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PREFACIO

A presente tese esta organizada na forma de capitulos. O Capitulo 1, Capitulo 2, Capitulo
4 e Capitulo 5 estdao formatados de acordo com o periddico The Botanical Journal of the Linnean
Society e o Capitulo 3 estd formatado de acordo com o periddico Plant Systematics and Evoluti-

on.

O Capitulo I abrange o referencial teérico, o qual consiste em informagdes sobre o estado
da arte do grupo taxondmico em foco, sobre as subfamilias e géneros estudados e sobre os traba-
lhos existentes de estruturas reprodutivas na familia. Neste capitulo também apresentamos os
objetivos do trabalho, que em conjunto com o referencial tedrico constituem os alicerces para a

compreensdo dos capitulos seguintes.

O Capitulo II apresenta a analise comparativa detalhada do ovario e do rudimento semi-
nal de uma ampla amostra da subfamilia Tillandsioideae, fornecendo dados relevantes para a ta-

xonomia do grupo.

O Capitulo III ¢ composto pelo estudo comparativo do ovario e do rudimento seminal em
seis subfamilias pertencentes a Bromeliaceae, fornecendo inferéncias evolutivas sobre aspectos

do gineceu na familia.



Vi

O Capitulo IV abarca um estudo preliminar dos aspectos gerais da morfologia dos esta-
mes em Tillandsioideae inferindo sua potencial utilidade diagnostica e perspectivas futuras de

estudos do androceu.

Por fim, o Capitulo V apresenta um panorama geral das informag¢des mais relevantes da

tese e, ainda, as perspectivas originadas a partir desse trabalho.
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RESUMO

Bromeliaceae constitui um grande e diverso grupo de plantas monocotiledoneas de origem
essencialmente Neotropical. Embora a delimitacdo da familia e subfamilias do grupo estejam
definida, as relagdes inter e infragenéricas nao estdo completamente esclarecidas. Estruturas re-
produtivas possuem excelentes caracteres diagndsticos para delimitagdo de grupos naturais e
ainda auxiliam a compreender processos evolutivos em diferentes taxa. Dessa forma, este traba-
lho visa descrever a anatomia comparada do ovario e do rudimento em exemplares de seis sub-
familias de Bromeliaceae, contemplando 20 géneros e um total 104 espécies; e ainda busca ca-
racterizar a morfologia dos estames de 69 espécies de Tillandsioideae. As analises foram execu-
tadas em Microscopia Fotonica e em Microscopia Eletronica de Varredura. A anatomia do ovario
e do rudimento seminal apresentam claros padrdes em diferentes subfamilias ou géneros de
Bromeliaceae. Com relagdo ao ovario, estruturas especializadas sdo apenas observadas em duas
subfamilias de divergéncia tardia em Bromeliaceae (Bromelioideae e Puyoideae). A condicdo de
poucos rudimentos seminais foi observada nos géneros cedo divergente de Tillandsioideae e
Bromelioideae, sendo esse uma caracteristica plesiomorfica em Bromeliaceae. Referente ao ru-
dimento seminal, embora esse apresente variagdes com relacdo a espessura € comprimento dos
tegumentos; morfologia e tamanho do apéndice calazal; e morfologia das células epidérmicas
nucelares, se observa que tais caracteristicas se mantém constantes ou apresentam tendéncias

dentro dos géneros ou subgéneros analisados. A origem subdérmica do apéndice calazal foi con-



viii

firmada para todas as espécies analisadas; sendo a morfologia acumeada desta estrutura a condi-
cdo ancestral na familia e os apéndices calazais multiplos de Catopsis e o apéndice calazal lateral
de Puya aparecem como apomorfias. Bromelioideae apresenta reducdo desta estrutura, demos-
trando uma tendéncia a sua completa perda. O carater alongado das células epidérmicas nucela-
res foi observado em todas as subfamilias, exceto em certos géneros de Bromelioideae, sendo
dessa forma considerado uma autapomorfia para esta subfamilia. Ainda, a analise da morfologia
externa dos estames de Tillandsioideae apresentam certos padrdes nos diferentes géneros anali-
sados. As analises realizadas na presente tese indicam que certas caracteristicas anatomicas e
morfoldgicas de 6rgaos florais sdo estaveis dentro de grupos de espécies, géneros ou subfamilias
de Bromeliaceae e além de fornecer dados sobre tendéncias evolutivas dos aspectos reprodutivos
na familia, sdo potencialmente indicados para andlises filogenéticas quando utilizadas em con-

junto com dados moleculares.



ABSTRACT

Bromeliaceae constitute a great and diverse group of monocots with neotropical origin.
Although subfamilies are now well delimited, generic and infrageneric relationships are not yet
fully understood. Reproductives structures provide excellent diagnostic traits and can help the
delimitation of natural groups and also assist in the understanding of the evolutionary process in
different taxa. That way, this study aims describe the comparative anatomy of ovary and ovule in
six subfamilies of Bromeliaceae, 20 genera and 104 species, and characterize stamen morpho-
logy of 69 species belong to seven genera of Tillandsioideae. The analysis were performed in
light and scanning electron microscopy. Ovary and ovule anatomy presented clear patterns in
each subfamily or genus of Bromeliaceae. Related to de ovary specialised structures were ob-
served in two late divergent subfamilies (Bromelioideae and Puyoideae). Few ovules per carpel
was observed in early divergent genera of Tillandsioideae and Bromelioideae, A condicao de
poucos rudimentos seminais foi observada nos géneros cedo divergente de Tillandsioideae e
Bromelioideae and therefore was considered the plesiomorphic state of the character in Bromeli-
aceae. Regarding to the ovule, its structure presented variation in thickness and length of tegu-
ments; morphology and length of chalazal appendages; and morphology of nucelar epidermal
cells. However these characters are constant or present a expected pattern in different genera or
subgenera analyzed. The subdermal origin of chalazal appendage was confirmed for all analyzed
species, the acuminated morphology was established as the ancestral condition to the family and

the multiple chalazal appendages of Catopsis and the lateral chalazal appendage, in Puya are



apomorphies in Bromeliaceae. Bromelioideae show reduction of chalazal appendages and some
species of this subfamily also present complete loss of this structure. The elongated nucelar cells
were observed in all subfamilies, except in some genera of Bromelioideae. Therefore the non
elongated epidermal cell might be considered a autapomorphy in Bromelioideae. Moreover the
analyses of external morphology of stamen of Tillandsioideae show some trends in each genus.
The present study indicates that certain morphologic and anatomic characteristics of floral
organs are stable into groups of species, genera or even into a whole subfamily of Bromeliaceae.
Then, embryology provided a different set of data about evolutive patterns of reproductive struc-
tures to the family, besides they are useful to the taxonomy when used together with molecular

data.
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A familia Bromeliaceae

