Revisdo taxonémica e filogenia do género Promenaea (Orchidaceae)

Introducao

A familia Orchidaceae é pantropical e, provalvemente, a segunda maior dentre as
Angiospermae. Pertence a ordem Asparagales e o nimero de espécies estimado é de 24.500-
24.900, integrando ca. 810 géneros (Chase et al. 2003; Dressler 2005). A maior parte desta
riqueza encontra-se em areas neotropicais, especialmente as montanhosas (Dressler 1981, 1993).
Nesse cenario, o Brasil € o terceiro pais com maior nimero de espécies de Orchidaceae, depois
de Colémbia e Equador, sendo o leste do Brasil a segunda regido do mundo mais rica em
espécies, pois 0s Andes sdo, reconhecidamente, a regido com maior riqueza do grupo (Dressler
1993; Pridgeon 1995). Para o territorio brasileiro, Pabst & Dungs (1975, 1977) assinalaram ca.
191 géneros e 2.356 espécies, porém este numero foi recentemente retificado para 2.650 por
Giulietti et al. (2009), mostrando ser crescente em virtude de novas espécies descritas e de novos
registros de ocorréncia para o pais. A familia destaca-se também pelo elevado nimero de
endemismos e alta riqueza absoluta na Floresta Atlantica, com 791 e 1.257 té&xons,
respectivamente (Stehmann et al. 2009).

Atualmente, Orchidaceae € subdividida em cinco subfamilias: Apostasioideae,
Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae e Epidendroideae, que diferem por inUmeras
caracteristicas morfolégicas vegetativas e florais, com destaque para 0 nimero de anteras férteis
e a presenca ou auséncia de polineas tipicas (Pridgeon et al. 1999; Chase et al. 2003; Singer et
al. 2008). Epidendroideae é a subfamilia mais numerosa, correspondendo a aproximadamente
80% do total de espécies de Orchidaceae, com cerca de 525 géneros e 19.785 espécies (Chase et
al. 2003; Pridgeon et al. 2005). A subfamilia abrange 13 tribos, das quais Cymbidieae Pfitzer é a
segunda mais representativa, com mais de 3.000 espécies, distribuidas em 10 subtribos (Chase et
al. 2003).

A subtribo Zygopetalinae Schlechter, pertencente a Cymbidieae, compreende 418
espécies, restritas a América Tropical e distribuidas em 32 géneros, dentre os quais, do ponto de
vista ornamental e de conservacdo, pode-se destacar o género Promenaea Lindl. (Dressler 1993;
Chase et al. 2003; Barros et al. 2009). Descrito por Lindley (1843), este género teve duas
revisdes, porém realizadas ha mais de 50 anos — uma de autoria de Schlechter (1921) e outra de
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Hoehne (1953), que trataram, respectivamente, de 14 e 15 espécies. Recentemente, Pabst &
Dungs (1977) assinalaram 15 espécies para 0 género, distribuidas em trés agrupamentos:
“alianca Promenaea rolissoni”, caracterizada pela calosidade do disco do labelo estendendo-se
sobre os lobulos laterais, com trés espécies; “alianga Promenaea xanthina”, caracterizada pela
calosidade do disco do labelo que ndo atinge os I6bulos laterais e pelas flores amarelas, e com
dez espécies; ¢ “alianca Promenaea stapelioides”, reconhecida pelas flores marrom-arroxeadas e
representado somente por duas espécies. Chase et al. (2003) estimaram, para o0 género, um total
de 19 espécies e Barros et al. (2009) consideraram a existéncia de 20 taxons, sendo 13
endémicos da Mata Atlantica, com ocorréncia restrita as Florestas Ombrofilas Densa/Aberta ou
Mistas. Recentemente, Barros et al. (2010) relacionaram 18 espécies, enquanto na base de dados
do sitio eletrdnico TROPICOS (2010), 30 bindmios sdo listadas para o género. Desse modo,
observa-se que 0 numero de espécies de Promenaea mostra-se ainda duvidoso e que ha
necessidade de uma reavaliacdo das circunscri¢fes dos taxons.

