UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA SUPERIOR DE AGRICULTURA “LUIZ DE QUEIROZ”
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROJETO DE PESQUISA:

REVISAO TAXONOMICA DO GENERO Esterhazya J. C.
MIKAN (OROBANCHACEAE)

Doutoranda: Jesiani Rigon
Orientador: Prof. Dr. Vinicius Castro Souza



PIRACICABA - SP
2011

Revisiao taxonomica do género Esterhazya J. C. Mikan (Orobanchaceae)

Resumo

Esterhazya J. C. Mikan (Orobanchaceae) ¢ um género taxonomicamente complexo de
hemiparasitas de raizes. E representado por cinco espécies: Esterhazya macrodonta
(Cham.) Benth., E. nanuzae V.C.Souza, E. splendida J.C.Mikan, E. caesarea (Cham. &
Schitdl.) V. C. Souza, e E. eitenorum Barringer. distribuidas no Brasil, Paraguai e Bolivia.
E. splendida e E. macrodonta sao mais comuns e difundidas, enquanto E. nanuzae, E.
eitenorum, € E. caesarea sdo espécies raras de ocorréncia restrita a campos de altitudes.
Este trabalho tem como objetivo principal a revisdo taxondomica do género Esterhazya e
estudo filogenético do grupo. Serd feita andlise morfologica das partes reprodutivas e
vegetativas com base em espécimes coletados em campo e exsicatas de herbarios nacionais
e internacionais, bem como analise dos resultados obtidos do seqiienciamento de DNA.
Também serdo realizados estudos complementares com enfoque no complexo E. splendida
que apresenta consideravel heterogeneidade morfoldgica, prevendo-se estudos de anatomia
e genética de populagdes em parceria com pesquisadores de outras institui¢des. Ao final do
trabalho, serdo apresentadas descricdes das espécies, ilustracdes, chave de identificagdo e

mapas de distribui¢do geografica.

Palavras-chave: anatomia, Esterhazya splendida, filogenética, genética de populacdes,

Scrophulariaceae.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Posicionamento taxonémico da familia Orobanchaceae Vent.

O género Esterhazya J. C. Mikan tradicionalmente foi reconhecido como
pertencente as Scrophulariaceae Juss. (Schmidt, 1862; Lawrence, 1977; Cronquist, 1981;
Barroso et al., 1984), na subfamilia Rhinanthoideae, onde eram posicionados os demais
géneros hemiparasitas da familia.

No entanto, Bellini (1907) foi o primeiro autor que propds um desmembramento
da familia usando como critério a presenca ou auséncia do habito parasitico, transferindo
algumas tribos como Rhinantheae para Orobanchaceae Vent. Até entdo, essa familia era
formada apenas pelas espécies holoparasitas, distribuidas principalmente no hemisfério
norte, Asia e Africa, e representada por apenas dois géneros na América do Sul, Aphyllon
Mitch. e Orobanche L. (Heide-Jorsensen, 2008). Cronquist (1981) também reconheceu
uma relacdo de proximidade entre algumas Scrophulariaceac e Orobanchaceae,
considerando Orobanchaceae como uma familia distinta e mais avangada, principalmente
com relacdo ao parasitismo, originado provavelmente na subfammilia Rhinanthoideae
(Scrophulariaceae).

Os taxa de Orobanchaceae (holoparasitas) e os taxa parasitas de
Scrophulariaceae coincidem na maioria das caracteristicas florais, e as familias eram
usualmente distinguidas pela placentagdo e ntimero de carpelos (Hutchinson, 1969 apud
Juan et al., 2000), sendo que Orobanchaceae seria diferenciada de Scrophulariaceae por
possuir ovario unilocular e ndo ocorreria no Brasil (Souza & Lorenzi, 2008).

Estudos palinologicos (Minkin & Eshbaugh, 1989), morfolégicos (Press &
Graves, 1995; Juan et al., 2000), anatdbmicos e, mais recentemente, estudos
macromoleculares (Olmstead & Reeves, 1995; dePamphilis et al. 1997; Olmstead et al.,

2001; Oxelman et al., 2005; Tank et al., 2006) revelaram a natureza polifilética de



Scrophulariaceae, motivando a transferéncia dos géneros de Rhinantheae e Buchnereae
para Orobanchaceae (Heide-Jarsensen, 2008; APG III, 2009).