Bromeliaceae pertence a um grupo de plantas monocotiled6neas incluidas na ordem Poales
(APG I, 2009) e apresenta origem Neotropical. A familia é conhecida por sua grande
diversidade ecologica, peculiaridades morfol4gicas e riqueza de espécies (Benzing, 2000; Crayn,
Winter & Smith, 2004; Givnish et al., 2011).

Bromeliaceae € representada por ervas tropicais a estresse tolerantes (Benzing, 1980),
sendo praticamente todas as espécies perenes. As plantas podem ser terricolas, epifiticas ou
litofiticas (Crayn, et al., 2014) e seu porte também varia consideravelmente.

As folhas, comumente, apresentam-se inseridas em espiral no caule formando uma
“roseta”, estas podem ser simples, inteiras ou serradas, raramente possuem peciolo, mas a
presenca de bainha € frequente. Normalmente as folhas apresentam coloracdo verde a verde
acinzentado, no entanto, € também frequente a coloracdo avermelhada e roxa, sendo muitas
espécies diagnosticadas pelos desenhos de suas folhas como manchas irregulares, bandas
intercaladas, pontos ou estrias (Smith & Downs, 1974). Uma caracteristica fundamental das
folhas de Bromeliaceae é a presenca de tricomas, definidos como “escamas peltadas”, que
apresentam funcdo na absorcdo de agua e nutrientes (Benzing, 1976; Reitz, 1983). O caule
geralmente é curto e compacto, no entanto em espécies de Tillandsias, ele pode ser alongado e
apresentar folnagem densa (Smith & Downs, 1974).

As raizes de Bromeliaceae apresentam caracteristicas especificas de acordo com o héabito
das diferentes espécies. Em plantas exclusivamente epifitas as raizes sdo reduzidas e o Unico
papel desse 6rgdo é a fixacdo, sendo inexistente a funcdo de absorcdo de agua e nutrientes. Em

casos extremos, como em Tillandsia werdermannii, a planta pode se desenvolver completamente



sem raizes. Diferentemente, espécies terrestres apresentam um sistema de absor¢do de agua e
nutrientes através das raizes durante todo seu desenvolvimento (Smith & Downs, 1974; Benzing,
1980, Reitz, 1983), sendo inclusive observado raizes do tipo velame em espécies do género
Dyckia e Encholirium (Pita & Menezes, 2002).

Suas inflorescéncias se desenvolvem geralmente no eixo principal e séo terminais, podendo
ser simples, compostas ou ramificadas. Estas sdo quase sempre indeterminadas e a sequéncia de
florescimento é geralmente da base para o apice. As flores nessa familia sdo trimeras e o perianto
é claramente diferenciado em sépalas e pétalas. Os frutos de Bromeliaceae podem ser baga ou
capsula e as sementes sdo nuas, aladas ou plumosas (Smith & Downs, 1974, 1977, 1979; Reitz,
1983).

Bromeliaceae constitui um dos componentes mais marcantes do dossel das florestas
neotropicais (Ozanne et al., 2003), possuindo extrema importancia ecolégica em seu habitat. A
organizacdo das folhas em forma de roseta em individuos de Bromeliaceae retém, muitas vezes,
uma grande quantidade de agua, a qual permite o sustento de microambientes em seu interior.
Dessa forma, certos individuos proporcionam abrigo e nutrientes para uma grande diversidade de
insetos e artropodes, incluindo espécies de salamandras e sapos (Martinelli et al., 2008). As
flores de Bromeliaceae também sdo importante fonte de alimento para uma grande variedade de
insetos, beija-flores e morcegos, uma vez que esses animais sao seus polinizadores tipicos (Reitz,
1983; Benzing, 1980, 2000; Buzato, Sazima & Sazima, 2000). Assim, além da familia mostrar-se
essencial para a sobrevivéncia de muitas espécies de animais, ainda proporciona um ambiente
propicio para o desenvolvimento de espécies com estagio aquatico de seu ciclo de vida.

Na mata atlantica, Bromeliaceae € uma das familias com maior diversidade taxonémica,

com a maioria das espécies localizadas em corredores ecoldgicos dessa formagdo. Em virtude do



seu potencial ornamental, diversas espécies tém sido amplamente exploradas, e dessa forma, a
Lista Vermelha do Brasil de espécies ameacgadas inclui 119 espécies da familia em alguma
categoria de ameaca (65 espécies classificadas como “vulneraveis”, 47 espécies “ameacadas” e
sete espécies no grau de “criticamente ameagadas”), enquanto outras 21 espécies sao
classificadas como préximas de ameaca. Essa situacdo além de criar a fragmentacdo e perda de
habitats naturais, leva a familia a uma perda de diversidade genética contribuindo assim para a
extingdo de diversas espécies (Martinelli et al., 2008).

Com relacéo a distribuicdo, Bromeliaceae ocorre nos tropicos, subtropicos das Americas
possuindo uma Unica espécies no oeste africano (Givnish et al., 2011), sendo tal ocorréncia
provavelmente resultado de dispersdo a longa distancia (Givnish et al., 2004). Espécies dessa
familia podem ser encontradas em &reas abertas e ensolaradas, locais extremamente aridos como
desertos, florestas Umidas e ainda em zonas Andinas extremamente frias (Smith & Downs, 1974;
Benzing, 2000; Givnish et al., 2007, 2011).