Endémico do Brasil, 0 género é encontrado desde a Bahia até o Rio Grande do Sul,
especialmente na Mata Atlantica, com espécies primordialmente epifitas, higréfilas e ciofilas, de
distribuicdo relativamente restrita e exclusivas do interior de florestas pluviais tropicais (Barros
& Catharino 1994). Neste trabalho, os autores descreveram uma nova espécie para 0 género e
ressaltaram que outras espécies do género devem ocorrer nos estados do Espirito Santo e Bahia,
apesar de ndo haver, naquela ocasido, registros em herbarios. Posteriormente, Barros & Felix
(2006) evidenciaram também a ocorréncia de P. xanthina para a Regido Nordeste, precisamente
no estado da Bahia.

Levantamento prévio nos herbarios RB e HB permite destacar o pequeno numero de
espécimes de Promenaea documentados em herbarios para a grande maioria das espécies, exceto
para P. xanthina Lindl. (Tabela 1). Nesse contexto, ressalta-se que, em funcdo do pouco
conhecimento do género e sua baixa representatividade em colecdes de herbarios, espécimes de
Promenaea podem néo ser reconhecidos, serem identificados equivocadamente como outra
espécie ou, até mesmo como uma espécie de outros géneros de Orchidaceae.

Levantamentos floristicos recentes, realizados em diferentes regides do Brasil, indicaram
a existéncia de apenas uma ou duas espécies de Promenaea, em cada um, e a ocorréncia muito
rara nas areas estudadas (Miller 1996; Toscano-de-Brito & Queiroz 2003; Miller et al. 2006;



Menini Neto et al. 2007; Pansarin & Pansarin 2008; Alves & Kolbek 2009; Amorim et al. 2009;
Barberena et al. Inédito). Uma sintese dessas informacdes encontra-se listada na Tabela 2.

Apesar do crescente aumento do conhecimento, revisdes taxondmicas e levantamentos
floristicos recentes das Orchidaceae ainda sdo pouco expressivos no Brasil (Barberena et al.
inédito). Tomando-se como um exemplo Promenaea na Regido Sul, verifica-se o pequeno
numero de espécimes em herbario e principalmente a realizacdo de inventarios floristicos de
epifitas em florulas regionais (Kersten & Silva 2001; Muller & Waechter 2001; Gongalves &
Waechter 2002; Giongo & Waechter 2004; Buzatto et al. 2008) e a caréncia de trabalhos
voltados especificamente para o estudo das orquidaceas, pois 0s poucos que foram desenvolvidos
focaram outras tribos e subtribos que ndo Zygopetaliinae e com énfase nas plantas terrestres
(Rocha & Waechter 2006, Buzatto et al. 2007, Dettke et al. 2008, Perleberg et al. 2008, Tognon
et al. 2008), além de estarem centralizados no estado do Rio Grande do Sul. Assim, para a
realizacdo do presente estudo, é extremamente relevante a realizacdo de coletas nas localidades
de onde procederam os exemplares-tipo e também na Regido Sul, pois a ocorréncia de espécimes
de Promenaea nessa area ja foi constatada através de levantamentos prévios em herbérios,
embora os trabalhos citados acima, e recentemente publicados, ndo registrem essa ocorréncia
para o género.

No contexto de conservacdo, consultas as listas de espécies ameacadas de extincdo para a
Regido Sudeste (Fraga & Menezes 2000; Mendonga & Lins 2000; Mamede et al. 2007,
Simonelli & Fraga 2007) permitiram evidenciar apenas P. fuerstenbergiana Schltr. como
Vulneravel no estado de Sdo Paulo, devido a distribuicéo restrita e a auséncia de informacdo em
Unidades de Conservacado. Tal fato indica a necessidade de se avaliar mais detalhadamente o real
estado de conservacao das espécies do género.