Na atual circunscri¢do, Orobanchaceae inclui membros com grande diversidade
floral (Endress, 1999), incluindo holoparasitas, hemiparasitas, parasitas facultativas, nao
parasitas, como Lindenbergia Lehm. (Wolfe et al., 2005, Bennett & Mathews, 2006) e
epifitas, como Pedicularis dendrothauma R. R. Mill & D. J. Allard. A familia ¢
globalmente distribuida, possui aproximadamente 60 a 105 géneros e cerca de 1700 a 2070
espécies (Nickrent, 2002; Heide-Jorsensen, 2008; Souza et al., 2009), sendo a maior dentre
as familias de plantas parasitas (Heide-Jorsensen, 2008).

No Brasil ocorrem 10 géneros e cerca de 50 espécies exclusivamente em
formagdes nao florestais, sendo relativamente comuns em campos rupestres. Dentre os
representantes nativos do Brasil, destacam-se os géneros Agalinis Raf., Buchnera L.,

Esterhazya e Physocalyx Pohl. (Souza & Lorenzi, 2008).

1.2. O parasitismo em Orobanchaceae

Cerca de 1% das plantas com flores (4500 espécies) apresentam algum grau de
parasitismo (Nickrent, 2002; Heide-Jorsensen, 2008). Aproximadamente 88 géneros de
Orobanchaceae s3o hemiparasitas e 17 holoparasitas. O hemiparasitismo em
Scrophulariaceae foi reconhecido inicialmente por Decaisne (1847), que percebeu que
certas Rhinanthdceas eram parasitas capazes de reduzir as colheitas. O haustorio primario
ocorre apenas nas holoparasitas e em géneros hemiparasitas mais avangados como Striga
Lour., considerada uma importante praga da agricultura, uma vez que a eficiente absor¢ao
de dgua e nutrientes pode levar seu hospedeiro a morte (Nickrent, 2002; Heide-Jorsensen,
2008). Na fase de plantula, Striga causa alteracdo no balangco hormonal estimulando a

producdo de raizes no hospedeiro (Mulsseman & Press, 1995).



Os haustorios secundarios sdo numerosos € pequenos, com menos de Imm a
Smm de didmetro, sdo aderidos as raizes de diversos hospedeiros através de um apressorio
ou de pélos radiculares modificados que secretam uma substancia pegajosa.
Anatomicamente, apresenta trés regides distintas: 1) o nucleo vascular , uma ponte
xilematica formada por uma a cinco séries de células, 2) corpo hialino, incluindo os vasos
(feixes axiais que o atravessam) e 3) o endofito, que ¢ a parte do haustorio contida dentro
do hospedeiro (Elias et al., 2005; Heide-Jorgensen & Kuijt 1995; Riopel & Timko, 1995).

As hemiparasitas sdo frequentemente generalistas na escolha de seus
hospedeiros, ja as holoparasitas sdo mais ou menos especificas, podendo ser especializadas
em um unico hospedeiro (Molau, 1995). Diversos estudos tém demonstrado que as
Orobanchaceae requerem reconhecimento quimico do hospedeiro para formagdo e
desenvolvimento de um haustério funcional (Kuijt, 1977; Chang & Lynn, 1986; Yoder,
1999). Em Striga e Orobanche L. a germinagdo ¢ estimulada mediante a percepcao de
sinais moleculares de strigolactonas, substancias presentes nas raizes de espécies como o
sorgo, o milho e o arroz, que atua na sinalizagdo para estabelecimento se simbiose com
fungos micorrizicos (Yoneyama et al., 2010).

Com relagdo a evolugdo do parasitismo, as hemiparasitas facultativas sao
consideradas as formas mais ancestrais, acreditando-se que o hdbito na familia tenha
evoluido uma vez no grupo e seguida por varias origens independentes de holoparasitas a

partir de ancestrais hemiparasitas (Young ef al., 1999).

1.3. O género Esterhazya J. C. Mikan

O género Esterhazya foi descrito pelo botanico austriaco Johann Christian Mikan
(1769-1844), a partir de coleta realizada por ele durante expedi¢cdo ao Brasil e nomeada em
homenagem ao principe Esterhazy. Inicialmente o género foi descrito com uma tUnica

espécie, Esterhazya splendida e incluida na tribo Gerardieae (Bentham, 1846; Schmidt



1862; Baillon, 1887), nome alterado por Pennell (1935) para Buchnereae. Chamisso &
Schlechtendal (1828) consideraram as espécies de Esterhazya na circunscrigdo do género
Gerardia (=Agalinis). Ja Martius (1829), reconheceu Esterhazya na sinonimia de
Virgularia. O género foi revalidado por Bentham (1846) como Esterhazya.

