actinomicina D), como forma de
melhoramento de contraste para observacdo das bandas CMA e DAPI, respectivamente (MOSCONE
et al. 1996).

No estudo citoldgico feito por D"EMERICO et al. (1996a, 1996b) em Orchis (Orchidaceae), o
uso das técnicas convencional, do bandamento C e bandamento por Hoechst 33258, confirmou, ndo
sO a origem hibrida da espécie Orchis xgennarii, como indicaram também que o género Orchis
poderia ser subdividido em dois grupos distintos, baseados ndo somente na ocorréncia de dois
diferentes numeros dipldides dentro do gé€nero (2n=32 e 2n=36), como também nas diferencas de
simetria dos cariétipos e padroes de bandamentos C e Hoechst 33258.

A hibridacdo in situ € um método preciso para localizar seqiiéncias de acidos nucléicos (tanto
DNA quanto RNA) no citoplasma, em organelas, cromossomos ou nucleo de material biolégico
(LEITCH et al. 1994). Esta metodologia e foi inicialmente desenvolvida por GALL & PARDUE (1970)
e baseava-se na marcacdo das sondas com is6topos radioativos. Este tipo de marcacdo foi
posteriormente substituido por outra que utiliza fluorocromos para sua deteccdo. Dentre as sondas
mais utilizadas em citogenética vegetal destacam-se aquelas por genes de DNAr. Os genes de RNA
ribossomico (RNAr), presentes como 18S-25S DNAr, compreendendo os genes 18S-5,85-25S de
RNAr e espagadores intergénicos, € 5S DNAr com o gene 5S RNAr e espagador, sdo encontrados

universalmente em vegetais, com multiplas cOpias das seqiiéncias codificadoras e espacadores
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intergénicos normalmente sendo localizados como poucos e discretos sitios cromossdmicos (OSUII
et al. 1998). As seqiiéncias 18, 5,8 e 25S de RNAr resultam da quebra de um unico transcrito 45S
descodificado por unidades repetidas de DNAr agrupadas em um sitio cromossdmico particular, a
regido organizadora do nucléolo (NEVES et al. 2005). A hibridagdo in situ para a regido 45S de
DNAr tem sido utilizada em diversos grupos de plantas. Em um estudo realizado em Vicia amoena
(Fabaceae), L1 et al. (2001), através da analise por hibridacao in situ dos sitios 45S e 5S de DNAr na
tetraploide V. amoena var. amoena e seus possiveis parentais diploides (V. amoena var. sericea, V.
pseudorubus, V. dumetorum, V. pisiformis e V. cracca), concluiram que a variedade ndo
representava um autotetraploide derivado de V. amoena var. sericea, mas sim um alotetraploide.
Através da hibridacdo in situ para 45S DNAr e 5S DNAr, TAGASHIRA & KONDO (2001) observaram
que a evolugdo cromossdmica em Zamia e Ceratozamia mexicana, com nUmeros cromossomicos
2n=16, provavelmente se deu por inversao pericéntrica e translocacao desigual.

Através da utilizacdo conjunta dos bandamentos C e com fluorocromos, impregnagdo por
prata e hibridagdo in situ para a sonda de 45S DNAr, RAN et al. (1999) identificaram e
diferenciaram os cariotipos de quatro espécies de Clivia (Amaryllidaceae), os quais se apresentam
extremamente similares através das técnicas de coloracdo convencional, com 2n=22 cromossomos,
sendo quatro pares metacéntricos e sete pares submetacéntricos.

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo cariotipica de sete espécies de
Hoffmannseggella (H. angereri, H. bradei, H. briegeri, H. caulescens, H. fournieri, H. liliputana e
H. rupestris) através das técnicas de bandamento C, CMA/DA/DAPI, DAPI/AMD e hibridacao in
situ para a regido 45S de DNAr, objetivando uma melhor diferenciagdo cariotipica entre as espécies

e andlise de possiveis padroes evolutivos dentro do género.
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6.3) MATERIAL E METODOS

6.3.1) Espécies coletadas

Foram coletados meristemas radiculares e/ou botdes florais e ovdrios imaturos das espécies
do género Hoffimannseggella H.G.Jones listadas na Tabela 2, em populacdes com grande nimero de
individuos. Foram coletados materiais testemunho das espécies e populacdes encontradas em estagio
reprodutivo e depositados no Herbario da Universidade Estadual de Campinas (UEC). A
identificacdo botanica foi feita por Christiano Franco Verola (doutorando do Curso de Pds
Graduacdo em Ecologia/ UNICAMP).

A coleta de raizes para tratamento s6 foi possivel no periodo em que as plantas encontravam-
se em seu estado vegetativo. No periodo de floracao poucas raizes novas foram encontradas. Neste
periodo foram coletados apenas botdes florais e ovarios imaturos.

Além das espécies cujo material foi coletado diretamente no campo, foram coletados
meristemas radiculares ou botdes florais de exemplares existentes em casa de vegetacdo do

Departamento de Genética/IB/UNICAMP (Tabela 2).

6.3.2) Pré-tratamento, fixacdo e armazenamento

Os meristemas radiculares foram coletados entre 6h e 9h da manha, enquanto que botdes
florais e ovarios imaturos foram coletados tanto no periodo da manha quanto da tarde. Os
meristemas radiculares e os ovarios imaturos foram pré-tratados em 8-Hidroxiquinoleina (8-Hq)
0,002M por 24h a 4°C. As raizes, os ovarios imaturos e os botdes florais foram fixados em solugao
Carnoy contendo etanol, 4cido acético glacial e cloroférmio (6:3:1), por no minimo 24h, a

temperatura ambiente, € armazenados em freezer.
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6.3.3) Bandamento C

O procedimento para o bandamento C seguiu o protocolo de SCHWARZACHER et al. (1980) e
MOSCONE et al. (1993). As raizes e os ovarios foram digeridos em solu¢do enzimatica, contendo
celulase (4%) e pectinase (40%), por 3h a 37 °C, e posteriormente esmagados em uma gota de 4cido
acético, entre 1amina e laminula. A laminula foi retirada ap6s congelamento em nitrogénio liquido.
As laminas foram envelhecidas por pelo menos um dia antes de sua utilizagdo no bandamento. Para

a hidrolise, as 1aminas foram mergulhadas em acido acético 45% em banho-maria pré-aquecido a 60

°C, durante 20 min., lavadas em dgua corrente por 15min. Posteriormente, foram mergulhadas em
solucdo saturada de hidréxido de bério a temperatura ambiente, durante 10 minutos. As laminas

foram entdo lavadas novamente por 15-30 min em 4dgua corrente, lavadas depois rapidamente em

agua destilada, transferidas para um recipiente com solugdo de 2xSSC, pré-aquecido a 60 °C em
banho Maria, durante 80 minutos, novamente lavadas em dgua corrente por 15 min., rapidamente
em agua destilada, e coradas com Giemsa 5%, por aproximadamente 5 min. A montagem das

laminas depois de secas foi feita também em resina (Entellan ou Allklan).