Historicamente, caracteristicas do polinario, como textura, composicdo e forma, estdo
entre as mais importantes nos sistemas de classificacdo de orquideas. Avangos nas técnicas de
microscopia eletronica de varredura (MEV) tém possibilitado a utilizacdo de outros caracteres
dessa estrutura, como, por exemplo, a ornamentacdo da superficie e 0 nimero de aberturas do
polinario, contribuindo para aumentar a relevancia dos polinarios no estudo taxonémico da

familia (Freudenstein 2008). Nesse caso, 0 uso de polineas e/ou polinarios mostra-se importante



ndo apenas para identificacdo em nivel de subfamilia, mas de tribos, subtribos e até mesmo de
espécies (Nieto & Damon 2008; Singer et al. 2008).

Os primeiros estudos em Orchidaceae envolvendo dados de DNA foram desenvolvidos
por Chase et al. (1994) e Cameron et al. (1999) e resultaram em novas propostas de Sistemas de
Classificacdo para Orchidaceae e uma melhor compreensdo das relacdes filogenéticas entre as
subfamilias. Posteriormente, com base nesses dados, Pridgeon et al. (1999) propuseram uma
nova subdivisdo de Orchidaceae, que constitui a circunscricdo mais aceita atualmente, ao
considerar as seguintes subfamilias: Apostasioideae, Cycpripedioideae, Orchidoideae,
Vanilloideae e Epidendroideae. Chase (2005) destacou oportunamente que os estudos de DNA
subsequientes, desenvolvidos por Cameron (2004) e Freudenstein et al. (2004), confirmaram os
padrGes anteriormente observados, além de uma nova classificacdo, proposta por Chase et al.
(2003).

O avanco dos estudos moleculares trouxe modificacdes também em niveis infra-
familiares de Orchidaceae. Estudos recentes de filogenia, especialmente a molecular, tém
alterado a circunscricdo de géneros com caracteristicas morfoldgicas diagnosticas bem definidas,
proporcionando a fragmentacdo de diversos grupos, como Pleurothallis R. Br., Maxillaria e
Oncidium Sw., e, em outros, a fusdo de géneros previamente aceitos, como em Cattleya Lindl. e
Sophronitis Lindl. (Pridgeon & Chase 2001; Docha Neto et al. 2006; Whitten et al. 2007; van
den Berg 2008). Entretanto, devido ao grande nimero de modificacbes em curto espaco de
tempo, algumas mudancas ainda ndo foram plenamente aceitas pela comunidade cientifica (F.
Barros, com. pess.). Mesmo assim, as contribuices decorrentes da utilizacdo da andlise
cladistica sdo notdrias e 0 avango no entendimento da sistematica e taxonomia de Orchidaceae é
inegavel,  principalmente  quando  abordam  andlises  filogenéticas  combinadas
(morfolégica+molecular) ou quando empregam diferentes marcadores moleculares. Nesse
sentido, pode-se destacar o trabalho de Higgins et al. (2003), que possibilitou corroborar dados
pretéritos levantados por Higgins (1997), e também favoreceu novas conclusdes no estudo de
Encyclia Hook. ao desenvolverem analise filogenética molecular utilizando-se de diferentes
marcadores geneticos. Especificamente para Promenaea, até 0 momento ndo foi feita qualquer
analise filogenética, apesar do género ter sido incluido em um estudo de filogenia molecular em

Orchidaceae por Freudenstein et al. (2004), na qual evidenciaram a proximidade de Promenaea



com Cryptarrhena R. Br. e Zygopetalum Hook. Whitten et al. (2005) avaliaram as relacdes
genericas em Zygopetalinae através de dados moleculares e destacaram a existéncia de trés
clados principais, porém Promenaea ndo foi abordado de forma abrangente e as relagdes intra-
especificas ainda permanecem obscuras.

Desse modo, considerando a escassez de informac@es atualizadas em literatura e colecbes
de herbarios sobre a riqueza de Promenaea, e visando ampliar o conhecimento sobre o género,
propfe-se: (a) uma revisdo taxondmica, com descri¢Oes, ilustracbes, chave analitica para
identificacdo das espécies reconhecidas com base em caracteres morfoldgicos diagndsticos; (b)
testar o monofiletismo de Promenaea, com base em dados morfolégicos e macromoleculares, e
analisar as relacdes das espécies e a evolucdo de caracteres morfoldgicos; (c) testar a hipdtese de
que caracteristicas morfologicas do labelo e dos polinarios sdo informativas para o
reconhecimento de clados monofiléticos no género; e (d) reconhecer o estado de conservacéo e

padrdes de distribuicdo geografica das espécies.

