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Resumo

Aechmea é o maior e mais polimorfico género da subfamilia Bromelioideae (Bromeliaceae). Ocorre
desde o México até a Argentina, em diversos tipos de ambientes, e estd representado por mais de
240 espécies. Atualmente encontra-se subdividido em oito subgéneros. O subgénero Ortgiesia
apresenta aproximadamente 25 espécies quase exclusivas da Mata Atlantica e distribuidas no Brasil,
entre os estados da Bahia e Rio Grande do Sul, Paraguai, Argentina e Uruguai, onde ocorrem em
florestas, restingas ou manguezais. Além de habitarem um bioma bastante ameacado, as espécies de
Aechmea costumam sofrer forte extrativismo devido a beleza das inflorescéncias. O presente projeto
tem como principal objetivo realizar um estudo da sistemdtica de Aechmea subgénero Ortgiesia,
abrangendo filogenia, morfologia, anatomia, palinologia e revisdo taxondmica. Sera feita a revisdo
taxonOmica, visando estabelecer circunscricGes mais precisas do subgénero e espécies, além de
resolver problemas taxondmicos existentes. Através da analise molecular por sequenciamento de
DNA nuclear (PHYC e Leafy) e do cloroplasto (gene matK, espacadores trnL-trnF, psbaK-rps16 e trnC-
petN) pretende-se testar o monofiletismo do grupo e confirmar suas sinapomorfias. Dados sobre a
anatomia foliar e a morfologia polinica serdo adicionados aos obtidos no estudo da morfologia
externa e serdo testados também como Uteis na delimitacdo das espécies. Os estudos morfolégicos,
palinoldgicos e anatdmicos ajudardo a reavaliar os caracteres diagndsticos usados no subgénero.
Combinando-se os resultados das andlises moleculares as analises morfoldgicas serao feitas analises
cladisticas. Com este estudo, contribuiremos para aumentar o conhecimento e fornecer dados para a

conservacao das espécies de bromélias da Mata Atlantica.
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OBJETIVOS

O presente projeto tem por objetivos:

— Estudar a filogenia das espécies de Aechmea subgénero Ortgiesia, utilizando o método
cladistico, com base em caracteres moleculares e morfoldgicos.

— Revisar os caracteres diagndsticos do subgénero com base em estudos morfoldgico e
anatomico, de forma a levantar caracteres que sejam potencialmente sinapomorfias do grupo.

— Realizar a revisdao taxondmica das espécies de Ortgiesia, visando estabelecer circunscricdes mais
precisas para as espécies e resolver os problemas taxonémicos existentes.

— Testar a morfologia polinica como cardter taxondmico na separagdo ou agrupamento das

espécies.



— Analisar o padrdo de evolugao dos caracteres morfolégicos em Ortgiesia com base na filogenia
obtida.
— Determinar o estado de conservacdao dos tdxons a partir das observa¢des em campo, dos

padrées de distribuicdo geografica e dos impactos potencias.

JUSTIFICATIVAS

A escolha de Aechmea subg. Ortgiesia como tema do presente estudo ocorreu por se tratar de
um subgénero quase exclusivo do Brasil, de grande representatividade na regido centro-sul,
especialmente entre Sdo Paulo e Santa Catarina, no dominio da Mata Atlantica. Trata-se de um grupo
potencialmente monofilético, reconhecido por suas espécies apresentarem sépalas conatas em 1/3 a
% do comprimento e mucronadas no apice.

Pretende-se com o presente trabalho fomentar as justificativas para conservacao da vegetacao
de encosta brasileira. O trabalho proposto determinara o estado de conservacao das espécies a partir
do mapeamento das populacdes no campo e medidas de protecdo/conservacdo poderdo ser
acrescidas com base nesses dados. Além disso, por serem plantas de valor ornamental e sujeitas a
forte extrativismo, manté-las em cultivo em instituicdo de pesquisa é uma importante medida para a
preservacdo das espécies em estudo.

O género Aechmea apresenta relagdes artificiais entre os géneros morfologicamente préximos
e mesmo entre suas espécies, muitas das quais dificeis de delimitar. O subgénero Ortgiesia emerge
como monofilético em alguns estudos moleculares, fortalecendo a hipdtese de ser um grupo natural.
Até entdo, ja foram apresentadas as revisGes para os subgéneros Chevalieria, Macrocrodion,
Lamprococcus e Pothuava. Com o presente projeto pretende-se contribuir para o melhor
conhecimento de Aechmea a partir da revisdo dos taxons pertencentes ao subgénero Ortgiesia.