6.3.4) Bandamento fluorescente
a) Tripla coloragio CMA/DA/DAPI

Para o bandamento CMA/DA/DAPI seguiu-se o protocolo de SCHWEIZER(1980), SCHWEIZER
& AMBROS (1994) e MOSCONE et al. (1996). As laminas foram preparadas mediante digestao das
pontas de raizes e ovarios com solucdo enzimdtica seguida de esmagamento, e envelhecidas por pelo
menos trés dias. Foram adicionadas as laminas algumas gotas da solu¢cdo de CMA (cromomicina
A3) 0,5 mg/ml que foram cobertas com laminula e deixadas corando por 60 min. no escuro. As
laminas foram lavadas rapidamente com 4gua destilada apenas para remover a laminula, secas e

entdo foi adicionada a solu¢do de DA (distamicina A), 0,1 mg/ml. As laminas foram novamente
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cobertas com laminula e deixadas corando por 15-30 min. Apds rdpida lavagem, foi adicionada a
solug@o do fluorocromo DAPI (4'-6 diamidino-2 fenilindol) 2 mg/ml por 30 minutos. Apds nova
lavagem as laminas foram montadas em meio de montagem contendo glicerol diluido em solu¢do

tampao Mcllvaine (1:1) e MgClp 2,5 M. Estas laminas foram mantidas na estufa a 37 °C por 3-5

dias e armazenadas, no escuro, a 4 °C. As células foram entdo fotografadas em microscépio de
fluorescéncia, utilizando filme colorido Pro Image ISO 100, ou utilizando camera digital refrigerada

Evolution MP 5,0 Mp e programa de captura de imagens Image Pro-Plus 4.0.

b) Dupla coloragao DAPI/AMD

A contracoloracdo de DAPI com actinomicina D (AMD) seguiu o protocolo de SCHWEIZER
& AMBROS (1994) e MOSCONE et al. (1996). As laminas foram cobertas com solu¢do de AMD (0,2
mg de actinomicina D, diluida em 1ml de tampao fosfato de s6dio pH 7 contendo 1mM de EDTA),
cobertas com laminula e deixadas corando por 15-20 min. As laminas fora rapidamente lavadas com
agua destilada, secas e foi entdo colocada a solucao DAPI seguindo os mesmos procedimentos de

coloracdo DAPI e montagem das 1aminas da tripla coloragdo.

c¢) Coloragao seqiiencial
Para coloracdo seqiiencial, ou seja, utilizacdo de uma mesma lamina para realizacdo de
diferentes técnicas de bandamento (CMA/DA/DAPI seguida por DAPI/AMD e bandamento C), foi
realizado o seguinte procedimento, seguindo o protocolo de SCHWEIZER (1981), SCHWARZACHER &
SCHWEIZER (1982), BERG & GREILHUBER (1992) e MOSCONE et al. (1996):
1. Para remocdo das laminulas, as ldminas foram prensadas levemente com papel macio para
remover o excesso de 6leo de imersdo. Entdo, as ldminas foram imersas em xilol por 30 seg.
para remover os tracos de 6leo de imersdo. Depois de secas, elas foram imersas em dgua

destilada até que a laminula se soltasse, lavadas rapidamente com dgua destilada e secas.
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2. Para a descoloragdo do material, as l1aminas foram imersas em solucdo 3:1 de etanol/ acido
acético glacial e mantidas "overnight" a 4 °C, e depois lavadas em etanol absoluto por 2-3

min. As laminas foram secas e entdo submetidas a nova coloragao.

6.3.5) Hibridacao fluorescente in situ (FISH) (LEITCH et al., 1994)

A) Preparagdo da sonda:

Foi utilizado o fragmento de DNAr 45S de cerca de 12 kb contendo 25S-5,8S-18S com seus
espacadores. Este fragmento foi clonado no plasmidio pUC em E. coli, resistente a ampicilina. O
plasmidio foi separado pela técnica da miniprep e a concentragdo medida em um fluordmetro. A
marcagao foi feita por “nick translation” (Bionick Gibco) com biotina-14-dUTP.

B) Tratamento da lamina e HIS:

Para a hibridagdo in situ, as laminas foram preparadas com digestdo enzimadtica e
armazenadas em freezer. Antes de iniciar a hibridagdo as laminas foram tratadas com RNAse 1% (1
RNAse : 99 2xSSC), a 37 °C por 1h. As laminas foram lavadas em 2xSSC por 10 min no agitador e
depois mergulhadas em Paraformaldeido 4%, a temperatura ambiente, por mais 10 min. Depois de
lavadas novamente em 2xSSC, as laminas foram imersas em alcool 70% por 5 min e em dlcool
100% por mais 5 min. ApOs as laminas estarem secas, foi acrescentada a mistura de hibridagdo,

preparada enquanto as ldminas secavam. A mistura de hibridacdo contém formamida 100%, dextran

sulfato 50%, 20xSSC, sonda (40 ng pl‘l), DNA de bloqueio, SDS 10% e &4gua. Depois de
acrescentada a mistura de hibridacdo nas laminas, estas foram colocadas em um termociclador,
alternando as temperaturas de 90 °C por 10 min e depois a 45°C por mais 10 min e finalmente a 37
°C. As laminas foram entao mantidas na estufa a 37 °C, em camara imida e no escuro, por toda a

noite.
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C) Banhos pds-hibridagdo:

Em seguida, foram feitos os banhos pds-hibridagdo, primeiramente com 2xSSC a 42 °C por 5
min, depois formamida 20% (20 ml de formamida para 80 ml de 0,1xSSC) a 42 °C por 10 min. O
terceiro banho foi feito em 0,1xSSC a 42 °C por 5 min e outro novamente em 2xSSC a 42 °C por 5
min. Depois, foram feitos um banho com 4xSSC 0,2% tween a 42 °C, e outro com 4xSSC 0,2%
tween a temperatura ambiente. Todos os banhos foram feitos em agitador.

D) Detecgdo da hibridagdo:

Para a deteccdo da hibridacdo, com as laminas ainda molhadas, pingou-se 100 ul de BSA 5%
por 5 min. Depois foi eliminado o excesso batendo a ldmina sobre um papel absorvente e foram
acrescentados 50 ul da solucdo de detecg¢do (avidina-FITC 1:100 BSA 5%). As laminas foram
colocadas em estufa a 37 °C por 1h. Apds duas lavagens com 4xSSC 0,2% tween por 10 min., as
laminas foram montadas utilizando 25 ml de soluc¢do de iodeto de propidio (25 ml de antifading -

Vectashield 1:1 glicerol - e 1 ml de iodeto de propidio — 50 mg/ml).