Estudos recentes indicam que Bromeliaceae surgiram no escudo das Guianas a
aproximadamente 100 milhGes de anos e iniciaram sua diversificacdo e disperséo a cerca de 19 e
15,4 milhdes de anos atras, respectivamente. A partir de entdo diferentes grupos se direcionaram
para América Central, Sudeste da América do Norte e América do Sul, sendo que a grande
irradiagdo de Bromeliaceae se deu, provavelmente, apds o soerguimento do norte dos Andes e da
mudanca na direcdo do curso do rio Amazonas, possibilitando a colonizagéo de diversos tipos de
habitats (Givnish et al., 2007, 2011). A maior parte das espécies atuais da familia pertence a duas
grandes irradia¢fes: o nucleo tillandsioide, originado nos Andes e o ndcleo bromelidide, do
escudo brasileiro, originado na Serra do Mar e regides adjacentes (Givnish et al., 2011). Essa

grande dispersdo apenas foi possivel devido a combinacdo de certos atributos especificos



exibidos na familia que permitiram que esse grupo de espécies se tornassem tao ecologicamente
versatil e tolerante a estresse (Benzing, 2000).

Partindo do pressuposto que os ancestrais de Bromeliaceae eram espécies terrestres,
mesofitas, com fotossintese do tipo C3 e provavelmente adaptadas a locais Umidos e pobres em
nutrientes (Crayn et al., 2004), a irradiagdo da familia para diferentes habitats se deu
acompanhada de modificagdes morfologicas e fisioldgicas ligadas a mecanismos pontuais de
inovagdes. A organizacdo do corpo da planta formando um tanque para o acumulo de &gua e
nutrientes, a conservacdo de agua através da mudanca do tipo de fotossintese, conhecida com
metabolismo &cido das crassulaceas (Crayn et al., 2004) e a transi¢cdo da forma terrestre para
epifitica, a qual parece estar intimamente ligada ao surgimento dos tricomas epidérmicos
absorventes (Mez, 1934-35; Benzing, 2000) constituiram o0s passos essenciais para a conquista
de diferentes tipos de ambientes.

Quanto as relacdes filogenéticas e taxondmicas entre Bromeliaceae e familias relacionadas,
estas nem sempre foram claras, diversos estudos trataram de compreender o posicionamento das
familias pertencentes a ordem Poales, apontando diferentes resultados (e.x. Michelangeli, Davis
& Stevenson, 2003; Davis et al., 2004; Givnish et al., 2005; Christin et al., 2008; Graham et al.,
.2006; Chase et al., 2006). Atualmente as relacGes entre as familias da ordem estdo cada vez
mais claras e estudos atuais apontam que Bromeliaceae é grupo irmdo dos demais taxons de
Poales, seguidos por Typhaceae e Rapateaceae (Givnish et al., 2010; Barrett et al., 2015). Esse
grado é cedo divergente na familia sendo, posteriormente, seguido pelos clados: Cyperiids,
Xyrids, Restiids e Graminids (Linder & Rudall, 2005; Givnish et al., 2000). A ocorréncia de
nectarios septais apenas em Bromeliaceae e algumas espécies derivadas de Rapateaeceae

também corroboram com o posicionamento basal da familia (Givnish et al., 2000).



No que tange a delimitacdo de Bromeliaceae, esta se encontra bem definida e diversos
estudos apontam que a familia € monofilética (Nandi, Chase & Endress, 1998; Hilu et al., 2003;
Barfuss et al., 2005; Givnish et al., 2007), sendo morfologicamente distinguida pela presenca de
tricomas epidérmicos absorventes, estigma conduplicado-espiral (Brown & Gilmartin, 1984,
1989) e numero basico de cromossomos igual a 25, exceto em Cryptanthus e poucas espécies de
Tillandsioideae e Bromelioideae (Ramirez & Brown, 2001; Ceita, 2008).

Bromeliaceae era historicamente subdividida em trés subfamilias baseando-se
principalmente no habitat, morfologia do fruto e da semente e posi¢do do ovéario. Dessa forma,
Pitcairnioideae era definida por possuir hébito terrestre, com sistema radicular bem
desenvolvido, folhas geralmente aculeadas e sementes aladas e raramente nuas; Tillandsioideae
por apresentar espécies geralmente epifitas, folhas de margens inteiras e sementes com apéndices
plumosos e Bromelioideae caracterizadas por possui ovario geralmente infero, frutos do tipo
baga, sementes nuas e folhas espinhoso-serruladas ( Reitz, 1983; Smith & Downs 1974, 1977,
1979).

Ao longo dos anos diversos estudos comegcaram a questionar o monofiletismo das
subfamilias, gerando uma série de trabalhos que buscavam compreender melhor as relagdes em
Bromeliaceae. O uso de técnicas moleculares comegou a ser amplamente utilizado, no entanto,
num primeiro momento, pouco progresso foi alcangado. Tal fato se deve, em parte, pela a
posicdo taxonomicamente isolada de Bromeliaceae, sem grupo externo definido, sendo dificil
polarizar estados de carater (Gilmartin e Brown, 1987; Terry, Brown & Olmstead, 1997a;
Givnish et al., 2000; Pires & Sytsma, 2002); parte devido as baixas taxas evolutivas do DNA
cloroplastidial apresentadas na familia (Gaut et al., 1997; Givnish et al., 2004, 2005) e também

pela limitada quantidade de tdxons amostrados nesses estudos.