Com base nos resultados obtidos nas andlises moleculares e combinando aos dados
morfoldgicos, sera reconstruida uma hipdtese robusta de filogenia do grupo, confirmando ou ndo
seu monofiletismo. Para tanto serdo utilizadas técnicas de sequenciamento de DNA nuclear e
plastidial, de acordo com protocolos estabelecidos mais recentemente para Bromeliaceae e
disponiveis na literatura. Pretende-se também confirmar as sinapomorfias para o subgénero.

Com o estudo anatémico foliar contribuiremos para a melhoria do conhecimento de algumas
caracteristicas anatomicas responsaveis pela adaptacdo das espécies aos respectivos habitos e
habitats, além de obtermos caracteres taxonOGmicos Uteis para delimitar grupos de espécies e
caracterizar algumas espécies em particular. Também pretende-se aumentar as informagdes a serem

exploradas numa possivel filogenia futura do género Aechmea.



A partir da morfologia do pdlen pretende-se gerar mais informacgdes para delimitar os taxons e
agrupar as espécies afins, visando facilitar a taxonomia do subgénero.

Serd enfatizado o estudo de campo, onde as populacdes serdo analisadas em seu ambiente
natural, uma vez que jad foi verificado que com apenas material de herbario é dificil o
reconhecimento dos tdxons e a analise morfolégica precisa. Além disso, muitas colecdes de herbarios
encontram-se com identificagcGes dubias ou erroneas, o que refor¢ca a necessidade de estudos
aprofundados no grupo.

O Bromelidrio do Jardim Botanico do Rio de Janeiro tem uma colecdo excelente e centenaria.
Da mesma forma, o Bromelidrio do Nucleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais do Instituto de
Botanica possui um acervo numeroso de exemplares pertencentes a Aechmea, incluindo individuos
originarios das populag¢des naturais conhecidas, especialmente do estado de S3o Paulo. Os individuos
depositados na colecdo viva desses Bromelidrios poderdo ser acessados a qualqguer momento, o que
facilitard a obtencao de material para as analises morfoldgicas, palinoldgica, anatdmica e molecular.

As instituicdes envolvidas possuem infraestrutura adequada ao desenvolvimento deste

projeto.

INTRODUGCAO

Bromeliaceae Juss., atualmente na ordem Poales (APG Il 2009), abrange 3.248 espécies em 58
géneros (Luther 2010) e é uma das mais importantes familias de monocotiledéneas dos pontos de
vista ecoldgico e econdmico. Possui distribuicdo neotropical, ocorrendo desde o sul da América do
Norte, passando pela América Central até o Chile e Argentina, exceto por Piticarnia feliciana (A.
Chev.) Harms & Mildbr. que ocorre na Africa Ocidental, provavelmente em decorréncia de uma
dispersdo a longa distancia (Smith & Downs 1974, Givnish et al. 2004, Wanderley & Martins 2007).

Sdo apontados dois grandes centros de diversidade para a familia, o Escudo das Guianas e a
costa leste do Brasil (Smith 1955, Givnish et al. 2004, Martinelli et al. 2008). As bromélias teriam
surgido no Escudo das Guianas ha 100 milhdes de anos (Ma), espalhando-se pelo Novo Mundo entre
16-13 Ma e dispersando-se para o oeste da Africa ha cerca de 9,3 Ma (Schulte et al. 2005, Givnish et
al. 2011).

As bromélias apresentam porte extremamente varidvel, com espécies desde alguns
centimetros de comprimento (Tillandsia) até espécies lenhosas de grande porte que ultrapassam 10
metros de altura (Puya) (Wanderley & Martins 2007). Podem ser epifitas, rupicolas ou terricolas, e
essas diferentes formas de vida possibilitam a ocupagao de diversos tipos de ambientes, desde o
nivel do mar até grandes altitudes (Smith & Downs 1974, Benzing 2000, Crayn et al. 2004).

Caracteristicas como reducdo das raizes, folhas em rosetas funcionando como reservatério de dgua e



nutrientes, suculéncia, tricomas absorventes e fotossintese CAM sdo estratégias adaptativas aos
diferentes tipos de ambientes, mesdfilos ou xéricos (Smith & Downs 1974, Rauh 1990, Benzing 2000,
Crayn et al. 2004).

Bromeliaceae é considerada uma familia monofilética com base nas seguintes sinapormofias:
presenca de tricomas peltados (escamas) e o niumero bdsico de cromossomos x=25 (Gilmartin &
Brown 1987). O monofiletismo da familia é confirmado por diferentes andlises moleculares (Crayn et
al. 2004, Givnish et al. 2004, 2007, 2011, Janssen & Bremer 2004, Linder & Rudall 2005, Schulte et al.
2009).