Bentham (1846), Schmidt (1862) e Barroso (1952) consideraram trés espécies,
Esterhazya splendida com algumas variedades, Esterhazya nervosa e Esterhazya
macrodonta, espécie similar a E. splendida, exceto pelo apice das sépalas acuminado.
Barbosa-Rodrigues (1883) tendo conhecimento de E. macrodonta e E. splendida com suas
variedades, faz referéncia a coleta de um unico exemplar nas serras do Lenheiro e Sdo
Gongalo em Siao Jodo d’El-Rey (MG) que ele nomeou de Esterhazya superba: “ao
encontrar-me com esta nova planta exultei de jubilo; tinha ante mim sendo uma variedade
distinta, uma espécie rara ou nova”, ndo sendo encontrado por ele nenhum registro de sua
publicagdo. O material tipo deste nome foi perdido, assim como outros materiais de
Barbosa-Rodrigues e possivelmente sera necessaria a sua neotipificacdo que, de acordo
com o conceito de Souza & Giulietti (2009), seria um sindnimo de E. splendida.

Barringer (1985) descreveu duas novas espécies, E. eitenorum Barringer e E.
petiolata Barringer. Moura & Alves (1999) descreveram também Esterhazya triflora
R.B.Moura & R.J.V. Alves para o Sul do Brasil. O primeiro destes nomes ¢ aceito por
Souza & Giulietti (2009), mas os dois ultimos foram reconhecidos por estes mesmos
autores como sinonimos de E. splendida

Souza (2001) reconheceu uma nova espécie, E. nanuzae V. C. Souza, distinguida
das demais pelas folhas apressas ao caule e densa deposi¢ao de cera e apresentou uma nova
combinagdo, Esterhazya caesarea, antes posicionada em Gerardia.

Com base nos trabalhos mais recentes (Souza, 2003; 2009; Souza & Giulietti,
2009; Souza, 2010) sdo reconhecidas cinco espécies: Esterhazya macrodonta (Cham.)

Benth., E. nanuzae V.C.Souza, E. splendida J.C.Mikan, E. caesarea (Cham. & Schltdl.) V.



C. Souza, e E. eitenorum Barringer. O gé€nero ¢ restrito a Bolivia, Paraguai e Brasil (Wolfe
et al., 2005), onde ocorre desde a Bahia e Mato Grosso até o Rio Grande do Sul. Os taxa
mais comuns ¢ difundidos sdo E. splendida e E. macrodonta em campos e cerrados,
enquanto E. nanuzae, E. eitenorum e E. caesarea ocorrem em areas mais restritas como em
campos de altitudes e sdo consideradas espécies raras (Souza et al., 2009).

Caracterizacdo morfologica do género Esterhazya.

Ervas a arbustos hemiparasitos, eretos, geralmente bastante ramificados,
sistema subterraneo bem desenvolvido. Folhas opostas, raramente alternas ou verticiladas,
sésseis a curtamente pecioladas, cartdceas a coriadceas, geralmente lineares a elipticas,
lanceoladas ou oblanceoladas, margem inteira, glabras, uninérveas ou raramente com
nervura secundaria evidente. Inflorescéncias em racemo geralmente ndo bem definido ou
apenas flores solitarias, axilares, concentradas nas terminacdes dos ramos; bracteas
foliaceas; bractéolas ausentes. Flores vistosas; calice pentdmero, gamossépalo, cilindrico a
campanulado, cartdceo a subcoridceo; corola creme, densamente tomentosa, com tricomas
vermelhos a alaranjados, menos freqlientemente rosados, pentdmera, longamente tubuloso-
infundibuliforme, bilabiada, ldbio superior bilobado, inferior trilobado, fauce arredondada,
cartdcea, lobos em geral revolutos e reflexos; estames 4, iguais entre si, longamente
exsertos, inseridos no tubo da corola, anteras basifixas, densamente vilosissima-
lanuginosas, coniventes pelos tricomas, com tecas paralelas; grios de polen isopolares,
radialmente  simétricos, oblato-esferdides, subcirculares, 3-colpoidados, exina
microrreticulada; ovario bilocular, pluriovulado, estilete cilindrico, estigma subclavado,
inteiro ou bipartido. Fruto tipo capsula loculicida, bivalvar, valvas geralmente bipartidas,
ovoide a globosa; sementes trigonais, com testa reticulada a cristado-reticulada,
comumente negras (Ichaso & Barroso, 1970); Ichaso, 1978; Souza, 1990; Souza, 1996;

Santos, 1997; Souza & Giulietti, 2009).