Com o surgimento de novas técnicas moleculares, uma analise mais ampla de taxons pode
ser feita e diferentes regides do genoma foram sendo incluidas nos estudos, proporcionando uma
maior compreensdo das relagdes entre as familias de monocotileddéneas como um todo (Givnish
et al., 2005; Chase et al., 2006; Graham et al., 2006) e também entre Bromeliaceae (e.g., Terry et
al., 1997a; Horres et al., 2000; Crayn et al., 2004; Givnish et al., 2004; Sass & Specht, 2010).
Em 2007, Givnish et al., assumem Pitcairnioideae como um grupo parafilélito, e dividem
Bromeliaceae em oito subfamilias: Tillandsioideae, Bromelioideae, Pitcairnioideae,
Brocchinioideae, Lindmanioideae, Hechtioideae, Puyoideae, Navioideae. Em 2011, Givnish et
al., apresentam um estudo filogenético apresentando clados com maior suportes, estabelecendo
as relacBes entre as subfamilias de Bromeliaceae da seguinte maneira: Brocchinioideae,
(Lindmanioideae, (Tillandsioideae, (Hechtioideae, (Navioideae, (Pitcairnioideae, (Puyoideae,
Bromelioideae))))))). Dessa forma, atualmente a familia Bromeliaceae € composta por 3408

espécies distribuidas em 58 e oito subfamilias (Luther, 2014).
A subfamilia Tillandsioideae Harms

Tillandsioideae € representada por plantas herbaceas, muitas vezes epifitas e podem ser
caulescentes ou acaulescentes. As raizes servem, geralmente, apenas para fixacdo e na maioria
das vezes estdo ausentes. As folhas se distribuem formando rosetas ou fasciculos ou se
distribuem ao longo do caule. As folhas sdo inteiras e geralmente apresentam escamas
radialmente e simetricamente dispostas. O ovario € supero ou praticamente supero, exceto em
Glomeropitcairnia que apresenta ovario semi-infero, os frutos compreendem capsula septicida e
as sementes possuem apéndices plumosos na base ou no apice, ou em ambos (Smith & Downs,

1977).



Tillandsioideae é a subfamilia que apresenta a maior area de distribuicdo de Bromeliaceae
ocorrendo espécies deste grupo desde a Argentina (Smith & Downs, 1977) até sudoeste dos
Estados Unidos (Garth, 1964). O centro de maior diversidade ¢ o norte dos Andes e Antilhas
(Smith & Downs, 1977), ocorrendo ainda, diversos centros secundarios de diversidade na
América central (Werauhia) e sudeste Brasileiro (Alcantarea, Tillandsia subg. Anoplophytum e
parte de Vriesea) (Benzing, 2000).

De acordo com Barfuss et al. (2005) linhagens cedo divergentes de Tillandsioideae
surgiram no norte da América do Sul, migrando posteriormente para o leste do Brasil (Vriesea
s.l.) e Caribe (Catopsis e Glomeropitcairnia). Posteriormente, com o soerguimento dos Andes,
Guzmania, Mezobromelia, Racinaea, Tillandsia e Viridantha exibem uma radiacdo adaptativa
explosiva ao longo da cordilheira, migrando em direcdo ao México e Sul do Chile.

Atualmente a delimitacdo de Tillandsioideae possui forte suporte tanto morfologico quanto
molecular (Terry & Brown, 1996; Horres et al., 2000; Crayn et al., 2004; Givnish et al., 2007,
2011; Escobedo-Sarti et al., 2013; Gilmartin & Brown, 1987; Barfuss et al., 2005). De acordo
com a classificagdo atual, é composta por quatro tribos - Catopsideae, Glomeroptcairnieae,
Vrieseeae e Tillandsieae - as quais incluem cerca de 1362 spécies, distribuidas em dez géneros:
Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms (28 spp.), Catopsis Griseb. (18 spp.), Glomeropitcairnia
(Mez) Mez (2 spp.), Guzmania R. & Pav. (210 spp.), Mezobromelia L. B. Sm. (9 spp.), Racinaea
M. A. Spencer & L. B. Smith (65 spp.), Tillandsia L. (620 spp.), Viridantha Espejo-Serna (6
spp.), Vriesea Lindl. (266 spp.) e Werauhia J. R.Grant (87 spp.) (Luther, 2014)

Catopsis e Glomeropticairnia sdo géneros cedo divergente em Tillandsioideae (Barfuss et
al., 2005; Givnish et al., 2007, 2011) e embora a inclusdo de ambos na subfamilia tenha sido

controversa, atualmente é suportado por analises cladisticas de caracteres morfoldgicos



(Gilmartin et al., 1989) e moleculares (Terry, Brown & Olmstead, 1997a, b; Horres et al., 2000),
sendo estes 0s géneros mais bem delimitados de Tillandsioideae.

Por outro lado, a circunscricdo dos demais géneros ainda encontra-se em constante
mudanca. A dificuldade na delimitagdo dos géneros € em parte causada pelo uso de caracteres
morfoldgicos de utilidade diagnostica questiondvel (ex. tipo de inflorescéncia, variacBes da
conacdo do tubo da corola, posicionamento de estames e estigma e presenca ou auséncia de
apéndices petalineos) e parte devido ao fato de importantes obras taxonémicas do grupo (Baker,
1889; Mez, 1934-35; Smith & Downs, 1977) terem sido baseadas principalmente em material de
herbario, no qual as estruturas florais encontram-se, muitas vezes, mal preservadas ou ausentes,
impondo dificuldade na selecdo de caracteres diagndsticos para os taxdns e gerando impreciséo
na delimitagcdo dos géneros (Benzing, 1980; Brown & Terry, 1992).

Consequentemente, mudancas ao nivel genérico sao frequentes. Espécies de Vriesea foram
transferidas para Alcantarea, Guzmania, Mezobromelia, Werauhia e Tillandsia (Grant, 1995a;
Utley, 1978; Utley & Luther, 1991; Grant, 1993a; Grant, 1995a, b; Grant, 1993b, 1994a, 1995b).
Espécies de Guzmania foram transferidas para Mezobromelia (Utley & Luther, 1991) e espécies
de Tillandsia foram transferidas para Guzmania, Mezobromelia e Racinaea (Rauh, 1991; Weber
e Smith, 1983; Grant, 1993a, 1994b; Spencer e Smith, 1993).

Os géneros mais heterogéneos sdo Guzmania, Mezobromelia, Vriesea, e Tillandsia sendo
todos para - ou polifiléticos (Brown & Gilmartin, 1984, 1989; Bdhme, 1988; Gross, 1988;
Halbritter, 1992; Terry & Brown, 1996; Terry et al.,1997b; Horres et al., 2000; Crayn et al.,
2004; Barfuss et al., 2005; Givnish et al., 2011; Gomes da Silva et al., 2012).