A familia foi tradicionalmente subdividida em trés subfamilias facilmente distinguiveis pelo
tipo de sementes: plumosas em Tillandsioideae, aladas em Pitcairnioideae, apendiculadas em
Bromelioideae (Smith & Downs 1974, 1977, 1979, Gilmartin & Brown 1987, Givnish et al. 2004). Com
o avango nas pesquisas em filogenia molecular, foram detectadas politomias nas relagdes
subfamiliares, onde Pitcairnioideae sensu Harms (1930) mostrou-se parafilética e, portanto,
precisava de uma nova circunscricdo (Terry et al. 1997, Horres et al. 2000, Givnish et al. 2004).
Recentemente, em estudo da filogenia molecular baseado em andlise das sequéncias ndhF, Givnish
et al. (2007) sugeriram a redelimitacdo de Pitcairnioideae e, assim, a divisdo de Bromeliaceae passou
para oito subfamilias: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae; classificacdo confirmada posteriormente por Givnish et
al. (2011). Do ponto de vista morfoldgico, essas subfamilias se separam principalmente por
caracteristicas dos frutos, sementes, flores e folhas.

Bromelioideae abrange mais de 800 espécies em 32 géneros (Smith & Till 1998, Luther 2008) e
abriga os géneros com as espécies mais importantes do ponto de vista econémico e ornamental,
como Ananas, Aechmea, Billbergia, Neoregelia e Nidularium. Teve seu monofiletismo sustentado por
filogenia molecular confirmado em alguns trabalhos (Ranker et al. 1990, Horres et al. 2000, 2007,
Givnish et al. 2007, 2011). A subfamilia ocorre em todos os tipos de biomas tropicais, de dunas e
desertos a florestas montanas (Sass & Specht 2010). Suas espécies sdo distintas das outras
subfamilias por possuirem folhas serreadas, tricomas escamosos multicelulares, raiz reduzida, fruto
bacaceo indeiscente, sementes gelatinosas, pétalas geralmente com apéndices e sementes maduras
inaperturadas (Smith 1988, Givnish et al. 2007, Sass & Specht 2010).

Nos Uultimos anos, o niumero de estudos de cunho sistematico em Bromelioideae tem
aumentado consideravelmente (Wendt 1997, Zizka et al. 1999, 2002, Canela et al. 2003, Faria et al.
2004, 2010, 2012, Sousa 2004, Schulte et al. 2005, Horres et al. 2007, Moreira 2007, Sousa et al.
2007, Schulte & Zizka 2008, Sousa et al. 2008, Almeida et al. 2009, Schulte et al. 2009, Gaiotto et al.
2010, Louzada & Wanderley 2010, Sass & Specht 2010, Sousa 2011), mas esse montante ainda é



pequeno frente ao numero de problemas taxondmicos encontrados em diversos géneros. A
delimitacdo dos géneros é considerada especialmente problematica, baseada em poucos caracteres,
além disso, também sdo muitos os casos de imprecisdo nos limites especificos (Martinelli et al. 2008,
Schulte & Zizka 2008).

O emprego da morfologia polinica na elucidacdo das relaces de parentesco em Bromeliaceae
foi iniciado com o trabalho de Carl Mez (1894) que, através da andlise das caracteristicas polinicas
classificou as subfamilias Pitcairnioideae e Tillandsioideae como estenopolinicas e Bromelioideae,
euripolinica (com variagdes significativas entre as espécies), com divisdo nas tribos Integrae — com
graos de pdlen inaperturados, Poratae — com grdos de pélen porados e Sulcatae — com grdos de
pdlen sulcados. Essa divisdo foi corroborada por Ehler & Schill (1973) ao utilizarem microscopia
eletronica de varredura (MEV) nos graos de pdlen de 217 espécies de 39 géneros. Esses autores, bem
como Mez (1894), classificaram os graos de pdlen de acordo com os tipos de aberturas, mas também
embasaram suas analises na ornamentacao da exina. O padrdo de abertura é um carater importante
na Palinotaxonomia da familia e essa divisdo em trés grupos (sulcado, porado e inaperturado)
prevalece até os dias atuais. A ornamentacdo da exina dos graos de pdlen de Bromeliaceae é
também fator de separacdo entre espécies, mesmo naqueles géneros estenopolinicos. Todavia os
grdaos de podlen das Bromeliaceae ainda sdo pouco conhecidos quando comparados ao de outras
familias de monocotiledoneas, apesar de seu potencial na distincdo de géneros e espécies

(Wanderley & Melhem 1991; Halbritter 1992; Moreira et al. 2005).