As flores s3o polinizadas por beija-flores, no entanto em estudo realizado com
Esterhazya macrodonta foi registrada uma baixa visitacdo destas aves. As flores tem antese
diurna e duram até seis dias, o estigma ¢ receptivo logo que a flor se abre, mas o estilete ¢
inicialmente menor que os estames com anteras ja abertas, caracterizando protrandria.
Autopolinizagdo pode ocorrer, ja que pequenas quantidades de polen sdo expelidas pelo
vento (Freitas & Sazima, 2001; 2006). A pilosidade da teca estd provavelmente associada a
retencdo do pdlen apds deiscéncia da antera (Hesse et. al., 2000), aumentando o tempo de
disponibilidade aos polinizadores. As sementes diminutas sdo dispersas passivamente pelo
vento (Juan et al., 2000).

Filogeneticamente Esterhazya tem emergido como grupo irmao de Agalinis Raf.,
0 que ¢ consistente com o alto grau de similaridade morfoldégica entre os dois géneros
(Bennett & Mathews, 2006; Elias ef al., 2001). A principal diferenca entre estes géneros ¢ a
presenga de estames exsertos e anteras vilosissimas de Esterhazya em oposi¢ao aos estames
inclusos ou atingindo a fauce e anteras glabras a subglabras de Agalinis No entanto,
existem excegdes, como Agalinis angustifolia (Mart.) D'Arcy, em que os estames sao
glabros, mas atingem a fauce ou sdo exsertos (Souza & Giulietti, 2009), e de acordo com
recentes trabalhos com filogenia de Scrophulariaceae, a separagdo entre Esterhazya e
Agalinis ndo se mostram suficientemente consistentes (Souza et al. ,“no prelo”).

O género apresenta poucos caracteres morfoldgicos aplicaveis na diferenciacao
das espécies. Barroso (1952) usou como critério a morfologia das folhas e lacinios do
calice. Souza & Giulietti (2009), além destes caracteres, utilizaram também a coloragdo da
corola. No entanto, a coloragdo que em estudos de campo tornam os taxa claramente
discerniveis, sdo perdidas apo6s herborizacao, devido a presenga de orobanquina (um tipo de
composto iridoide) que tornam as plantas enegrecidas apds secagem (Judd et al., 2009;

Souza, 2009).



1.4. O complexo Esterhazya splendida
De acordo com Souza & Giulietti (2009), Esterhazya splendida ¢ uma espécie
polimérfica e bastante complexa do ponto de vista taxondmico. Estes mesmos autores
reconheceram alguns “padrdes” para a espécie que foram assinalados como possiveis
espécies distintas. O padrdo “1” apresenta folhas lineares a oblanceoladas e sdo
provenientes das restingas dos Estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo; o padrao “2”
apresenta folhas lanceoladas e ocorre nos arredores de Linhares (ES); o padrao “3” possui
folhas linear-lanceoladas e ocorre na Serra dos Orgdos (RJ); o padrio “4” possui folhas
elipticas e ocorre do Mato Grosso até Sao Paulo; o padrao “5”possui folhas oblanceoladas e
ocorre na regido Sul do Brasil; o padrdo “6” possui folhas lineares e flores muito pequenas,
ocorrendo na regido da Serra de Ouro Branco (MG) e o padrdo “7” possui folhas elipticas e
menores, distribuido pela Chapada Diamantina (BA).
Esta complexidade ja havia sido reconhecida por Schmidt (1862), na Flora
Brasiliensis, que identificou grande variabilidade nesta espécie, e também por Barringer
(1985) que observou que E. splendida continha todo material ndo facilmente colocado em

outros taxa do género.