Ainda, a divisdo de Tillandsia em seis subgéneros (Allardtia, Anoplophytum,

Diaphoranthema, Phytarrhiza, Pseudalcantarea, e Tillandsia) e a segregacdo de Racinaea



(anteriormente tratada como T. subgen. Pseudo-Catopsis) e Viridantha (anteriormente incluida
em T. subgen. Allardtia) delimitam apenas parcialmente grupos naturais (Barfuss et al., 2005).
Por fim, Alcantarea e Werauhia sdo definidos como monofiléticos (Barfuss et al., 2005;

Versieux et al., 2012)
Os géneros de Tillandsioideae estudados

Catopsis Griseb

O género Catopsis consiste em ervas com folhas densamente dispostas em uma roseta
infundibuliforme a quase tubular. Suas folhas apresentam bainha ampla, o0 escapo é bem
desenvolvido, e a inflorescéncia geralmente € bipinada e subereta. As flores séo pequenas, com
corola actinomorfa, sépalas livres e fortemente assimétricas, pétalas livres, estames inclusos e
anteras ovaladas ou elipticas. O fruto é uma cépsula septicida e as sementes apresentam
apéndices apicais (Smith & Downs, 1977). O género Catopsis se distribui desde o sudeste dos
Estados Unidos até o sul do Brasil (Giulietti, 2007) e atualmente é composto por 18 espécies
(Luther, 2014).

Vriesea Lind.

O género Vriesea consiste em ervas acaulescentes e geralmente epifiticas. Suas folhas se
organizam formando uma roseta infundibuliforme a utricular, com capacidade de armazenar
agua. A folhas sdo polisticas, com bainha conspicua. A lamina foliar possui margem lisa e é
levemente lepidota. Suas inflorescéncias sdo espigadas ou paniculas dispostas acima das folhas e
as flores sdo disticas, polisticas ou até mesmo secundas. As bracteas florais sdo normalmente
conspicuas; as flores sdo perfeitas e apresentam um pequeno pedicelo. As sépalas séo
convolutas e livres e as pétalas sdo livres ou concrescidas formando um tubo, em sua base se

dispdem duas escamas. Os estames podem ser inclusos ou exsertos. O ovario é supero ou quase
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supero, o fruto € uma capsula e as sementes sdo fusiformes com apéndices basais (Smith &
Downs, 1977). O género Vriesea apresenta distribuicdo ampla na América do Sul com um dos
maiores centros de riqueza especifica a Mata Atlantica Brasileira, ocorrendo também no Cerrado,
Amazonia, Caatinga e Pampa (Wanderley & Martin, 2007).

Atualmente 266 espécies compdem o género, cuja divisdo em duas se¢les ainda é utilizada,
embora analises moleculares recentes (Gomes-da-Silva et al., 2012; Versieux et al., 2012)
tenham apontado a artificialidade de tais grupos. De acordo com Smith & Downs (1977) Vriesea
sec. Vriesea apresenta normalmente bracteas coloridas (vermelhas, laranjas ou amarelas) e
estames exsertos, enquanto que Vriesea sec. Xiphion apresenta bracteas normalmente verdes ou
marrons e estames inclusos.

Alcantarea (E.Morren ex Mez)

Espécies pertencentes ao género Alcantarea possuem folhas que se dispdem de modo a
formar uma roseta infundibuliforme. A Iamina foliar é linear ou linear-lanceolada, com margens
lisas. O escapo € ereto, robusto com brécteas escapais imbricadas. A inflorescéncia ¢ uma
panicula, suas flores sdo vistosas, as pétalas sdo livre e reflexas (nunca eretas) de cores alvo-
amarelas. Os filetes sdo expostos, o fruto é uma capsula e as sementes possuem apéndices basais
e apicais (Smith & Downs, 1977; Grant, 1995a). O status do género Alcantarea apresentou
diversas modificacGes desde sua descrigcdo, sendo primeiramente tratada como um subgénero de
Vriesea (Mez, 1894; Smith & Down, 1997) e posteriormente como um género independente
(Grant, 1995a). O status de Alcantarea como género é suportado pela distribuicdo de suas
espécies, restrita ao sudeste e nordeste do Brasil e pelas caracteristicas de suas flores e sementes
(Grant, 1995a; Coffani-Nunes et al., 2010; Versieux et al., 2012) e de acordo com Luther (2014)

0 género é composto por 28 espécies. No entanto, é importante ressaltar que embora Alcantarea
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seja amplamente aceito, esse ndo é considerado um género valido pelo Royal Botanical Garden,
Kew (World Checklist of Selected Plant Families), sendo sinonimizado como Vriesea.

Werauhia J.R.Grant

Espécies pertencentes ao género Werauhia sdo caracterizadas por suas inflorescéncias
compostas e secundariamente reduzidas ou abortivas. A floragdo dessas plantas € noturna, suas
flores geralmente ndo apresentam cores vibrantes sendo todos os verticilos carnosos. As flores
apresentam corola zigomorficas e os apéndices petalineos sdo dactildides (Utley, 1983; Grant,
1995). Espécies pertencentes a esse género foram pela primeira vez descritas como género
Thecophyllum (sensu Mez, 1934-35). Posteriormente Smith & Pittendrigh (1953) transferem tais
espécies para Vriesea sec. Xiphion e em 1995, Grant, ressaltando caracteristicas Unicas para o
grupo, também observadas por Utley (1983), segrega Werauhia de Vriesea, formando um género
independente. O género apresenta distribuicdo do Sul do México, América Central, Caribe, Peru
e Norte do Brasil e atualmente é composto por 87 espécies (Luther, 2014). No entanto, é
importante ressaltar que embora Werauhia seja amplamente aceito, ndo é considerado um género
valido pelo Royal Botanical Garden, Kew (World Checklist of Selected Plant Families), sendo
sinonimizado como Vriesea.

Tillandsia L.