Para melhor visualizacdo das bandas C, CMA/DA" e DAPI/AMD" e por ndo ser possivel
realizar as medidas cromossOmicas nas espécies estudadas, os cromossomos foram classificados em
11 tipos diferentes de cromossomos metacéntricos, conforme apresentado na Figura 1. Apds a
identificacdo de todos os tipos cromossOmicos encontrados, os pares cromossOmicos foram
organizados em formulas cariotipicas. Cromossomos sem um homoélogo foram arranjados como
pares heteromorficos e representados por dois tipos cromossdmicos, enquanto pares homomorficos

foram representados por tipos tinicos de cromossomos.
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6.4) RESULTADOS

Foram obtidos dados de bandamentos C, CMA/DA/DAPI, DAPI/AMD e hibridagdo in situ
para seis espécies de Hoffimannseggella (Tabela 2), e apenas dados de bandamento CMA/DA/DAPI
e DAPI/AMD para uma espécie, H. caulescens (Tabela 2). Com excecdo de H. bradei, as espécies
em geral apresentaram grande nimero de bandas C, sendo a maioria delas centroméricas. Foram
observadas também vérias bandas subteloméricas e algumas bandas intercalares, porém as ultimas
foram vistas, quando presentes, sempre em apenas um par cromossOmico. O numero de bandas
CMA/DA* observado variou de apenas uma em H. bradei at¢ 18 em H. rupestris. As bandas
CMA/DA" foram observadas sempre na regido subtelomérica dos cromossomos, a exce¢do de H.
rupestris que apresentou bandas CMA/DA" centroméricas. Apenas H. briegeri teve material
proveniente de duas populacOes diferentes analisado para bandamento CMA/DA/DAPI, e
apresentou diferencas no nimero de bandas CMA/DA* entre as diferentes populagdes, entretanto tal
diferenca ndo foi observada com relacdo as bandas C. Por limitacdes na quantidade de material
disponivel para os estudos ndo foi possivel realizar o restante dos bandamentos e hibridagado in situ
em uma das populacdes para confirmar o polimorfismo. O nimero de bandas DAPI/AMD+ variou
de uma, em H. bradei, a 88, em H. caulescens. Diferentemente das bandas C, a grande maioria das
bandas DAPI/AMD- foi observada na regido subtelomérica dos cromossomos, algumas na regiao
centromérica e poucas intercalares. O nimero de sitios 45S de DNAr observado foi bastante
reduzido, sendo observados dois sitios nas espécies com 2n=40 cromossomos (H. angereri, H.
bradei, H. fournieri, H. liliputana) e quatro sitios, dois amplificados e dois reduzidos, nas espécies

de origem polipldide, com 2n=80 cromossomos (H. briegeri e H. rupestris).
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Espécie Nimero  2n C Férmula CMA/DA/DAPI Férmula DAPI/AMD Férmula 45S
DNAr

H. angereri (Pabst) CL27 40 63 1A+3B+5C+2D 7CMA/DA" DA/DAPI° 16A+3B+ 4DAPI/AMD" 17A+2J+ 1AK 2
V.P.Castro & Chiron* + 6E +1}AFG+ 1G + ACMA/DA® DA/DAPT* 1AB
H. bradei (Pabst) V.P.Castro  J.Y.C. 40 2 19A + 1B 1ICMA/DA" DA/DAPI 19A+1AB 1 DAP/AMD" 19A + 1AB 2
& Chiron 03/031
H. briegeri (Blumensch. ex CL09 80 110 3A+10B+11C+ 2CMA/DA* DA/DAPI 38A +2B 14DAPI/AMD"  34A +2B + 1C 4
Pabst) V.P.Castro & Chiron* 3D+ 10E+2G + 1H 2CMA/DA* DA/DAPI® +1D + 21

CFV 80 110 3CMA/DA* DA/DAPT 35A +5B

0036 7CMA/DA" DA/DAPI®
H. caulescens (Lindl.) C.FE.V. 80 2CMA/DA* DA/DAPT 38A+2B 88 DAPI/AMD* 11A + 12B +4C
H.G.Jones* 0044 2YCMA/DA* DA/DAPI® +9D + 2E + 2G
H. fournieri (Cogniaux) JY.C 40 50 3A+4B+7C+4E 2CMA/DA* DA/DAPI 18A+2B 74 DAP/AMD® 1A +1B + 18D 2
V.P.Castro & Chiron 03/052 +2G 2YCMA/DA* DA/DAPI®
H. liliputana (Pabst) JY.C 40 56 1A+2B+7C+1D 2
H.G.Jones 03/059 +8E + 11

60 3CMA/DA" DA/DAPI'  28A+ 1B+ 19DAPI/AMD® 22A +5B +1G
1AB +1J+ 1AB

H. rupestris (Lindley) J.Y.C. 80 118 2A+4B + 15C +
V.P.Castro & Chiron 03/020 15E+3G +1H

J.Y.C. 80 3CMA/DA" DA/DAPI  31A+2B+  7DAPI/AMD" 36A + 3B + 4

03/043 15CMA/DA* DA/DAPI® 5C 1-i-KlBK + 1AB

7DA/DAPI* CMA/DA®

Tabela 2: Espécies de Hoffimannseggella analisadas quanto ao nimero cromossomico mitético (2n) (COSTA, Cap. 1), nimero de bandas C (C), bandas
CMA/DA/DAPI, bandas DAPI/AMD, férmulas cariotipicas para cada bandamento (Férmula) e niimero de sitios de 45S DNAr. * - Espécies que tiveram

seu material coletado a partir de exemplares mantidos em casa de vegetacgdo.
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6.4.1) Hoffmannseggella angereri

H. angereri apresentou 63 bandas C (Tabela 2), sendo 34 subteloméricas, 27 centroméricas e
duas intercalares (Fig. 2a), sendo a formula cariotipica de 1A + 3B + 5C + 2D + 6E + 1F + 1G +
1AG, com heteromorfismo de bandas (1AG), e também foi a tnica espécie que apresentou o tipo F
de cromossomo. Apresentou, também, heteromorfismo com relagdo as bandas CMA/DA,
aparecendo sete bandas CMA/DA+ DA/DAPI° (Fig. 2b e 2c). A férmula cariotipica obtida foi de
16A + 3B + 1AB. Através da coloracio DAPI/AMD a espécie apresentou a formula 17A + 2J +
1AK. Foram observados quatro cromossomos muito fortemente corados com DAPI (tipo J), sendo
provavelmente por completo, ou quase por completo DAPI/AMD*, e mais um segmento similar a
um satélite (Figs. 2d e 2e), também DAPI/AMD-+, que representou o tipo K de cromossomo também

exclusivo desta espécie. H. angereri apresentou dois sitios de hibridagdo para a regido 45S de DNAr

(Fig. 26).