2. OBJETIVO GERAL
Revisdo taxondmica do género Esterhazya, auxiliando na elucidacdo dos problemas

existentes na circunscri¢ao de suas espécies € do género como um todo.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Verificar a consisténcia dos padrdes reconhecidos por Souza & Giulietti (2009)
para E. splendida;
b) Realizar estudos filogenéticos de Esterhazya, procurando verificar o monofiletismo

do género e relagdes com géneros proximos;



c) Fornecer dados morfologicos que contribuam na delimitagdo mais precisa das
espécies;

d) Contribuir para o conhecimento da Sistematica das Orobanchaceae Neotropicais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estudos morfologicos

Para este trabalho serdo examinadas exsicatas do género Esterhazya de diversos
herbarios nacionais e internacionais, que serdo visitados e/ou solicitado empréstimo, tendo
sido preliminarmente considerados os seguintes:

Herbarios nacionais:

ALCB- Universidade Federal da Bahia, Salvador- BA;

BHCB- Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte- MG;
BOTU- Universidade Estadual Paulista, Botucatu- SP;

CEN- EMBRAPA Recursos Geneticos e Biotecnologia, Brasilia- DF;
CEPEC- CEPEC, CEPLAC, Itabuna- BA;

CESJ- Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora- MG;

COR- Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Corumba- MGS;
CPAP- EMBRAPA, Corumba- MGS;

EAC- Universidade Federal do Ceara, Fortaleza- CE;

EAN- Universidade Federal da Paraiba, Areia,- PA;

ESA- Departamento de Ciéncias Biologicas, ESALQ/USP, Piracicaba- SP;
ESAL- Universidade Federal de Lavras; Lavras- MG;

FUEL- Universidade Estadual de Londrina; Londrina- PR;

HB- Herbarium Bradeanum, Rio de Janeiro- RJ;

HBR- Herbéario Barbosa Rodrigues, Itajai- SC;

HRB- IBGE, Salvador- BA;

HRCB- Universidade Estadual Paulista, Rio Claro- SP;

HUCP- Pontifica Universidade Catolica do Parana, Curitiba- PR;
HUEFS- Universidade Estadual de Feira de Santana; Feira de Santana- BA;
HUFU- Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia- MG;

HURG- Universidade do Rio Grande, Rio Grande- RGS;

IAN- Embrapa Amazonia Oriental, Belém- PA;

ICN- Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre- RGS;
INPA- Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus- AM;
IPA- Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria, IPA, Recife- PE;
JPB- Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa- PB;

MBM- Museu Botanico Municipal de Curitiba, Curitiba- PR;

MBML- Museu de Biologia Mello Leitdo, Santa Tereza- ES;

MG- Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, PA.

OUPR- Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, MG;
PACA- Herbarium Anchieta. Sdo Leopoldo-RS,

PEL- Universidade Federal de Pelotas, Pelotas- RGS;

PEUFR- Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife- PE;
R- Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro- RJ;
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RB- Jardim Botéanico do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro- RJ;
SMDB- Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria- RGS;
SP- Instituto de Botanica, Sdo Paulo- SP;

SPF- Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo- SP;

SPSF- Instituto Florestal, Sdo Paulo- SP;

TEPB- Universidade Federal do Piaui, Teresina- PI;

UB- Universidade de Brasilia, Brasilia- DF;

UEC- Universidade Estadual de Campinas, Campinas- SP;
UPCB- Universidade Federal do Parana, Curitiba- PR;
VIC- Universidade Federal de Vigosa, Vicosa- MG;

VIES- Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria- ES;

Herbérios internacionais

B- Botanischer Garten und Botanisches Museum Berlin-Dahlem, Berlin,
Alemanbha;

BM- British Museum, Londres-Inglaterra;

K- Royal Botanical Garden, Kew Herbarium, Richmond-Inglaterra;

M- Botanische Staatssammlung, Munique-Alemanha;

MO- Missouri Botanical Garden, Saint Louis, E.U.A;

NY- New York Botanical Garden, New York, E.U.A;

US- Smithsonian Institution, Washington-E.U.A. (siglas de acordo com Index
Herbariorum).

As identificacdes serdo feitas pela comparacdo e analise das exsicatas com o
material tipo, bem como com informacdes das diagnoses e ilustragdes disponiveis na
literatura. Serdo realizadas viagens a diversas localidades na época de floracdo e
frutificacdo das espécies, para coleta de material botanico para herborizagdo, e fixacdo de
partes reprodutivas e vegetativas em alcool 70% ou FAA 50, e conservagao em silica gel.