O género Aechmea Ruiz & Pavon

O género Aechmea é o maior dentre as Bromelioideae, com cerca de 260 espécies (Luther
2010), distribuidas desde o México até a Argentina. Estima-se que cerca de 70% de suas espécies
ocorram no Brasil (Smith & Downs 1979, Luther 2001), nos mais diversos ambientes, habitando
desde florestas pluviais até areas semi desérticas (Wanderley & Martins 2007). Smith (1934) estima
que a Mata Atlantica seja o centro de diversidade do género. Martinelli et al. (2008) reconhecem
Aechmea como o segundo género mais diverso do dominio Mata Atlantica, com ampla distribuicdo e
dois centros de diversidade no dominio: um em Pernambuco e Alagoas e outro entre Bahia e o Rio de
Janeiro.

Suas plantas sdo epifitas, terricolas ou rupicolas, com frequente propaga¢do por rizomas
basais. As folhas sdo lepidotas em ambas as faces, densamente rosuladas ou disticas. Apresentam
bainha bem desenvolvida, geralmente formando tanque, lamina com margem serrilhada a aculeada.
A inflorescéncia pode ser simples ou composta, excedendo ou inclusa na roseta foliar, sustentada por

pedunculo ereto ou levemente recurvo. As bracteas florais sdo, em geral, livres ou parcialmente
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conatas com os entrends dos ramos. As flores sdo sésseis ou raramente pediceladas, disticas ou
polisticas; as sépalas sdo livres ou conatas, geralmente fortemente assimétricas, as pétalas sao livres,
providas, na face interna, de dois apéndices basais desenvolvidos, reduzidos ou rudimentares,
geralmente com duas calosidades ao longo dos filetes internos; estames menores que as pétalas,
livres ou a segunda série mais ou menos adnata as pétalas, anteras dorsifixas; o ovario é infero, com
hipanto formando ou ndo tubo, évulos geralmente caudados (Smith & Downs 1979, Wanderley &
Martins 2007).

Atualmente sdo reconhecidos oito subgéneros para Aechmea: Aechmea, Chevaliera (Gaudich.
ex Beer) Baker, Lamprococcus (Beer) Baker, Macrochordion (De Vriese) Baker, Ortgiesia (Regel) Mez,
Platyaechmea (Baker) Baker, Podaechmea Mez e Pothuava (Baker) Baker (Smith & Downs 1979). As
principais caracteristicas utilizadas para delimitar os subgéneros referem-se ao padrdo de
ramificacdo da inflorescéncia (simples ou composta), flores sésseis ou pediceladas, simetria das
sépalas e morfologia dos apéndices petalineos. Essas caracteristicas ndo sdo muito consistentes,
tornando os limites entre os subgéneros nem sempre claros. Por exemplo, Schulte et al. (2005), em
sua filogenia molecular de Bromelioideae, provaram que o apéndice petalineo é um cardter muito
homoplastico para ser tdo valorizado na taxonomia da subfamilia. O polimorfismo e a recorrente
sobreposicdo de caracteres tornam as relacdes infragenéricas em Aechmea artificiais e pouco
compreendidas, com espécies mal posicionadas no respectivo subgénero ou mesmo no préprio
género Aechmea, como apontado por diversos estudos (Smith & Downs 1979, Sousa & Wanderley
2000, Faria et al. 2004, 2010, 2012. Martins et al. 2007).

Os subgéneros de Aechmea tém sido alvos de estudos revisionais desde a década de 90,
quando Wendt (1997) apresentou a revisdo para Pothuava. Alguns anos depois, foram publicados
estudos com o subgénero Chevaliera de cunho morfolédgico (Sousa et al. 2008) e de anatomia foliar
(Sousa et al. 2005). Faria (2010) publicou a revisdo do subgénero Macrochordion e o estudo da
anatomia foliar do grupo (Faria et al. 2012). Em 2011, foi apresentada a revisdo taxonOmica e a
filogenia molecular de Lamproccocus (Sousa 2011). Dos subgéneros exclusivamente brasileiros,
apenas Ortgiesia ainda ndo foi alvo de revisdo taxondmica.

Estudando espécies de Aechmea do estado de Sdo Paulo, Proenga & Sajo (2004) puderam
separar os taxons com base na anatomia foliar. Em estudo anatémico da folha das espécies de
Aechmea subg. Chevaliera, Sousa et al. (2005) observaram caracteristicas Uteis na separagdo das
espécies, tais como posicdo dos estOmatos, a ocorréncia de camara subestomdatica com células
espessadas, a presenca de hipoderme, o nimero de camadas do parénquima aquifero, o tipo de
células que interrompem os canais de aeracdo e a distribuicdo de fibras do mesofilo. Apesar da

homogenia na maioria dos caracteres analisados nas folhas das espécies do subgénero



Macrochordion, Faria et al. (2012) encontraram alguns caracteres Uteis na taxonomia do grupo.
Variagdes na superficie das células interrompendo os canais de aeragdo foram detectadas em todas
as analises anatomicas dos subgéneros de Aechmea: Lamprococcus (Aoyama e Sajo 2003), Chevaliera
(Sousa et al. 2005) e Macrochordion (Faria et al. 2012).