6.4.2) Hoffmannseggella bradei

Individuos da populacdo do Morro do Cruzeiro, Diamantina, apresentaram duas bandas C
(Tabela 2), amplificadas (Fig. 2g), subteloméricas, provavelmente correspondentes as constri¢des
secundarias, sob a féormula 19A + 1B. Nos bandamentos CMA/DA/DAPI e DAPI/AMD, foram
visiveis apenas uma banda CMA/DAT DA/DAPI- (Figs. 2h e 2i), na férmula 19A + 1AB, e uma
DAPI/AMD+ (Fig. 2j), também na férmula 19A + 1AB, representando um heteromorfismo

cromossdmico. H. bradei apresentou dois sitios de hibridacao para 45S DNAr (Fig. 2k).

6.4.3) Hoffmannseggella briegeri

Nas populacdes de Datas e de Serro/MG, a espécie apresentou 110 bandas C (60

subteloméricas, 48 centroméricas e 2 intercalares) (Figs. 3a e 3i), sob a féormula cariotipica 3A +
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10B + 11C + 3D + 10E + 2G + 1H. A espécie apresentou polimorfismo para bandas
CMA/DA/DAPI. Na populacido de Datas/MG, foram observadas duas bandas CMA/DA+ DA/DAPI
subteloméricas e duas bandas CMA/DA+ DA/DAPI° também subteloméricas (Figs. 3b, 3c, 3d e 3e),
com a férmula 38A + 2B para bandas CMA/DA". Através da coloragdo dupla foram observadas 14
bandas DAPI/AMD+ (Figs. 3f e 3g), ocorrentes segundo a formula 34A + 2B + 1C + 1D + 2. Na
populagdo de Serro, a espécie apresentou 3 bandas CMA/DA* DA/DAPT- e 7 bandas CMA/DA*
DA/DAPI®, todas subteloméricas (Figs. 3i e 3j), com a férmula 35A + 5B para bandas CMA/DA™ .
Através do procedimento de hibridagdo in situ para 45S DNAr foram observados 4 sitios, dois

amplificados e dois de tamanho reduzido (Fig. 3k) na populagdo de Datas/MG.

6.4.4) Hoffmannseggella caulescens

A espécie apresentou 2n=80 cromossomos e foram visualizadas, na tripla coloracdo com
fluorocromos CMA/DA/DAPI, duas bandas CMA/DA+ DA/DAPI- e duas bandas CMA/DA*
DA/DAPI°, sempre subteloméricas (Figs. 4a e 4b), sob a formula 38A + 2B. Na dupla coloragao
DAPI/AMD foram observadas 88 bandas DAPI/AMD+ (Figs. 4c), distribuidas na férmula 11A +
12B + 4C + 9D + 2E + 2G, sendo o tipo cromossdmico E para bandas DAPI/AMD" observados

apenas nesta espécie.

6.4.5) Hoffmannseggella fournieri

A espécie H. fournieri, proveniente da Serra do Itatiaia em Ouro Preto/MG, apresentou 50
bandas C (24 subteloméricas e 26 centroméricas), observadas sob a formula 3A + 4B + 7C + 4E +
2G (Fig. 4d). Através da tripla coloracdo CMA/DA/DAPI, foram visualizadas duas bandas
CMA/DA* DA/DAPI' e duas CMA/DA* DA/DAPI®, subteloméricas (Figs 4e e 4f), com a férmula

18A + 2B. Com a dupla coloragdo DAPI/AMD, foram observadas 74 bandas DAPI/AMD~ (Figs. 4g
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e 4h), na formula 1A + 1B + 18D. H. fournieri apresentou apenas dois sitios de hibridacdo para a

sonda 45S de DNAr (Fig. 41).

6.4.6) Hoffmannseggella liliputana

Durante os procedimentos de coloracdo com fluorocromos foi constatada a ocorréncia de
individuos com 2n=60 cromossomos, além dos individuos com 2n=40, observados através da
coloracdo de Giemsa (COSTA Cap. 1), bandamento C e hibridacdo in situ para a regido 45S de
DNAr. Nas células observadas com 2n=40 cromossomos, foram visualizadas 56 bandas C (24
subteloméricas, 30 centroméricas e 2 intercalares) (Fig. 4j), obtendo-se a férmula 1A + 2B + 7C +
1D + 8E + 11. O tipo cromossdmico I para bandamento C foi observado somente nesta espécie. Nas
células com 2n=60 cromossomos foram observadas trés bandas CMA/DA* DA/DAPI
subteloméricas (Figs. 4k e 41), na féormula 28A + 1B + 1AB, e 19 bandas DAPI/AMD+ (Fig. 4m),
sob a formula 22A + 5B + 1G + 1J + 1AB. Os individuos com 2n=60 cromossomos apresentaram
heteromorfismo tanto para bandas CMA/DA" quanto DAPI/AMD®. Células com 2n=40
cromossomos também apresentaram apenas dois sitios de hibridacdo para a sonda 45S de DNAr

(Fig. 4n).

6.4.7) Hoffmannseggella rupestris

Individuos da populacdo de Biribiri, em Diamantina, apresentaram 118 bandas C (50
subteloméricas, 66 centroméricas e 2 intercalares) (Fig. Sa), sendo observada a férmula cariotipica
2A + 4B + 15C + 15E + 3G + 1H. O bandamento CMA/DA/DAPI realizado na populagdo do

Caminho dos Escravos em Diamantina/MG demonstrou haver cerca de 18 bandas CMA/DA~ (Fig.

5b), sob a formula 31A + 2B + 5C + 1K + 1KB, sendo apenas 3 CMA/DA+ DA/DAPI-, localizadas

aparentemente em constricoes secunddrias, indicando heteromorfismo cromossomico. As outras 15
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bandas sdo vistas como “dots” CMA/DA+ DA/DAPI°, sendo cinco delas subteloméricas e 10
visualizadas na regido centromérica dos cromossomos. Foram observadas também sete bandas
CMA/DA° DA/DAPI* (Fig. 5c), sempre terminais. As sete bandas DA/DAPI* foram confirmadas
através do bandamento DAPI/AMD+ (Fig. 5d), que apresentou a férmula 36A + 3B + 1AB, havendo
um par de cromossomos heteromorficos para bandas DA/DAPI*. H. rupestris apresentou quatro
sitios de hibridagdo para a regido 45S de DNAr, dois bem visiveis, amplificados, e dois menores

(Fig. Se).
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6.5) DISCUSSAO

A andlise do padrao de bandas C, CMA/DA/DAPI e DAPI/AMD foi bastante util na
diferenciagdo cariotipica das espécies do género Hoffmannseggella estudadas no presente trabalho.
Apesar do numero reduzido de espécies analisadas, pode-se observar que, mesmo quando
apresentam o mesmo nimero cromossomico, as espécies possuem padroes de bandamento distintos,
ou seja, possuem diferentes arranjos cromossomicos em relacdo as regides de heterocromatina
constitutiva (bandas C) e seqii€ncias repetitivas ricas em A-T (bandamento DAPI/AMD) e C-G
(bandamento CMA/DA/DAPI).