Justificativa

Estudos taxonémicos possibilitam ampliar o conhecimento da biodiversidade e das relagtes
entre os taxons, sistematizando inimeras informacdes sobre a diversidade bioldgica e os diferentes
ecossistemas. A Floresta Atlantica apresenta expressiva riqueza e grande nimero de endemismos
de espécies, sendo Orchidaceae a familia de Angiospermae mais numerosa nesses dois aspectos.
Diante da elevada biodiversidade nesse ecossistema, e particularmente da familia em questdo, o
género Promenaea merece destaque, pois representa um grupo com grande nimero de espécies
endémicas da Mata Atlantica e de expressivo valor ornamental, sujeito constantemente a agdes
extrativistas ilegais e predatorias. As Ultimas monografias do género foram feitas ha mais de 50
anos e 0 nimero real de espécies ainda é controverso. Dificulta, ainda, o conhecimento atual
desse grupo, a existéncia de complexos taxondmicos, de fragilidades em circunscricdes
especificas e de dados imprecisos ou escassos quanto & distribuicdo geogréfica das especies,
além da auséncia de informacbes quanto ao estado de conservacdo de praticamente todas as
espécies. Desse modo, é necessario avaliar uma hipotese filogenética para Promenaea, a fim de
entender as relacdes entre as espécies e avaliar as circunscri¢des taxonémicas propostas. Os dados

obtidos com os estudos taxonémicos e filogenéticos serdo relevantes para a categoriza¢do do estado



de conservacao das espécies estudadas, bem como poderéo auxiliar na indicagdo de areas prioritarias
para conservacdo em Mata Atlantica. A existéncia de poucos especialistas em Orchidaceae no
Brasil, em relagdo ao tamanho da familia, estimula a formacdo de novos taxonomistas e
possibilita atualizar e ampliar a sistemética dessa familia no pais, principalmente de géneros

complexos e com o reconhecimento de agrupamentos monofiléticos.

Objetivo geral

Proceder a revisdo taxonémica e propor uma hipdtese filogenética para a evolucdo de
Promenaea, com base em dados morfoldgicos e macromoleculares, e associar esses resultados com
padres de distribuicdo geografica e de conservacdo das espécies, além de contribuir para o

conhecimento das Orchidaceae no dominio Mata Atlantica.

Objetivos especificos

e Realizar o estudo taxondmico de Promenaea e atualizar as circunscri¢des do género e das
espécies reconhecidas;

e Realizar estudos filogenéticos, com base em dados morfoldgicos e macromoleculares, em
Promenaea e em espécies selecionadas de géneros afins;

e Reconhecer caracteres morfolégicos diagndsticos para identificacdo das espécies e
informativos para a filogenia do género;

e Reconhecer caracteres qualitativos diagnosticos e informativos nas polineas e polinarios,
com uso de MEV e verificar se as caracteristicas morfoldgicas dos polinarios podem ter
valor diagndstico especifico e para a filogenia de Promenaea.

e Testar o monofiletismo de Promenaea e interpretar as relagcdes entre as espécies, com
base em analises cladisticas morfoldgica, molecular e combinada, aplicando os resultados
a taxonomia do género;

e Atualizar e mapear a distribuicdo geogréfica das espécies, assinalando padrdes de
distribuicéo, particularmente de endemismos;

e Reconhecer o estado de conservagdo das espécies com base em critérios e categorias da
IUCN, identificando dados relevantes e diagnosticos que apGiam proposicdes de areas

prioritarias para a conservagdo no dominio Mata Atlantica.
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MATERIAL E METODOS

Consultas a literatura, sitios eletronicos e herbarios

Serd realizado o levantamento bibliogréafico, considerando ndo s6 obras classicas em
taxonomia, como trabalhos de floras regionais, listagens e estudos filogenéticos, além de
informacdes disponiveis em sitios eletrénicos.