Os estudos filogenéticos em Aechmea vém sendo apresentados principalmente em analises da
subfamilia, e em algumas andlises de subgéneros. Em diversos resultados apresentados o género
emerge como grupo polifilético e artificial, inclusive com a maioria dos subgéneros nao
representados por grupos monofiléticos (Faria et al. 2004, Schulte & Zizka 2008, Schulte et al. 2009,
Sass & Specht 2010, Givnish et al. 2011). Em filogenia baseada em marcadores moleculares do tipo
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), o subgénero Ortgiesia aparece como um grupo
natural (Horres et al. 2007). Em estudos da filogenia de Bromelioideae com base em marcadores
moleculares do cloroplasto (Schulte et al. 2005, Schulte & Zizka 2008) Ortgiesia emerge como grupo
monofilético, incluindo A. racinae (subg. Lamprococcus), com forte suporte estatistico. Também em
filogenia molecular apresentada por Sass & Specht (2010), Aechmea subg. Ortgiesia emerge com
grupo monofilético com forte suporte estatistico, incluindo Billbergia zebrina. Apesar de esses
estudos indicarem o monofiletismo do subgénero Ortgiesia, poucas espécies foram utilizadas nas
analises e estudos mais amplos, com exemplares de todas as espécies, poderdo acrescentar mais
dados ao esclarecimento das relagdes interespecificas.

Ortgiesia foi descrita primeiramente como género por Regel (1867) tendo como tipo Ortgiesia
tillandsioides. Baker (1879), em sua “Sinopse das Aechmea”, rebaixou-o a se¢do, com duas espécies,
A. legrelliana e A. ortigiesii. No tratamento para a Flora Brasiliensis, Mez (1892) elevou-a a
subgénero, com seis espécies — A. hamata Mez., A dealbata E. Morren, A. fasciata Baker, A.
legrelleana Baker, A. ortgiesii Baker e A. burchelli Baker. Na monografia para a Flora Neotropica,
Smith & Downs (1979) sinonimizaram o subgénero Hoplophytum em Ortgiesia e trataram 19 espécies
para o subgénero. Luther (2010), em sua compilagdo dos bindmios para a familia baseada na Flora
Neotropica, atribuiu 23 espécies e 16 variedades ao subgénero Ortgiesia. Além desses, A. kleinii Reitz
também vem sendo considerado em Ortgiesia na literatura desde Wendt (1997).

As espécies de Aechmea subg. Ortgiesia ocorrem na faixa litoranea entre os estados do
Espirito Santo e Rio Grande do Sul, no dominio da Mata Atlantica, em florestas, restingas ou
manguezais, com excegao de A. recurvata var. recurvata (Klotzsch) L. B. Smith que também ocorre no
Paraguai, Uruguai e nordeste da Argentina e de A. calyculata (E. Morren.) Baker, que tem referéncia
a uma localidade na Argentina (Smith & Downs 1979).

As principais caracteristicas das espécies referidas para o subgénero Ortgiesia sao:

inflorescéncias simples ou compostas, geralmente pedunculadas, com flores laxa ou densamente



dispostas; bracteas florais ndo decorrentes; flores sésseis; sépalas conatas em 1/3 a % do
comprimento, com mucrons tdo longos quanto os lobos livres; pétalas com &apice cuculado e
apéndices distintos (Smith & Downs 1979). A combinacdo de sépalas conatas e mucronadas distingue
0 subgénero dos demais. Para a separacdo das espécies sdo utilizadas, até o momento,
caracteristicas como padrdo de ramificacdo da inflorescéncia, comprimento da flor, comprimento do
mucron da sépala e forma do ovario.

Dentre as espécies do subgénero Ortgiesia algumas apresentam afinidade morfoldgica e dificil
circunscricdo, como destacado por Martins et al. (2007). Por exemplo, o complexo formado por
Aechmea coelestis (K. Koch) E. Morren, A. gamossépala Wittm., A. gracilis Lindm. e A. organensis
Wawra apresenta grande plasticidade morfolégica, o que dificulta a delimitacdo de suas espécies
(Martins et al. 2007), além disso existem morfotipos entre essas espécies, cujas identificacGes sdo
dificeis, como observado nas cole¢des de herbario. As espécies desse grupo compartilham as
seguintes caracteristicas: o padrdo varidvel de ramificacdo da inflorescéncia, desde simples a
composta, flores azuis e habito semelhante, além de algumas vezes serem simpadtricas, o que leva a
crer na possibilidade de existirem hibridos entre elas. Trabalhando com cole¢des de S3o Paulo,
Martins et al. (2007) diferenciaram as espécies através do porte das plantas, tamanho das flores,
forma do ovario, cor do ovdério e das sépalas, e posicdo da placenta no ovario. As autoras concluem
gue apods extensa andlise de materiais de herbario encontraram muitas variacées para cada um dos
tdxons, inclusive na mesma populacdo. Além dessas espécies, Aechmea caudata Lindm. também
apresenta afinidades morfoldgicas com A. coelestis, partilhando inclusive do mesmo habitat. Em
material vivo a separacdo dessas duas espécies é facil a partir das cores das flores (sépalas, pétalas e
ovdrio), mas em material herborizado ha certa dificuldade em distingui-las.