Apesar das diferencas especificas encontradas, o género apresentou um padrdo geral de
bandas heterocromdticas, apresentando grande numero de bandas, predominantemente
centroméricas, com excecao de H. bradei, que serd discutida posteriormente. A predominancia de
bandas heterocromdticas na regido do centromero foi observada em diversos grupos de plantas,
como Capsicum (Solanaceae) (MOSCONE et al. 1993) e alguns grupos de orquideas, como na
subtribo Limodorinae (D EMERICO et al. 1999), no género Dactylorhiza (D ’EMERICO et al. 2002) e
na espécie Psygmorchis pusilla (FELIX & GUERRA 1999). Tanto em plantas como em animais, o
centromero estd geralmente associado a blocos de heterocromatina contendo familias de DNA
satélite altamente repetitivas em tandem e componentes de retroelementos (HESLOP-HARRISON et al.
2003, JIANG et al. 2003) e algumas das seqii€ncias repetitivas centroméricas foram recentemente
identificadas como componentes essenciais do centromero funcional (SHARMA & RAINA 2005).
NAGAKI et al. (2003) identificaram uma familia de DNA satélite centromérica altamente repetitiva,
de 180 pb, em Arabidopsis thaliana (Leguminoseae) como sendo o componente chave do complexo
centrOmero/cinetocoro.

Além da grande quantidade de bandas heterocromaticas centroméricas, o género
Hoffmannseggella apresentou também grande quantidade de bandas C subteloméricas. Existem

diversas familias de DNA satélite relacionadas as regides intercalares e subteloméricas dos
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cromossomos de plantas (SHARMA & RAINA 2005). Familias de DNA altamente repetitivo foram
identificadas como componentes das seqiiéncias associadas aos telomeros (TASs) em diversos
grupos de plantas. Diferentes tipos de estrutura de cromatina estdo justapostas nas regides TAS.
Estas regides provavelmente funcionam como zona controladora entre os teldomeros e dominios
cromossOmicos internos. Elas desempenham papel protetor no caso de perda de teldmero e podem
estar envolvidas na regulacdo da atividade de genes subteloméricos (SYKOROVA et al. 2003).

E interessante observar que as espécies de Hoffmannseggella que apresentaram maior
numero de bandas C foram as espécies poliploides (H. rupestris e H. briegeri), com 2n=80
cromossomos. Nelas, o niimero de bandas observado € praticamente o dobro do nimero de bandas
observado nas espécies dipldides (H. angereri, H. fournieri e H. liliputana), podendo-se concluir
que o aumento na ploidia provavelmente ndo foi acompanhado por aumento ou redugdo
significativas no nimero de regides de heterocromatina constitutiva em cada cromossomo. Depois
das polipldides H. rupestris e H. briegeri, a espécie que apresentou maior nimero de bandas C foi
H. angereri, seguida por H. liliputana, H. fournieri e, em ultimo, H. bradei. Em seu trabalho com o
género Capsicum, MOSCONE et al. (1993) observaram uma correspondéncia entre 0 aumento no
nimero de bandas heterocromadticas e o caréter derivado das espécies. Dessa forma, seria possivel
que H. bradei representasse uma linhagem ancestral com relagdo as outras espécies, que seriam
derivadas. Isto poderia explicar a grande diferenca no nimero de bandas apresentadas por H. bradei,
entretanto seriam necessarios outros estudos, desde morfoldgicos até mesmo genéticos - como foi o
caso de Capsicum, no qual os dados cromossOmicos foram comparados a dados de isozima
(MOSCONE et al. 1993) - para que se pudesse confirmar essa hipdtese. Comparando apenas as
bandas heterocrométicas subteloméricas, foi possivel observar que as espécies seguem a mesma
ordem, em nimero de bandas, que a apresentada quando comparados os ndmeros totais, ou seja,
incluindo as bandas centroméricas e intercalares. Entretanto, foi interessante observar que H.

fournieri e H. liliputana (2n=40) apresentaram o mesmo nuimero de bandas subteloméricas (24),
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porém estas estdo distribuidas de maneira diversa nos cromossomos. Ambas as espécies sdo, dentre
as espécies amostradas, as unicas que ocorrem fora da regido de Diamantina, e ocorrem proximas
entre si, na regido de Ouro Preto/MG. Através da andlise das bandas heterocromaticas, poder-se-ia
especular que estas espécies seriam proximamente relacionadas entre si, € que 0s rearranjos
cromossOmicos envolvendo as regides subteloméricas de heterocromatina constitutiva teriam sido
importantes fatores na diferenciacao destas espécies.

Com relacdo aos bandamentos por fluorocromos, as espécies em geral apresentaram poucas
bandas CMA/DAY, variando de uma, observada em H. bradei, a 18 bandas, observadas em H.
rupestris. Com excecao de H. rupestris, as regides ricas em C-G foram observadas sempre nas
regides subteloméricas dos cromossomos. Curiosamente, o nimero de bandas CMA/DA" parece ndo
estar correlacionado a ploidia, com excecao de H. liliputana, na qual individuos tripléides, com
2n=60 cromossomos, apresentaram trés bandas CMA/DA". Regides coradas positivamente com
CMA, ou seja, ricas em C-G, geralmente estdo associadas a regido organizadora do nucléolo (RON)
(RAN et al. 1999, GUERRA 2000). Em geral, para as espécies de Hoffmannseggella estudadas no
presente trabalho, é provével que algumas das regides CMA/DA" representem sitios 45S de DNAr,
entretanto, como o nimero de bandas CMA/DA"* € maior que o de sitios 45S de DNAr, parece
haver regides repetitivas em C-G ndo relacionadas as RONs. Assim como observado através do
bandamento C, H. bradei € a unica excegdo, na qual existem mais sitios para 45S de DNAr (dois)
que bandas CMA/DA™ (uma). Com relagdo a localizagdo das regides ricas em C-G, H. rupestris foi a
Unica a apresentar bandas na regido centromérica, possivelmente derivadas por eventos de inversao
cromossomica.

H. briegeri, a tnica espécie que teve duas diferentes populacdes analisadas através dos
bandamentos C e CMA/DA/DAPI, apresentou diferente nimero de bandas CMA/DA" para cada
populacdo, porém ndo apresentou diferencas com relacdo ao nimero de bandas heterocromaticas.