Tillandsia consiste em ervas que desenvolvem habitos muito variados. Suas folhas formam
uma roseta infundibuliforme a utricular, sendo caulescente ou ndo. As folhas podem ser
polisticas, disticas ou distribuidas ao longo do caule, com bainha geralmente reduzida, e lamina
foliar estreita e triangular ou linear, lepidota e com margens lisas. Sua inflorescéncia
normalmente é composta por uma panicula, um racemo ou uma espiga distica ou polistica. As

bracteas florais podem ser conspicuas ou pequenas; as flores sdo perfeitas; as sépalas sdo
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convolutas e normalmente simétricas, podendo ser livres ou fusionadas. As pétalas sdo livres e 0s
estames apresentam diversos tamanhos. O ovario € supero, o fruto tipo capsula septicida e a
semente apresenta apéndices plumosos basais (Smith & Downs, 1977; Till, 2000).

Atualmente Tillandsia apresenta 620 espécies que estdo divididas em seis subgéneros os
quais apresentam diferentes areas de distribuicéo.

O subg. Allardtia possui cerca de 200 espécies 0s quais se distribuem essencialmente nos
Andes e América Central, Antilhas e sudeste da Venezuela (Till, 2000).

O subg. Anoplophytum possui cerca de 60 espécies com distribuicdo no leste e sul do Brasil
se estendendo para o norte da América do Sul, Antilhas e Bolivia, Argentina e Uruguai (Till,
2000). De acordo Smith & Downs (1997) Anoplophytum compreende dois diferentes grupos
morfoldgicos: O grupo Andino, o qual consiste em espécies xerofiticas, e o grupo Brasileiro, o
qual contém diversas espécies mesofiticas.

O subg. Phytarrhiza possui cerca de 37 espécies sendo cerca de 19 delas mesofititas e 18
xerofiticas. O primeiro grupo apresenta distribuicdo na regido central dos Andes, norte da
América do Sul e ainda algumas espécies alcancando a Guatemala e Belize. O segundo grupo se
distribui na regido sul dos Andes e nordeste e sul brasileiro (Till, 2000).

O subg. Diaphoranthema possui cerca de 30 espécies 0s quais se distribuem
essencialmente no sul dos Andes se estendendo para o nordeste brasileiro e Uruguai (Till, 2000).

O subg. Tillandsia possui cerca de 200 espécies 0s quais se distribuem na América Central
e norte da América do Sul se estendendo para o sul dos Estados Unidos da América e Antilhas.
Poucas espécies alcancam a Bolivia e a costa do Brasil (Till, 2000).

O subg. Pseudalcantarea possui 5 espécies os quais se distribuem do Golfo do México para

Nicardgua e ilha Hispaniola.

13



Racinaea M.A.Spencer & L.B.Sm

O género consiste em ervas com filotaxia espiralada, flores disticas e pequenas, pétalas
livres, assimétricas e alargadas em direcdo ao apice. Os estames e o pistilo sdo inclusos na
corola, sendo o estigma curto e robusto. Espécies pertencentes a esse género foram
primeiramente descritas como Tillandsia subg. Pseudo-catopsis André e em 1993, Spencer &
Smith reavaliam tal grupo, elevando Racinea como um género. Espécies de Racinaea ocorrem
principalmente nos Andes se estendendo para América Central e Sudeste da Venezuela, sendo
gue a maioria de seus integrantes habitam florestas tropicais e florestas nebulosas e de acordo
com Luther (2014) o género é composto por 65 espécies. Ainda, € importante ressaltar que
Racinaea ndo € considerado um género valido pelo Royal Botanical Garden, Kew (World
Checklist of Selected Plant Families), sendo sinonimizado como Tillandsia.

Guzmania Ruiz & Pav.

O género consiste em ervas acaulescentes, raramente caulescentes. Suas folhas séo
polisticas e com margens inteiras, o escapo é geralmente robusto e as inflorescéncias sdo espigas
simples ou bipinadas com flores de arranjamento polistico. As flores sdo perfeitas, suas sépalas
sdo livres ou fusionadas e as pétalas sdo fusionadas formando um tubo. Os estames normalmente
estdo fusionados com as pétalas, o ovario é stpero, o fruto do tipo capsula septicida e as
sementes apresentam apéndices basais (Smith & Downs, 1977).

O género apresenta distribuicdo na América Central, norte da Ameérica do Sul, Caribe,
sudeste dos Estados Unidos, Andes e Sul do Chile (Smith & Downs, 1977; Givnish et al., 2011)

e de acordo com Luther (2014) é composto por 210 espécies.
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Demais subfamilias de Bromeliaceae

Brocchinioideae

O género Brocchinia Schult.f., anteriormente pertencente a Pitcairnioideae, foi elevado a
subfamilia Brocchinioideae por Givnish et al. (2007). A subfamilia € monogenérica e €
representada por 20 espécies (Luther, 2014).

Espécies de Brocchinioideae apresentam fruto do tipo cépsula, suas sementes possuem
apéndice bicaudados, suas pétalas sdo pequenas, regulares e livres. As sépalas apresentam
organizacdo coclear. O ovario é parcialmente ou completamente infero, a inflorescéncia pode ser
racemosa, paniculada ou capitada, e a lamina foliar possui margem lisa. A presenca de
clorénquima estrelado é frequentemente observada (Givnish et al., 1997).

A distribuicdo de Brocchinioideae esta restrita ao Escudo das Guianas, ocorrendo
principalmente no sul da Venezuela, no entanto algumas populacgdes se distribuem em regides
adjacentes do Brasil, Colombia e Guiana (Givnish et al., 1997).

Lindmanioideae

A subfamilia Lindmanioideae foi criada por Givnish et al. (2007) e atualmente é composta
por dois géneros e 45 espécies: Connelia (6), e Lindmania (39) (Luther, 2014).

Espécies de Lindmanioideae apresentam fruto do tipo cépsula e suas sementes possuem
apéndice bicaudados. Com relacdo aos estames, estes possuem as anteras subbasifixas,
equitantes, retas e robustas, e seus filetes livres. As sépalas sdo convolutas, as pétalas nédo
lepidotas e o0 estigma é ereto. Nessa subfamilia as flores sdo pediceladas e lamina foliar possui
margem serrulada ou espinhosa e mesofilo nunca apresentam clorénquima estrelado (Givnish et

al., 1997).
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A distribuicdo de Lindmanioideae esté restrita ao Escudo das Guianas (Givnish et al.,

1997).