Sera feito o levantamento de diferentes colecdes de herbérios, principalmente os das
Regides Sudeste e Sul do Brasil (ALCB, BHCB, ESA, FLOR, GUA, HB, HBR, HRCB, MBM,
HURG, ICN, PACA, PEL, PMSP, R, RB, RBR, RFA, RUSU, SP, SPF, SPSF, UEC, UPCB), os
do estado da Bahia (ALCB, CEPEC, HRB, HUEFS, IBGE) e os herbéarios BR, G, GH, K, S, W e
WU, onde colecdes de Promenaea encontram-se depositadas. Material-tipo sera solicitado, a
titulo de empréstimo, a herbarios nacionais e do exterior para atestar a identificacdo correta dos
tdxons estudados e elucidar ddvidas nomenclaturais e taxonémicas. Nesse contexto, diferentes
sitios eletrdnicos também serdo consultados, em particular o Species Link para colecGes de
herbéarios, e outros, internacionais, para busca de imagem de exemplares-tipo ou relativos a

colecdes historicas.

Trabalhos de campo: observacdes, coletas e herborizacédo de material

Considerando o levantamento prévio dos herbarios e informacdes de literatura, as
expedicBes para coletas e observacdes ecoldgicas serdo feitas em areas com ocorréncia
conhecida, priorizando regides pouco ou ndo visitadas nos estados das Regides Sudeste e Sul e
na Bahia, além de areas adjacentes a estas, que representem ocorréncia potencial para o grupo
em estudo. Nesse contexto, também serdo priorizadas localidades de onde provém os tipos
nomenclaturais, pois para muitas espécies, principalmente as descritas por R. Schlechter, uma
vez que ndo existem tipos disponiveis referentes a esse coletor e o herbario B foi praticamente
destruido durante a Segunda Guerra Mundial. Para a coleta de espécimes, serdo realizadas em
torno de dez expedic¢Oes bimensais, utilizando-se o método de caminhamento (Filgueiras et al.
1994), GPS e altimetro. O material coletado serd herborizado segundo técnicas usuais (Guedes-
Bruni et al. 2002) e depositado no herbario R, com duplicatas nos herbarios RB e SP. Parte do

material podera ser enviado para cultivo ex-situ no Orquidario do Instituto de Pesquisas Jardim
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Botanico do Rio de Janeiro. Igualmente nesta instituicdo serdo depositadas amostras no Banco de
DNA. Amostras de folhas jovens serdo conservadas em silica gel para extracdo de DNA, e polineas,
polinarios e sementes serdo preservadas em glutaraldeido, para estudos em MEV. Amostras florais e
frutiferas também serdo fixadas em etanol a 70%, para analise em laboratério. Detalhes de
espécimes na natureza e de particularidades do ambiente serdo registrados através de fotografias
digitais, visando a identificacdo dos taxons e documentacdo em um banco de imagens. Licencas
para coletas em Unidades de Conservacao, tanto de material para cole¢des de herbarios como de

amostras para estudos moleculares, serdo solicitadas aos 6rgdos governamentais competentes.

Anélise morfoldgica, tratamento taxondmico e estado de conservacao

No tratamento taxonémico serdo apresentados uma chave para identificacdo dos taxons,
descrigdes, listagem dos materiais examinados, ilustracdes e mapas de distribuicdo geogréfica,
além de dados fenoldgicos e comentarios sobre afinidades taxonémicas e aspectos ecoldgicos.

Na andlise e identificacdo do material, serdo utilizados microscopios Optico,
estereoscopico e/ou MEV. Para mensuracgdo das estruturas foliares e reprodutivas, sera utilizado
paquimetro digital ou régua milimetrada. Amostras florais fixadas em etanol a 70% também
serdo analisadas, a fim de facilitar a identificacdo dos exemplares. Na identificacdo dos
espécimes serdo utilizadas as principais obras de referéncia para a taxonomia das orquidaceas
brasileiras, como Rodrigues (1877, 1882), Cogniaux (1893-1896, 1898-1902, 1904-1906),
Hoehne (1940, 1942, 1945, 1949, 1953), Pabst & Dungs (1975, 1977) e Sprunger et al. (1996).
Nessa atividade, material de herbario identificado por especialistas também serd usado para
comparacao.