Seria importante que todos os procedimentos pudessem ser realizados em ambas as populacdes,
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porém ndo houve material disponivel. Como ndo houve repeti¢do do polimorfismo no procedimento
de bandamento C, seria possivel que o polimorfismo encontrado fosse mais individual que
populacional, sendo necessdria uma coleta mais criteriosa para confirmar estes dados.

Dentre os procedimentos de bandamento, a coloracdo com fluorocromos DAPI/AMD foi
uma das que evidenciou mais diferencas entre as espécies estudadas, o que foi surpreendente ja que
bandas DAPI" costumam ser menos freqiientes em plantas, havendo espécies que nem apresentam
este tipo de bandas (DAVIES et al. 1997, FORNI-MARTINS & GUERRA 1999, GUERRA 2000, VANZELA
& GUERRA 2000). O niimero de bandas DAPI/AMD™ variou desde uma tnica banda, em H. bradei,
até 88, em H. caulescens. Em todas as espécies estudadas, a grande maioria das regides ricas em A-
T foi observada nas regides subteloméricas dos cromossomos. Da mesma forma que ja citado para
as regides heterocromdticas, seqiiéncias de DNA satélite ricas em A-T podem representar seqii€éncias
associadas aos telomeros (TASs), como foi observado em Silene latifélia (Caryophyllaceae) e
tabaco (Solanaceae) (SHARMA & RAINA 2005). Chama a atencdo também a presenca, em H.
angereri ¢ H. liliputana, de cromossomos inteiramente corados positivamente com DAPI/AMD.
Interessante que estes cromossomos ndo foram corados positivamente através do procedimento de
bandamento C. De acordo com GUERRA (2000), as bandas observadas com fluorocromos sao
geralmente coradas positivamente apos o bandamento C, mas em algumas espécies um nimero
pequeno de bandas fluorescentes foi obsevado em locais ndo detectados através do bandamento C,
como em Aconitum sanyoense (Ranunculaceae) (OKADA 1991) e Cestrum fasciculatum
(Solanaceae) (BERG & GREILHUBER 1993). Além de quatro cromossomos, H. angereri apresentou
ainda um segmento, similar a um satélite cromossdmico, DAPIJAMD". E possivel que estes
cromossomos ndo sejam inteiramente ricos em A-T, porém sejam predominantemente formados por
seqiiencias de DNA repetitivo ricas em A-T. Estes cromossomos poderiam futuramente se
comportar como cromossomos supranumerdrios, tendo em vista que sdo tipicamente compostos por

seqiiéncias de DNA repetitivo (CAMACHO et al. 2000). Além disso, a visdo mais aceita para a
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origem dos cromossomos B € de que eles sdo originados dos cromossomos A, a partir de fragmentos
céntricos de fusdes dos cromossomos A ou de um cromossomo A fragmentado (CAMACHO et al.
2000).

Outro dado interessante que pdde ser observado através do bandamento DAPI/AMD, em H.
liliputana, foi a impossibilidade de arranjar os cromossomos em conjuntos trissomicos. O niimero
cromossomico triploide dos individuos analisados (2n=60), juntamente com a observagdo de 3
bandas CMA/DA", pareceu indicar uma origem autopolipl6ide. Entretanto, ao analisar os dados de
bandas DAPI/AMD", ndo foram observados conjuntos trissdmicos, € a férmula foi elaborada por
pares cromossomicos. Dessa forma, € possivel que esses individuos tenham origem alopolipléide,
ou, caso tenham origem autopolipldide, tenham sofrido rearranjos cromossomicos nas regides que
envolvem as regides repetitivas em A-T.

Apesar da grande variagdo observada através das técnicas de bandamento, o género
Hoffmannseggella apresentou-se bastante estavel com relagdo aos sitios de 45S DNAr. As espécies
com 2n=40 cromossomos apresentaram apenas dois sitios, enquanto as espécies com 2n=80
cromossomos apresentaram 4 sitios.

As espécies de Hoffmannseggella estudadas apresentaram grandes diferengas nos padroes de
bandas C, CMA/DA/DAPI e DAPI/AMD, ao contrédrio do observado através da hibridacdo in situ.
Através dos padroes de bandas C e por fluorocromos foi possivel diferenciar os cariotipos e até
mesmo sugerir proximidade entre algumas espécies, como foi o caso de H. fournieri e H. liliputana,
assim como propor a ancestralidade de H. bradei com relacdo as outras espécies. Pode-se sugerir
também, que rearranjos cromossOmicos, envolvendo regides de heterocromatina constitutiva e de
DNA repetitivo, principalmente seqiiéncias ricas em A-T teriam sido fatores importantes na
diferenciacdo das espécies. E importante reforcar que seria fundamental uma série de outros estudos
assim como a aplicacao destas técnicas em vdrias outras espécies, para que se pudesse confirmar os

padrdes evolutivos aqui propostos.
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Figura 1 — Representacdo esquematica indicando cada tipo cromossomico observado
nas espécies de Hoffmannseggella através dos bandamentos C, CMA/DA/DAPI e
DAPI/AMD. Areas hachuradas representam bandas heterocromdticas e circulos
indicam “dots” de heterocromatina.
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Figura 2: Hoffmannseggella angereri (A-F) e H. bradei (G-K). (A e G) bandamento C, (B
e H) bandamento CMA/DA/DAPI, (C e I) bandamento DA/DAPI, (D, E e J) bandamento
DAPI/AMD, (F e K) FISH 45S DNAr. Setas indicam bandas positivas. Barra = 10 um.
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Figura 3: Hoffmannseggella briegeri CL9 (A-H) e CL10 (I-K). (A e I) bandamento C, (B,
D e J) bandamento CMA/DA/DAPI, (C, E e K) bandamento DA/DAPI, (Fe G)
bandamento DAPI/AMD, (H) FISH 45S DNAr. (B, D e J) Setas indicam bandas positivas,

(K) setas indicam bandas DA/DAPI". Barra = 10 um.
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Figura 4: Hoffmannseggella caulescens (A-C), H. fournieri (D-1) e H. liliputana. (J-N). (D e
J) bandamento C, (A, E e K) bandamento CMA/DA/DAPI, (B, F e L) bandamento DA/DAPI,
(C, G, H e M) bandamento DAPI/AMD. Setas indicam bandas positivas, em (M) seta aponta
cromossomos inteiramente bandados. (I e N) FISH 45S DNAr, seta indica sinal inespecifico.