Conforme pode ser observado, os caracteres e a delimitacdo infragenérica em Aechmea é
bastante problematica e apenas com o estudo de revisdo de cada subgénero serd possivel avangar no
conhecimento e circunscricao do género, assim como na relagdo com géneros afins, como Portea,

Canistrum e Bilbergia.

METODOLOGIA

Trabalho de campo

Com base na revisdo de literatura, busca em banco de dados e em estudo de materiais de
herbarios, serdo selecionadas as localidades a serem visitadas. Serd dada énfase as localidades onde
foram coletados os tipos de cada espécie, entre os estados do Espirito Santo e Rio Grande do Sul (fig.

1); aos locais onde sejam observados pouca intensidade de coletas; e as localidades onde haja



populacdes conhecidas. No campo, os individuos serdo fotografados e analisados quanto a
morfologia das partes vegetativas e reprodutivas, principalmente da inflorescéncia e flores. As
coletas serao direcionadas a amostrar a variabilidade morfoldgica da espécie em cada populagdo. O
material testemunho sera depositado nos herbarios da Unicamp (UEC), do Instituto de Pesquisas
Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB) e do Instituto de Botanica (SP), e duplicatas serdo distribuidas
a outros herbarios que abrigam cole¢des importantes de bromélias, como o R, HBR, MN, ou a

herbarios préximos as localidades das colegdes.

= $ 5

Fig.1: Mapa de distribuicdo geografica de Aechmea subg. Ortgiesia (Smith & Downs 1979).

A medida do possivel serdo levados individuos para cultivo nas estufas dos Bromeliarios do
Instituto de Botanica de Sdo Paulo e do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro,
onde sdao mantidas duas importantes cole¢Ges vivas, ampliando as amostras de Aechmea e
permitindo uma andlise mais precisa dos caracteres morfoldgicos a partir das plantas vivas. Além do
acompanhamento da floragao, o cultivo dos espécimes coletados facilitara a obtengao de amostras
para as analises anatomica, palinolégica e molecular, bem como, auxiliard na conservagao ex situ dos

taxons estudados.

Analise de colegdes

Serd feito um levantamento das cole¢des nos principais herbarios do pais: Espirito Santo
(MBML, VIES), Rio de Janeiro (GUA, HB, R, RB, RFA), S3o Paulo (ESA, HRCB, IAC, SP, SPF, SPSF, UEC),
Parana (FUEL, HUPG, MBM, UPCB), Santa Catarina (FLOR, HBR) e Rio Grande do Sul (HAS, HVAT, ICN,
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PACA, PEL). Herbarios reconhecidos por abrigar importantes cole¢des de Bromeliaceae serdo
visitados ou consultados, como B, HEID, HAL, K, M, MO, NY, SEL, US, principalmente aqueles que

abrigam colegdes tipo.

Estudos moleculares

Todos os taxons de Ortgiesia e morfotipos intermediarios serdo amostrados com mais de um
espécime. Além desses, serdo analisados espécimes de Aechmea leptantha (Harms.) Leme & J.A.
Siqueira, Canistrum pickilii (A.Lima & L.B. Sm.) Leme & J.A. Siqueira, Canistrum aurantiacum E.
Morren, Portea petropolitana (Wawra) Mez e Cryptanthus glaziovii Mez. Como grupo externo serdo
utilizados espécimes de Bromelia, Cryptanthus, Ananas e Puya, além das espécies tipo dos demais
subgéneros de Aechmea.

A extracao do DNA sera feita a partir de folhas de material fresco ou material seco em silica-
gel, de acordo com o método CTAB 2X de Doyle & Doyle (1987). Apds tratamento com iniciadores
adequados, o DNA das regides selecionadas serd purificado, amplificado em termociclador (PCR) e
sequenciado, de acordo com protocolos padrdo. Serdo testados os marcadores PHYC e Leafy
(nucleares) e o gene matK, os espacadores trnlL-trnF, psba-trnH, trnK-rps16, trnC-petN (plastidiais),
uma vez que tem se mostrado os mais polimérficos para Bromeliaceae na maioria dos trabalhos
(Schulte & Zizka 2008, Schulte et al. 2009, Versieux et al. 2012).