Hechtioideae

A subfamilia Hechtioideae foi criada por Givnish et al. (2007), sendo atualmente
representada pelo género Hechtia o qual consiste em 20 espécies (Luther, 2014).

Espécies de Hechtioideae apresentam fruto do tipo capsula, as sementes podem ser aladas a
quase completamente nuas. Suas flores sdo didicas, as folhas sdo suculentas, apresentando
frequentemente margem espinhosa, sendo raramente inteiras. O mesofilo nunca apresentam
clorénquima estrelado (Givnish et al., 1997).

Hechtioideae esta distribuida essencialmente na América Central, predominantemente

México (Benzing, 2000).

Navioideae

A subfamilia Navioideae foi criada por Givnish et al. (2007), sendo atualmente composta
por 107 espécies, distribuidas em cinco géneros: Brewcaria (6), Cottendorfia (1), Navia (93),
Sequencia (1) e Steyerbromelia (6) (Luther, 2014).

Espécies de Navioideae apresentam fruto do tipo capsula, as sementes sdo aladas ou nuas,
as pétalas sdo pequenas e as sépalas apresentam organizagdo coclear. Nas folhas nunca se
observa clorénquima estrelado nem esclerénquima hipodérmico, mas se observa a presenca de
tricomas irregularmente dispostos e levemente sobrepostos (Givnish et al., 2007).

A distribuicdo de Navioideae é basicamente restrita a0 Escudo das Guianas, no entanto
Cottendorfia ocorre no nordeste brasileiro (Benzing, 2000).

Pitcairnioideae
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Atualmente Pitcairnioideae é composta por 6 géneros e 640 espécies: Pepinia (57),
Deuterocohnia (19), Dyckia (161), Encholirium (28), Fosterella (31) e Pitcairnia (344) (Luther,
2014).

Espécies de Pitcairnioideae apresentam fruto do tipo capsula, sementes aladas e as pétalas
permanecem livres depois da antese (ou levemente enrolada). Suas pétalas sdo grandes e
conspicuas ou, se pequenas, as sépalas sdo imbricadas e as antera basifixas e lineares (Givnish et
al., 2007).

A distribuicdo de Pitcairnioideae € ampla, ocorrendo espécies na America Central, nos
Andes, diversas regides do Brasil e norte da Argentina e do Paraguai (Smith & Downs, 1974;
Benzing, 2000; Givnish, 2007).

Puyoideae

O género Puya Molina, anteriormente pertencente a Pitcairnioideae, foi elevado a
subfamilia Puyoideae por Givnish et al. (2007). A subfamilia € monogenérica e é representada
por 219 espécies (Luther, 2014).

Espécies de Puyoideae apresentam fruto do tipo céapsula, as sementes sdo
circunferencialmente aladas, as pétalas fortemente aspiraladas depois da antese e as sépalas sdo
convolutas (Givnish et al., 2007). O género Puya se estende das montanhas da América Central
até regides de média a altas altitudes dos Andes e centro do Chile (Smith & Downs, 1974;
Jabaily & Sytsma, 2010).

Bromelioideae

Espécies de Bromelioideae sdo frequentemente epifitas, usualmente acaulescentes e suas
raizes geralmente tem papel apenas na fixa¢do do individuo. As folhas normalmente formam

uma roseta infundibiliforme, geralmente com margens serruladas a espinhosas, a lamina foliar é

17



lepidota apresentando escamas irregularmente dispostas ou raramente tricomas multisseculares e

cilindricos. O ovario é completamente infero, os rudimentos seminais apresentam caudas longas

a obtusas e o fruto consiste em uma baga e as sementes sdo nuas (Smith & Downs, 1979).
Atualmente Bromelioideae é composta composta por 32 géneros e 950 espécies (Luther,

2014) e a maioria das espécies se distribui no sudeste brasileiro (Benzing, 2000; Givnish, 2011).

Estudos morfoldgicos e anatdmicos em estruturas reprodutivas de Bromeliaceae

Estudos anatdmicos realizados em Bromeliaceae se concentram em anélises de estruturas
vegetativas (ex. Flores, 1975; Souza & Neves, 1996; Souza, Estelita & Wanderley, 2005; Arruda
& Costa, 2003; Gomes-da-Silva et al., 2012; Santos-Silva et al., 2013). As folhas sdo muito
utilizadas como objeto de estudo para analises taxondémicas uma vez que tais 0rgaos apresentam
um acesso mais facilitado, comparado as estruturas reprodutivas, possibilitando a amostragem de
um maior nimero de taxa.

Com relacdo as estruturas reprodutivas pode-se apontar certos trabalhos sobre sua
morfologia e ou anatomia. Novikoff & Odintsova (2008) realizam um estudo comparativo do
gineceu na familia. Sajo, Rudall & Prychid (2004b) fazem inferéncias evolutivas sobre o
posicionamento do ovario em Bromeliaceae detalhando aspectos dos nectarios septais. Kulkarni
& Pai (1982) descrevem a anatomia floral de Puya spathaceae Mez., detalhando seu nectério e
ainda diversos trabalhos enfocaram a morfologia do estigma em espécies de Bromeliaceae
(Brown & Gilmartin, 1984, 1988, 1989; Varadarajan & Brown, 1988; Heslop-Harrison &
Shivanna, 1977; Tardivo & Rodrigues, 1998; Vervaeke et al. 2003). Ainda, Brown & Terry
(1992) descrevem ontogenia dos apéndices petalineos e Evans & Brown (1989) caracterizam o0s

filetes plicados em Tillandsia subgen. Anoplophytum, sendo ambos caracteres amplamente
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utilizado na delimitagdo taxonémica em géneros de Bromeliaceae. Estudos anatdmicos do fruto
foram feitos por Morra, Dottori & Cosa (2002), Fagundes & Mariath (2010) e por Silva (2011) e
trabalhos anatdmicos com a sementes foram desenvolvidos por Szidat (1922); Rao & Wee
(1979); Gross (1988); Varadarajan & Gilmartin (1988); Morra et al. (2002); Palaci, Brown &
Tuthill (2004); Scatena, Segecin & Coan (2006); Strehl & Beheregaray (2006); Pereira et al.
(2008); Silva & Scatena (2011) e Magalhdes & Mariath (2012).