Para a descricdo dos taxons, serdo utilizados, de modo geral, os conceitos morfolégicos,
vegetativos e reprodutivos de Radford et al. (1974) e, mais especificamente para Orchidaceae, 0s
conceitos de Dressler (1981, 1993). A citacdo do material examinado obedecera a ordem
cronologica das coletas. Sera adotado o sistema de classificacdo para Orchidaceae proposto por
Chase et al. (2003). As abreviagdes dos nomes dos autores dos géneros e especies seguirdo
Brummit & Powell (1992). A correcdo dos nomes cientificos atenderd as regras do Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (McNeill et al. 2006).

Na andlise em MEV, o material coletado sera fixado em solugdo de glutaraldeido 2,5%,



paraformaldeido 4% e tampdo cacodilato 0,05 M em pH 7,2. Posteriormente, as amostras serdo
lavadas neste tampdo e pos-fixadas em solugdo de tetroxido de 6smio 1% e tampé&o cacodilato 0,05
M, & temperatura ambiente. Novamente as amostras serdo lavadas em tampdo, posteriormente
desidratadas em serie crescente de acetona a cada hora - 50%, 70%, 90%, 3x 100% - e submetidas
para secagem a ponto critico, sob temperatura de 5°C e utilizado CO2 como agente. As amostras
serdo montadas em suportes (stubs) de aluminio, com diametro de 1 cm, metalizadas com uma
fina camada de ouro de 20 nm (Bal-Tec Sputer Coater SCD 050) e observadas no microscopio
eletronico de varredura ZEISS EVO 40, em condigdes de alto vacuo na coluna. As amostras serdo
observadas e eletromicrografadas no Laboratorio de Microscopia Eletrobnica do Museu
Naciona/UFRJ.

A distribuicdo geografica das espécies sera obtida em literatura, dados contidos nas
exsicatas examinadas e em dados divulgados nos sitios eletrénicos do CRIA, Kew Herbarium
Catalogue, TROPICOS, World Checklist of Selected Plants Families e Lista de Espécies da
Flora do Brasil, além de informacdes basicas contidas em Pabst & Dungs (1975). No
reconhecimento de padrGes de distribuicdo serdo avaliados a distribuicdo geografica das
espécies, endemismos, dados de altitude, de coordenadas geograficas e particularidades de
habitats.

Na categorizacdo dos estados de conservacdo serdo adotados os critérios da IUCN (2008),
com base nos estudos de revisao taxondmica e na filogenia de Promenaea. Na indicacdo de areas
prioritarias para a conservagdo das espécies estudadas, sera analisada a congruéncia entre os graus de
ameaca e os padrdes de distribuicdo geografica, os centros de diversidade e os endemismos
reconhecidos no presente estudo, além de uma estimativa do grau de pressdo antropica nas areas de
ocorréncia. Esses dados também podem constituir importantes subsidios para fortalecer planos de
manejo de Unidades de Conservagéo.

Analise filogenética morfoldgica

Apbs a conclusdo das analises morfoldgicas das espécies de Promenaea reconhecidas no
presente estudo, caracteres morfologicos, foliares e reprodutivos informativos serdo selecionados
para elaboracdo de uma matriz de dados. Especies previamente selecionadas dos géneros
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Cryptarrhena, Dichaea Lindl. e Zygopetalum para representarem o grupo externo, serdo
igualmente analisadas.

Os dados serdo analisados pelo critério de maxima parciménia com o aplicativo PAUP*4
(Swofford 2001). A analise Bayesiana sera realizada com o aplicativo MrBayes 3.1 (Huelsenbeck &
Ronquist 2001). A andlise de maxima verossimilhanca sera realizada com o programa PAUP*4
(Swofford 2001). A consisténcia da monofilia dos ramos sera avaliada pelo suporte de Bremer
(Bremer 1994), teste de “bootstrap” (Felsenstein 1985) e teste de probabilidade a posteriori
(Huelsenbeck & Ronquist 2001). Para a construcdo de &rvores filogenéticas sera utilizado o
programa Maclade v. 4.06 (Maddison & Maddison 2001), possibilitando estudos sobre a
evolugdo dos caracteres. Serao conduzidas outras analises de busca da “arvore 6tima”, em fungao
do tamanho dos dados e resultados obtidos, como os métodos heuristicos das arvores mais
parcimoniosas, valores de suporte de “bootstrap” e arvores de consenso estrito e de maioria, bem
como calculados, para as arvores mais parciomoniosas, os indices de consisténcia (IC), de
retencdo (IR) e de consisténcia rescalonado (RC). Para casos de complexos taxondmicos sera
utilizado o protocolo baseado no polimorfismo de tamanho de fragmento amplificado (\Vos et al.