As seguintes areas serdo visitadas com finalidade de encontrar os referidos
“padrdes”, sendo:

1) Chapada Diamantina, Bahia (E. macrodonta, E. splendida padrao 7);

2) Chapada dos Veadeiros e Serra dos Pireneus, Goids, e regido de Brasilia no Distrito
Federal (E. macrodonta, E. splendida padrao 4);

3) Serra de Ibitipoca, Serra do Cabral e porcao sul da Cadeia do Espinhago em Minas
Gerais (E. caesarea, E. macrodonta, E. nanuzae, E. splendida padrao 6);

4) regido central do Parana e regides serranas de Santa Catarina e Rio Grande do Sul

(E. macrodonta, E. splendida padrao 5);

11



5) Serras do Itatiaia e dos Orgéos, Rio de Janeiro (E. eitenorum, E. macrodonta, E.
splendida padrao 3);

6) restingas do Rio de Janeiro e Espirito Santo (E. splendida padrdes 1 e 2);

7) Serras da Mantiqueira e da Bocaina em Sao Paulo (E. eitenorum, E. macrodonta, E.
splendida padrio 4);

As espécies serdo observadas em campo para complementagdo de caracteristicas
importantes na delimitagdo dos taxa, mas perdidas apds processo de herborizagdo, como a
coloragdo da corola, bem como, obtencao de fotografias das plantas em seu habitat natural.
As espécies coletadas serdo tombadas no herbario da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESA), e as duplicatas enviadas a herbarios de outras institui¢des.

Serdo realizados estudos morfoldgicos das partes vegetativas e reprodutivas a
partir de material coletado e de exsicatas, sendo neste caso, as partes reprodutivas
hidratadas e dissecadas (quando houver permissao dos (as) curadores (as) dos herbarios).

As ilustragdes serdo feitas pela autora, os desenhos do habito das plantas serdao
feitos preferencialmente por meio de observagado direta do espécime vivo em campo, sendo,
de exsicatas. O detalhamento de caracteres florais sera feito a partir de material fixado ou
material herborizado hidratado com auxilio de camara clara. As pranchas serdo finalizadas
em nanquim sobre papel fabriano usando a técnica aguada.

Serdo elaboradas chaves de identificacdo e mapas de distribuicdo para as
espécies com base nos dados de etiquetas, além da inclusdo de comentarios, dados de

floracdo e frutificagdo.

3.2 Estudos filogenéticos
As amostras serdo obtidas em coletas de campo, a partir de populagdes naturais.
De acordo com o protocolo de extracdo desenvolvido por Doyle & Doyle (1987) embora

seja necessaria para a realizacdo das analises somente 30-50mg de material seco, uma
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quantidade significativamente maior sera obtida, com o intuito de realizar repeticdes do
método, caso haja necessidade. Priorizar-se-a a coleta de folhas jovens e sadias, as quais
serdo fragmentadas em tiras pequenas, rapidamente incluidas em frascos contendo silica
gel para uma répida desidratacdo dos tecidos, de acordo com o procedimento de Chase &
Hills (1991). Estima-se ainda, que o tempo entre a coleta das amostras e o inicio das
atividades de extragdo de DNA ndo ultrapasse 3 meses, a fim de evitar perdas.
As amostras serdo processadas e analisadas no Laboratério de Biologia e

Sistematica Molecular pertencente ao Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias (Universidade de Sao Paulo). As amostras serdo submetidas aos procedimentos
usuais de andlise de DNA segundo Doyle & Doyle (1987) e Palmer et al. (1989), sendo
composta basicamente por trés etapas: extragdo, amplificacdo por PCR e seqiienciamento.

Segundo trabalhos recentes com filogenia de Scrophulariaceae, como o de Souza
et al. (no prelo), os dados macromoleculares serdo baseados, neste projeto, em trés genes:
trnL-F, matK ¢ ITS.

Os dados macromoleculares e morfoldgicos obtidos para posterior andlise
filogenética serdo ordenados fazendo-se uso da metodologia de Grupo Externo (Wathous &
Wheeler, 1981; Nixon & Carpenter, 1993). Neste projeto, deverdo ser utilizadas espécies
de Agalinis e Buchnera (ambas Orobanchaceae) como grupo externo.