As sequéncias serdo editadas no programa Sequencer v. 4.8 (Gene Codes Corporation) e
alinhadas utilizando o Clustal X (Larkin et al. 2007) e posteriores ajustes serdo feitos manualmente no
programa Mesquite, versdo 2.75 (Maddison & Maddison 2011). As andlises de maxima parcimOnia
serdo rodadas no programa PAUP* versdo 4.0b 10 (Swofford 2002). Para as analises Bayesianas sera
utilizado o programa Mr. Bayes v. 3.1.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003).

Essa etapa do projeto sera realizada no laboratdrio de Biologia Molecular do Instituto de
Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Durante essa fase, pretende-se executar um estagio de
pesquisa na Universidade James Cook, Australia, sob a orientagdo da Dr2 Katharina Schulte,

especialista em filogenia molecular de Bromelioideae.

Tratamento taxonomico

Serd realizado tratamento para cada taxon, com cabegalhos completos, revisdo dos tipos
nomenclaturais, descricdes detalhadas, lista de materiais examinados, ilustracdes, chaves de

identificacdo. Serdo fornecidas informacdes ecoldgicas e o status da conservacdo dos taxons.

11



Anatomia foliar

As estruturas foliares serdo descritas com o objetivo de acrescentar dados a delimitacdo das
espécies e com fins de comparacdo na matriz de dados morfoldgicos. Serdo analisadas as folhas das
espécies a partir do material coletado, garantindo assim sua informacdo de procedéncia para a
selecdo do material a ser examinado, considerando-se a variabilidade das espécies. Serdo repetidos
individuos da mesma espécie para comparacao da variabilidade inter e intraespecifica. Por¢oes
medianas de folhas retiradas da periferia da roseta serdo fixadas em FAA 50 e posteriormente
transferidas para etanol 50% (Johansen 1940). Para o estudo anatomico, as sec¢des transversais das
laminas serdo obtidas a mao livre e clareados em solugdo de hipoclorito de sédio 20%, corados com
azul de astra (solugdo aquosa 1%) e safranina aquosa 1% (Bukatsch 1972) e montados em gelatina
glicerinada. — 2 a 3 individuos por espécie.

Para os testes histoquimicos, seccdes de material fresco serdo submetidas ao Sudan IV para
evidenciar cutina e substancias lipidicas (Gerlach 1984), cloreto férrico 3% (Johansen, 1940) para
compostos fendlicos, ao floroglucinol em meio acido para confirmar a presencga de lignina (Sass 1951)
e a solucdo de lugol para evidenciar amido ou compostos fendlicos (Johansen 1940). Para a
documentacdo dos resultados sera realizada a captura de imagens usando camera de video Olympus
DP71 acoplada ao microscépio Olympus BX 51.

Serdo também feitas analises com o uso de microscopio eletrénico de varredura (MEV), para
se obter informagGes sobre as caracteristicas das células epidérmicas e tricomas em vista frontal.
Para a andlise da superficie das amostras em microscopia eletrénica de varredura (MEV), o material
botéanico serd fixado em solucdo de FAA, desidratado em série etilica e seco pelo método do ponto
critico com CO2 no equipamento Balzers modelo CPD 030. Em seguida, o material serd montado em
suportes metdlicos e recoberto com ouro coloidal por 220 segundos no equipamento Bal-Tec modelo
SCD 050. A andlise e o registro eletromicrografico serdo realizados ao microscépio eletronico de
varredura LEO modelo VP 435 operado a 20 kV, no Instituto de Biologia/UNICAMP.

As andlises ultraestruturais das amostras em microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
serdo realizadas no Laboratdrio de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia/UNICAMP. As
amostras serao fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,2 M pH 7,25,
durante 24 horas a 4°C. A pos-fixagdo com tetroxido de dsmio (0s04) 1,0% também em tampao
cacodilato de sédio 0,2 M. A desidratacdo sera feita em série crescente de solu¢dao de acetona e o
material embebido em resina Spurr®, conforme instrucdes do fabricante. As sec¢Ges ultrafinas serao
contrastadas com acetato de uranila (Watson, 1958) e citrato de chumbo (Reynolds, 1963),
examinadas ao microscopio eletrénico de transmissdao Philips EM 100 operado a 80 Kv e

documentadas com filme Kodak 35mm Eastman-5302
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Essa parte do projeto serd desenvolvida no Instituto de Biologia da UNICAMP, sob a supervisao

da Prof2 Dr2 Juliana Lischka Sampaio Mayer.