pT™

1995), utilizando sistema de analise AFLP "™ (Analysis System I. Life Technologies).

Analise filogenética molecular

Para estudar as relacdes filogenéticas em Promenaea, fragmentos de folhas jovens serdo
desidratados em silica-gel (Chase & Hills 1991) com posterior extracdo de DNA pelo método
CTAB, modificado a partir de Doyle & Doyle (1987). Para todas as extracOes (de acordo com a
concentracdo de cada amostra) serdo realizadas as devidas diluicdes em tampédo TE, que serdo
estocadas em freezer a —20 °C. A partir das diluicdes, as regiGes serdo amplificadas através da
reacdo em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction-PCR, Palumbi 1996). Os
marcadores a serem utilizados serdo ITS, TrnL e TrnL-F e matK (Whitten et al. 2005). Apds um
numero pré-definido de ciclos no termociclador os produtos amplificados serdo purificados com
Kits apropriados. Posteriormente, os produtos de PCR purificados serdo estocados em freezer a —
20° C. A partir do DNA purificado serdo realizadas as reagdes de seqlienciamento para as

amostras que, posteriormente, serdo analisadas com auxilio de seqlienciadores automaticos de
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DNA no Laboratdrio de Biologia Molecular do Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio
de Janeiro. As sequéncias utilizadas por Whitten et al. (2005) na avaliacdo das relacdes genéricas
em Zygopetaliinae estdo disponiveis no Genbank e serdo utilizadas visando a construgdo da
filogenia para Promenaea. O material para analise serd coletado em campo e, eventualmente,
obtido em colecdes particulares. As seqiiéncias serdo alinhadas usando os softwares ClustalX
versdo 1.83 (Thompson et al. 1997) e as possiveis correcdes, realizadas através do programa
BioEdit versdo 5.0.9. A partir das sequéncias alinhadas, as analises filogenéticas serdo realizadas
pelos métodos de parciménia (com otimizagdes realizadas usando o algoritimo ACCTRAN) e
bayesiano com o uso, respectivamente, dos softwares PAUP 4.0 b10 (Swofford 2001) e Mr.
Bayes 3.0 (Ronquist & Huelsenbeck 2003), segundo a metodologia adotada em outros estudos
similares. Para a construcdo de arvores filogenéticas sera utilizado o programa Maclade v. 4.06
(Maddison & Maddison 2001), possibilitando estudos sobre a evolucdo dos caracteres. As
matrizes de caracteres serdo construidas no programa Mesquite 2.6, assim como a visualizacao
das arvores obtidas. Na andalise Bayesiana (AB), 0 modelo de substituicdo nucleotidica utilizado
sera selecionado através do programa MrModeltest versdo 2.2 (Nylander 2004), através do Teste

de Razdo de Verossimilhanga Hierarquico (hLRTS).
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Tabela 1 - Levantamento preliminar dos tdxons de Promenaea depositados nos herbarios

RBeR.