Barra =10 pum.
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Figura S: Hoffmannseggella rupestris. (A) bandamento C, (B) bandamento
CMA/DA/DAPI, (C) bandamento DA/DAPI, (D) bandamento DAPI/AMD, (E) FISH 45S

DNAr (setas indicam sitios amplificados). Setas indicam bandas positivas. Barra = 10 um.
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7. CONCLUSAO GERAL

Com o presente trabalho e estudos anteriores no género, totalizam-se 16 espécies de
Hoffmannseggella estudadas quanto ao numero cromossomico. O presente trabalho apresentou
nimeros cromossOmicos inéditos para cinco espécies (H. angereri, H. bradei, H. fournieri, H.
liliputana e H. viridiflora), cariétipos também inéditos para H. bradei e H. viridiflora e os primeiros
estudos realizados no género com caracterizacdo cromossOmica por bandamentos e hibridacdo in
situ. Foram confirmados o numero basico de x= 20 para o género e os nimeros cromossomicos das
espécies H. briegeri (2n=80), H. cinnabarina (2n=40), H. crispata (2n=40) e H. rupestris (2n=80).
Este estudo apresentou a primeira documentacao de derivacdo aneupldide de nimero cromossdmico
dentro do género, com a espécie H. viridiflora, que apresentou 2n=44 cromossomos. Além destes
dados gerais obtidos, existem alguns topicos importantes a serem discutidos.

Anormalidades meioticas

De cinco espécies analisadas neste trabalho, quatro (H. angereri, H. bradei, H. fournieri e H.
rupestris) apresentaram algum tipo de anormalidade meidtica, com variagdo no numero de
bivalentes, presenca de monovalentes e/ou polivalentes em metafase I. Além destas, BLUMENSCHEIN
(1957) observou anormalidades similares em mais trés diferentes espécies (H. cinnabarina, H.
crispata € H. mixta), além de ter observado em H. rupestris uma variagdio no numero de
cromossomos nos nucleos das tétrades. Em todas estas espécies, foram observadas também pontes
durante a andfase e tétrades com até dois micrdcitos. Entretanto, estas espécies curiosamente
apresentaram alta normalidade de tétrades, com a porcentagem mais baixa apresentada por um clone
de H. bradei, que teve 75,3% de tétrades normais. Porém, outros clones da mesma espécie
apresentaram at€ 100% de normalidade. O restante das espécies apresentou de 86,4 a 99,3% de
tétrades normais. Vale a pena ressaltar que o tipo de coloragdo utilizada (carmim-acético 1,2%), nao

€ especifico para viabilidade de tétrades. Entretanto, como as espécies do grupo ndo apresentam
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graos de pdlen, a inica maneira de verificar a viabilidade de tétrades seria através da germinacao das
mesmas.
Anormalidades mitoticas

Neste trabalho, foi observada, pela primeira vez, aneussomatia no tecido radicular de duas
espécies de Hoffmannseggella: H. briegeri e H. rupestris. Ambas apresentaram variacdo intra-
individual de nimeros cromossOmicos, sendo observados no tecido radicular variacOes entre 64-84
cromossomos em H. briegeri e entre 54-76 cromossomos em H. rupestris. O estudo de tecido de
ovario em ambas as espécies comprovou a origem poliploide, sendo observados 2n=80
cromossomos, sem variacao nesses tecidos. Dentre os modos de origem de células aneupléides, um
dos mais provaveis € a ndo disjun¢do de centromeros das cromadtides irmds durante a divisdo
mitética (APPELS et al. 1998). A ndo disjuncdo de centrOmeros ocasionaria a migracdo das
crométides para o mesmo pdlo da célula, e, desta forma, uma célula filha teria, por exemplo, um
complemento 2n+1 enquanto a outra teria 2n-1.

Outros modos de origem, assim como condi¢cdes que causam a aneuploidia, estdo
diretamente relacionados as células reprodutivas. Como nao foram observadas células aneupldides
nos tecidos de ovdrio, € mais provavel que tanto o modo de origem como causas da aneuploidia
estejam relacionadas as células somdticas do tecido radicular, ndo sendo transmitidas aos tecidos
reprodutivos. Apesar de terem sido observados tetravelentes e monovalentes durante a metafase I em
H. rupestris, ndo ha evidéncias de que nucleos possivelmente aneupldides sejam vidveis e de que a
aneuploidia esteja sendo transmitida para descendentes.

Dentre os fatores que poderiam favorecer a origem de células aneupléides, poderiamos citar
o envelhecimento de células e organismos, condi¢des ambientais, infeccdes virais e estresse
fisiologico (APPELS et al. 1998). Apesar de ser um fendmeno mais amplamente estudado em células
reprodutivas animais, falhas no processo de divisdo celular gerados por envelhecimento do tecido

poderiam estar relacionadas a presenca de aneussomatia nas espécies estudadas. Alguns fatores
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ambientais com potencial para induzir aneuploidia ja foram amplamente estudados, como radiacdes
e substancias quimicas. Experimentos em Saccharomyces cereviseae mostraram que raios X e ultra-
violeta, quando aplicados a células que posteriormente sofrem mitose, aumentam a freqiiéncia de
aneupldides em comparacdo as células ndo tratadas. O virus do mosaico induz aneupldides em
cevada e em trigo, causando a persisténcia do nucléolo durante a mitose, o que dificulta a separagcdo
das cromdtides irmas. Dentre as condi¢des de estresse, uma das situacdes mais conhecidas € a
cultura de células in vitro, que afeta tanto cromossomos como genes, resultando em variacdes que
incluem monossdmicos e trissomicos originados de erros mitdticos (APPELS et al. 1998).

Padrées de bandamento e hibridagdo in situ

As espécies de Hoffmannseggella apresentaram ampla variacdo nos padroes de bandas, mas
nao nos sitios 45S de DNAr. Foram observados sempre dois sitios de hibridagcdo nas espécies que
apresentaram 2n=40 cromossomos (H. angereri, H. bradei, H. fournieri e H. liliputana), enquanto
as espécies de origem poliploide, com 2n=80 cromossomos (H. briegeri e H. rupestris),
apresentaram sempre 4 sitios.

O estudo cromossOmico através dos procedimentos de bandamentos C, CMA/DA/DAPI e
DAPI/AMD demonstrou que este conjunto de caracteristicas € geralmente espécie-especifico e
bastante diferente entre as espécies. Foram observadas, através do bandamento C, desde espécies
com apenas duas bandas até espécies com 118 bandas heterocromaticas. As espécies de origem
polipléide apresentaram aproximadamente um nimero dobrado de regides heterocromaticas quando
comparadas as espécies diploides. Entretanto, este padrdo ndo se repetiu quando observadas as
regides repetitivas em A-T ou C-G, identificadas pelos fluorocromos DAPI e CMA respectivamente.