Uma vez montada a matriz de dados com todos os dados disponiveis, sera
efetuada a analise cladistica, utilizando-se o programa PAUP.

Esta parte do projeto serd conduzido em parceria com a Pq.C. Maribeth Latvis,
da Universidade da Califérnia, que ja vem estudando a filogenia de Agalinis, género mais

proximamente relacionado a Esterhazya.

3.3. Estudos complementares
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Considerando a complexidade do género e as dificuldades que os diversos
autores encontraram na delimitacdo dos taxa, estd prevista a realizacdo de estudos
complementares envolvendo o género ou determinadas espécies, em parceria com
pesquisadores de diferentes instituigdes. O estudo de genética de populacdes sera
conduzido em parceria pesquisadora Tania Maria de Moura, doutoranda da UNICAMP, a
respeito da estrutura genética populacional em Esterhazya, especialmente nos padrdes
observados em E. splendida por Souza (1996). Em contatos feitos com a pesquisadora, ¢
possivel realizar célculos para determinagao da divergéncia genética e o fluxo génico entre
populagdes correlacionadas a distancia geografica (Rohlf, 1992 apud Moura, 2007), e que
sdo obtidos através do estudo do material de DNA, baseado em marcadores microssatélites
e aplicagdo de andlises estatisticas. Assim, os resultados obtidos neste estudo genético
poderdo contribuir nas decisdes taxondomicas em Esterhazya, especialmente em E.
splendida.

Também estdo previstos estudos anatdmicos das folhas, visando buscar
caracteres complementares para o reconhecimento dos taxons e para as analises
filogenéticas. Essa parte do projeto sera feito em parceria com o Prof. Marcilio de Almeida

da Universidade de Sao Paulo, USP.

4. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXECUCAO

Uma vez estabelecida as parcerias, a autora ficara responsavel pela coleta e
identificacdo dos materiais em campo, pela participacdo nas etapas de laboratorio e pela
discussao dos dados, como taxonomista. Podendo concentrar seus esforgos nas atividades
de campo e no estudo morfoldgico das espécies, principalmente no que se refere a
morfologia da flor, pouco explorada em estudos anteriores, participando dos trabalhos de
laboratorio apenas de forma complementar e ndo como tarefa central da tese. Considera-se

que, assim, podera haver uma perfeita conciliagdo entre os prazos estabelecidos para a
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conclusdo de seu doutorado, aprendizagem de técnicas que auxiliam nos estudos

taxondmicos, além de compartilhar uma parceria com pesquisadores e estudantes de outros

laboratorios.

O projeto serd desenvolvido ao longo de 3 anos, tendo inicio em agosto de 2011

e término em agosto de 2014.

Cronograma

5. Resultados esperados

ANO

MESES

2011

Disciplinas

Revisao bibliografica

Visita aos herbarios nacionais

Coletas de material em campo

Analises morfologicas

Ilustragoes

2012

Disciplinas

Revisdo de material de herbario

Coletas de material em campo

Estudos morfoldgicos

Estudos anatdmicos

[lustragdes

2013

Revisdo de material de herbario

Visita aos herbarios internacionais

Coleta das espécies em campo

Analises morfoldgicas

Analises anatdmicas

Extracdo e amplificacdo de DNA

Sequenciamento e analise de DNA

Ilustracoes

2014

Analise cladistica

Analise dos dados

Elaboracdo de chaves dicotomicas

Redacgao e formatacdo do texto

Defesa
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Em sua forma final, o trabalho resultara:
a) Estudo taxondmico das espécies de Esterhazya J.C. Mikan, em que serdo apresentadas
descrigoes, ilustracdes, mapas de distribuicdo geografica, chaves de identificacdo para as
espécies € comentarios.
b) Filogenia do género Esterhazya J.C. Mikan, incluindo as relagdes entre as espécies do
género, a fim de verificar o monofiletismo do grupo, bem como a relacdo com os géneros
proximos em Orobanchaceae neotropicais, como Agalinis € Buchnera.

Uma vez obtidos os resultados, prevé-se a publicacdo dos trabalhos em revistas
cientificas de circulagdo nacional e internacional. Além de publica¢des independentes de

espécies novas e novidades taxondmicas.
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