Herbéario RB

Espécie NUmero de Ocorréncia (Estado)

exsicatas

P. dusenii Schltr. 1 Morretes (PR)

P. melingustiana Schltr. 1 Petropolis (RJ)

P. rollisonii Lindl. 1 Rio de Janeiro (RJ)

P. stapelioides (Link & Otto) Lindl. 4 Nova lguacu, Teresdpolis e

Rio de Janeiro (RJ)
P. xanthina LindlI. 15 Santa Maria do Salto
(MG/BA), Lima Duarte e
Rosério da Limeira (MG),
Itatiaia, Nova lguacu, Paraty,
Teresopolis e Rio de Janeiro

(RJ)

Indeterminadas 8 (MG, ES, RJ, SP)

Herbéario R

Espécie NUmero de Ocorréncia (Estado)

exsicatas

P. guttata Rchb. f. 1 (RJ)

P. paulensis Schltr. 1 (SP)

P. rollisonii Lindl. 1 (RJ)

P. stapelioides (Link & Otto) Lindl. 1 (PR)

P. xanthina Lindl. 4 (RJ)

Indeterminadas 1 (RJ)
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Tabela 2 — Levantamentos floristicos recentes, com destaque para a representatividade do

género Promenaea.

Trabalhos Ano Estado N° de Espécie(s)
espécies
Miller 1996 RJ 2 P. xanthina Lindl.
P. stapelioides Lindl.
Toscano de Brito & 2003 BA 1 P. aff. xanthina Lindl.
Queiroz
Miller et al. 2006 RJ 2 P. xanthina Lindl.
Menini Neto et al. 2007 MG 1 P. xanthina Lindl.
P. stapelioides Lindl.
Romanini & Barros 2007 SP 2 P. rollissonii (Lindl.) Lindl.
P. stapelioides Lindl.
Pansarin & Pansarin 2008 SP 1 P. rollissonii (Lindl.) Lindl.
Alves & Kolbek 2009 MG 1 P. ovatiloba (Klinge) Cogn.
Amorim et al. 2009 BA 2 P. silvana F.Barros & Cath.
P. xanthina Lindl.
Barberena et al. inédito RJ/MG 1 P. xanthina Lindl.
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CRONOGRAMA DE EXECUGCAO (ANUAL)

Atividades 1° ano 2° ano 3°ano 4° ano
Obtencdo de creditos X [ X X
Levantamento e atualizacdo bibliograficas X | X X X X
Levantamento de colec¢Ges de herbarios XX X
Expedicdes cientificas XX X
Anélise, identificacdo e descricdo dos X X X
espécimes
Anélise do material no MEV X X
Extracdo de DNA X X X
Analises filogenéticas X X
Elaboracédo de chave analitica X
llustracdo das espécies X
Confeccdo de mapas de distribuicdo X

geogréfica

Redacao final

Divulgacdo de resultados (parciais) e

defesa de tese
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CRONOGRAMA FINANCEIRO (VALORES EM R$)

Itens e
Sesonedesies| © 2 3 4 5 6 7 | 8| 9 | 10| 11| 12 |TOTAL
Expedigdo cientifica |, 4|5 50415 000|2.000{2.000 0 | o | 0o | o | o | o | o |10000
(diarias + combustivel)
_ Visttas 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | o | o | o | o | o | o | 3000
técnicas/herbarios
Auxiliar de campo | 450 | 450 | 450 | 450 | 0 0 0O lo0o | 0| 0 0| o | 1800
Material de campo | 1 | 1699 | 100 | 100 | 0 0 ol o| ol ol o] o | aoo
(silica gel + etanol)
Sequienciamento de
o | o o |1.000] 0 |1000] o | o | 0o | o | o | o | 2000
DNA
Primers 0o | o 0 | 500 | 0 0 o |l o | o o] o] o | 500
Passagens aereasRio | o | v | 5 | 990 0 | 0 | o ol o | ol o] o | 900
— lIhéus - Rio
Passagens aereas Rio- | | |y 55| g 0 0 o lo| ol o] ol o | 1000
Porto Alegre - Rio
Material de papelaria | 200 0 0 200 0 0 200 0 0 200 | O 200 | 1.000
Servico de ilustracao | 0 | 0 0 0 | 800 | O 0O ] 0 0| o | 0| 800 | 1600
Xerox 100 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 300 | 900
Participacao em o | o |750]| o o |750] o | o |750] o | 0o | o | 2250
Congresso
Impressao de painel 0 0 75 0 0 75 0 0 75 0 0 0 225
TOTAL 3.350|3.100 | 4.925 | 5.700 | 3.350 | 2.825| 250 | 50 | 875 | 250 | 50 | 1.300 | 25.575
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