Utilizando como base a arvore filogenética obtida para as espécies de Hoffimannseggella
(antigo género Laelia, se¢ao Parviflorae) por VAN DEN BERG et al. (2000), poder-se-ia especular
que houve uma tendéncia das espécies em direcdo ao aumento do ndmero de regides

heterocromaticas e repetitivas em A-T ou C-G, j4 que nesta drvore filogenética uma das espécies
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mais proximas do grupo epifitico de Laelia sensu lato foi a espécie H. bradei, que no presente
trabalho apresentou o menor nimero de bandas C, CMA/DA e DAPI/AMD. Entretanto, nesta drvore
apresentada por VAN DEN BERG et al. (2000), observa-se também, proxima as espécies epifitas, a
espécie H. briegeri, que nao sO apresenta origem polipldide (2n=80) como também grande nimero
de bandas, principalmente heterocromaticas. Além disso, a maior parte dos pontos de bifurcacdo
obtidos por VAN DEN BERG et al. (2000) para espécies de Hoffimannseggella colapsam na arvore de
consenso estrito, sendo entdo questiondvel a efetiva proximidade destas espécies com relacdo ao
provavel grupo ancestral constituido pelas espécies epifitas brasileiras.
Variagoes intra-especificas

Além da variacdo anteriormente citada por BLUMENSCHEIN (1960b) para Hoffmannseggella
longipes, com citétipos apresentando 2n=40, 60 e 80 cromossomos, foram observados cit6tipos
polipldides também em outras duas espécies. As populacOes de Diamantina apresentaram 2n=80
cromossomos, mas duas outras populagdes, distribuidas mais ao Norte da Cadeia do Espinhaco
(provenientes de Botumirim/MG e Grao Mogol/MG) apresentaram 2n=40 cromossomos no tecido
radicular. As variacOes aneussomdticas foram observadas apenas nas populagcdes de origem
polipldide (2n=80). Neste caso, foram estabelecidos dois citétipos diferentes para a espécie.
Entretanto, para H. liliputana, foram obtidos dois nimeros cromossomicos distintos, 2n=40 e 2n=60
cromossomos, em tecidos de ovdrio de diferentes individuos da mesma populacdo. Além dessas
diferencas numéricas, foram observadas diferencas intra-especificas com relacdo ao padrio de
bandas CMA/DA" entre diferentes populagdes de H. briegeri. Individuos da populagdo de
Datas/MG apresentaram quatro bandas CMA/DA", enquanto individuos da popula¢do de Serro/MG
apresentaram 10 bandas CMA/DA". Ambas as populagdes sdo da regido de Diamantina/MG.
Evolugdo cariotipica

O conjunto de dados obtidos no presente trabalho, juntamente com aqueles obtidos através

da literatura, parecem confirmar as hipéteses de que o género Hoffmannseggella teria se originado
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através de uma explosdo evolutiva e que eventos de hibridizacdo e poliploidia teriam um papel
importante para a evolucdo do grupo. A origem hibrida de uma série de espécies (ou até de
populacdes) pode ser suposta principalmente pela observagdo de vérias anormalidades meidticas, em
muitos casos com auséncia de pareamento de cromossomos ou formacdo de polivalentes em
espécies poliploides. Os dados obtidos em meiose, aliados a caracteristicas como a presenga de
heteromorfismos de bandas C, CMA/DA" e DAPI/AMD" parecem reforgar a hipétese de origem
hibrida para o grupo. Além disso, varias espécies foram observadas ocorrendo em sincronopatria, o
que poderia facilitar eventos de hibridizagdo entre as mesmas. Conforme sugerido por VAN DEN
BERG et al. (2000), a origem por eventos de hibridizacdo também poderia explicar os conflitos
obtidos pelos autores na tentativa de reconstrucio da filogenia deste grupo. Conforme discutido em
CosTA (Cap. 1), a grande proporcdo de espécies ou citotipos polipldides observados no género, em
relacdo a outros géneros da subtribo Laeliinae, demonstra também a importancia deste mecanismo
na evolugdo das espécies, entretanto € possivel que a poliploidia seja apenas um reflexo dos eventos
de hibridiza¢do, na tentativa de normalizacdo do processo de divisdo meidtica das espécies de
origem hibrida.

Além da confirmacdo destas hipéteses anteriores, pode-se afirmar também que as espécies
ainda estdo em processo evolutivo, principalmente pela observacdo de variagdes cromossomicas
intra-especificas (inter ou intra-populacionais), reforcando a hipétese de GIULIETTI & PIRANI (1988)
de que os campos rupestres propiciam uma especiacdo intensa pela formacdo de barreiras
geograficas entre populagdes, tornando-as disjuntas e interrompendo o fluxo génico entre elas. Foi
sugerido ainda, que as alteracdes cromossdmicas t€m papel crucial na diferenciacao das espécies de
Hoffmannseggella, ja que, ao contrario da pequena variagdo genética observada por VAN DEN BERG
et al. (2000) para seqiiéncias I7S de DNA nuclear ribossomico e no presente trabalho para regides
45S de DNAr, pode-se observar ampla variacdo cromossOmica entre as diferentes espécies,

principalmente em caracteristicas como regioes heterocromaticas e ricas em A-T e C-G.
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O presente trabalho também documentou o primeiro caso de origem aneuploide para uma
espécie, Hoffmannseggella viridiflora, que apresentou 2n=44 cromossomos. Conforme discutido por
CosTA (Cap. 2), é provavel que esta espécie tenha se originado a partir da unido de gametas
desbalanceados de H. bradei, ja que foram observadas anormalidades meidticas nesta espécie, alta
similaridade morfoldgica e sincronopatria entre as duas espécies.

Por todos os dados encontrados no presente trabalho, em conjunto com os dados ja
apresentados em literatura, o gé€nero Hoffmannseggella parece representar um grande desafio
taxondmico, com espécies apresentando inlimeras caracteristicas morfolégicas convergentes (VAN
DEN BERG et al. 2000, BLUMENNSCHEIN 1957) adaptadas ao hdbito rupicola, origem hibrida,
poliploidia, variacdes cromossOmicas intra-especificas e até intra-populacionais, sincronopatria,
além de anormalidades na formagdo de gametas. Todas estas caracteristicas associadas a grande
capacidade de propagacdo vegetativa das espécies, sugerem que o género deve ser tratado com
cautela no que se refere a definicdo das espécies e descricao de novas espécies, sendo talvez mais
apropriado que as espécies fossem agrupadas em aliancas e que estas fossem estabelecidas por um
conjunto amplo de caracteres que envolvessem principalmente caracteres fitogeograficos e
reprodutivos, e ndo apenas morfoldgicos ou genéticos, reforcando a hipdtese de VAN DEN BERG et
al. (2000) de que a hibridizacdo ndo deve ser excluida como modo de especiacdo e causa de conflito

nas tentativas de reconstrucdo filogenéticas.
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