Morfologia polinica

O estudo da morfologia polinica sera realizado com as cole¢cées obtidas durante a fase inicial
de desenvolvimento do projeto, bem como com alguns espécimes mantidos sob cultivo. Em caso de
auséncia de material fresco podera ser utilizado material herborizado das cole¢des estudadas. Para
cada espécie serao analisados, no minimo, trés espécimes para a confirmacado dos dados observados,
dentre esses um sera selecionado como material padrdo para a caracterizagao morfoldgica, afericdo
de medidas e confec¢do das ilustracoes.

Serdo coletadas, pelo menos, trés botbes florais de cada espécime, proximas a antese, e
retiradas duas a trés anteras por flor, para a obtencdo de uma amostra significativa de material
polinico, conforme protocolo de Salgado-Labouriau et al. (1965). Visto que ja fora observado em
alguns estudos a fragilidade dos graos de podlen de Bromeliaceae (Wanderley & Moreira 2000,
Moreira 2007), para analise de pdlen em microscopia Optica sera feito tratamento com acetolise
lactica (ACLAC) de Raynal & Raynal (1971), indicada para graos de pdlen frageis, ou caso seja possivel,
serd utilizado o tratamento com a acetdlise de Erdtman (1960). Serdo entdo tomadas as medidas e
observados os caracteres morfopolinicos, em seguida sera feito tratamento estatistico das medidas
efetuadas. No material padrdo serdo obtidas medidas dos diametros equatoriais maior e menor, em
vista polar, e diametros polar e equatorial, em vista equatorial. Serdo feitos tratamentos estatisticos
e dada a faixa de variacdo, sendo calculados: média aritmética (x), desvio padrdo da média (Sx),
desvio padrdo da amostra (s), o coeficiente de variabilidade (VC%) e a faixa de variagdo. As
comparagoes das médias serdo feitas através da analise do intervalo de confianga (IC) a 95% (Vieira
1981). Para as medidas dos demais caracteres como aberturas e paredes dos grdos de pélen, bem
como dos didametros dos materiais de comparagado, serd calculada, somente, a média aritmética de
10 medidas. Os resultados serdo documentados em fotomicrografias de microscopia fotonica.

Para a analise de morfologia polinica em microscopia eletrénica de varredura (MEV) serd
seguido o protocolo de Melhem et al. (2003) para grdos de pdlen ndo acetolizados. Essa analise sera
realizada para observagdo detalhada da ornamentac¢do da exina e da forma das aberturas dos graos
de pélen com um espécime por espécie.

Essa etapa do projeto serd desenvolvida no Nucleo de Palinologia do Instituto de Botanico de
Sdo Paulo, com a colaboragdo da Dr2 Cynthia F. Pinho da Luz. As analises em microscopia eletronica

de varredura (MEV) serdo realizadas no Instituto de Biologia da Unicamp.
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Evolugao dos caracteres morfoldgicos

O estudo morfologico dos espécimes sera realizado através da andlise dos caracteres
vegetativos e reprodutivos, nesse caso pela disseccao das estruturais florais e dos frutos. A partir das
observacdes tanto da morfologia externa, como da anatomia foliar e morfologia do pdlen, serao
selecionados caracteres para a construcdao de uma matriz de dados para andlises estatisticas, com o
objetivo de plotar arvores de hipdteses das relagdes filogenéticas entre as espécies do subgénero
Ortgiesia.

A partir das drvores obtidas, serd realizada a analise da evolugdo dos caracteres morfolégicos
verificados como mais varidveis, como por exemplo, cor das flores, medidas das sépalas, forma do
ovdrio e posicdo da placenta no ovario. Os caracteres selecionados serdo mapeados na topologia
produzida com uso do programa Mesquite v. 2.75 (Maddison & Maddison 2011). Pretende-se
combinar a arvore obtida aqui com a obtida através da analise de sequenciamento do DNA,

resultando numa hipodtese filogenética mais robusta.

Conservagao

Todas as populacdes amostradas no trabalho de coleta serdo georreferenciadas em GPS
(Global Position System) e com os dados serdo confeccionados mapas de distribuicdo dos taxons.
Serdo indicados os taxons que ndo ocorrem em unidades de conservagdo e as agdes antrdpicas
observadas nos habitats serdo relatadas, com o objetivo de fomentar a conservagdo das espécies em
seu ambiente natural. A partir das informacGes obtidas durante o trabalho pretende-se atualizar a

situacdo de conservacao dos taxons.

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES
O cronograma das atividades que serdo desenvolvidas durante a execug¢do do projeto é

apresentado na tabela 2.

Tabela 2: Cronograma de execuc¢do do projeto.

Atividades mestre 1 2 3 4 5 6 7 8
Trabalho de campo X X X X X
Disciplinas X X X X
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Anadlise molecular
Analise morfoldgica X X
Anatomia foliar
Estudo palinoldgico
Analise dos dados

Discussao dos resultados

X X X X
X X X X
X X X X
X X X X

Redacdo da tese
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