No que diz respeito as analises embrioldgicas do gineceu e androceu na familia a maioria
se baseia em estudos detalhados e ontogenéticos de apenas uma espécie. Billings (1904) descreve
a megagametogénese e desenvolvimento da semente em Tillandsia usneoides; Birge (1911)
apresenta a megasporogénese de T. recurvata; Lakshmanan (1967) salienta aspectos da
esporogénese, da gametogénese e do endosperma de Lindmania penduliflora; Wee & Rao (1974)
e Rao & Wee (1979) analisam algumas caracteristicas do megagametofito e da semente de
Ananas comosus; Conceicdo, De Toni & Costa (2007) apontam particularidades do nucelo em
Dyckia pseudococcinea; Sartori (2008) desenvolve um estudo ontogenético do androceu e do
gineceu em Vriesea carinata; Mendes, Costa & De Toni (2010, 2012) descrevem o0
desenvolvimento do embrido e do androceu em Dyckia pseudococcinea; Papini et al. (2011) e
Spat (2012) estudam aspectos embriologicos em Tillandsia aeranthos; e Fagundes & Mariath
(2014) detalham caracteristicas do rudimento seminal em Billbergia nutans. Podemos ainda
salientar poucos estudos embrioldgicos que utilizaram um nimero maior de espécies realizando
uma abordaram taxonémica (Sajo, Prychid & Rudall, 2004a; Sajo et al., 2005; Nogueira et al.,
2015).

Por fim, visando a morfologia polinica, uma nimero considerdvel de trabalhos vem sendo

feitos com o objetivo de auxiliar na taxonomia do grupo (Ehler & Schill, 1973; Erdtman &
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Praglowski, 1974; Wanderley & Melhem, 1991; Halbritter, 1992; Sousa, Wanderley & Cruz-
Barros, 1997; Forzza & Wanderley, 1998; Tardivo & Rodrigues, 1998; Vervaeke et al., 2003;
Souza, Mendonga & Goncalves-Esteves, 2004; Moreira, Cruz-Barros & Wanderley, 2005;
Herller et al, 2015).

Os caracteres embrioldgicos tém sido considerados de grande utilidade em estudos
filogenéticos (Tobe, 1989; Igersheim & Endress, 1998; Endress & lIgersheim 2000; Igersheim,
Buzgo & Endress, 2001; Endress, 2005, 2011a; Gross, 1988; Sajo et al., 2004a; Magalhées &
Mariath, 2012), por apresentar baixa plasticidade fenotipica em comparagdo aos vegetativos, e
serem considerados mais confiaveis para a delimitacdo de grupos naturais. Dessa forma,
especificas variacbes observadas em 6rgaos reprodutivos de grandes clados séo de grande valor
para a macrosistematica (Tobe, 1989; Endress, 2011b ) e quando somados a outras fontes de
dados, podem auxiliar a tracar a histdria evolutiva de familias boténicas (Plachno & Swiatek,
2009).

Estudos enfocando a embriologia comparada do rudimento seminal e de anteras foram
pouco investigados em Bromeliaceae, devido a rigorosa natureza descritiva desses trabalhos e a
dificuldade de obtengdo de uma amostragem significativa de material reprodutivo. No entanto,
trabalhos recentes, focados no rudimento seminal (Fagundes & Mariath, 2014; Nogueira et al.,
2015) indicam a existéncia de padrdes claramente definidos dessa estrutura para certos grupos de
Bromeliaceae.

Diante do exposto, o presente projeto tem como objetivo fornecer dados morfoldgicos e
anatdbmicos a respeito do rudimento seminal em Bromeliaceae, com um maior detalhamento na
subfamilia Tillandsioideae com intuito de fornecer caracteres Uteis para o esclarecimento das

relacbes genéricas nesse grupo e ainda proporcionar dados adicionais para uma analise das
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tendéncias evolutivas do rudimento seminal e ovario em Bromeliaceae baseado na atual
filogenia. Ainda dados adicionais sobre a morfologia dos estames em Tillandsioideae foram
gerados afim de estabelecer padrdes para cada género analisado. Neste trabalho foram utilizados
exemplares de seis subfamilias de Bromeliaceae, 20 géneros e um total 104 espécies, sendo que
duas das subfamilias foram pela primeira vez analisadas em estudos embriol6dgicos (Navioideae e

Hechtioideae).
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Objetivos

Objetivos Gerais
- Caracterizar anatomicamente o ovario e o rudimento seminal maduro de Bromeliaceae;

- Caracterizar a morfologia dos estames de Tillandsioideae.

Obijetivos Especificos

- Analisar e descrever anatomicamente o ovario e o rudimento seminal maduro de uma ampla
amostra de especies pertencentes a Tillandsioideae e fornecer caracteres anatdmicos que
possam ser utilizados por outros pesquisadores em analises filogenéticas de Tillandsioideae;

- Analisar e descrever anatomicamente o ovario e o rudimento maduro de espécies pertencentes
a 6 subfamilias de Bromeliaceae, verificar se existem padrdes de variacdo entre elas e definir
tendéncias evolutivas do ovario e do rudimento em Bromeliaceae;

- Analisar e descrever a morfologia dos estames de uma ampla amostra de espécies pertencentes

a Tillandsioideae e definir padrdes morfologicos para diferentes géneros da subfamilia.
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CAPITULO Il

Morphoanatomy of the ovary and ovule of Tillandsioideae (Bromeliaceae) and its
systematic relevance.
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Abstract

The subfamily Tillandsioideae is composed by nine genera, most of them with a very unclear
delimitation. The morphoanatomy of ovule and ovary of 83 species belonging to seven different
genera was studied under light and scanning electron microscopy to contribute to the understand-
ing of the relationships within the group. The nucellar epidermis and the parietal tissue presented
a regular pattern for all Tillandsioideae. However the presence of the chalazal appendages, their
shape and size, vary between each genera analyzed. Most species have single acuminated
chalazal appendage and only Catopsis has multiple appendages. Guzmania and Racinaea do not
show this structure. The integuments also present a variable length and thickness among different
genera. The four to six layers of outer integument are unique in Catopsis and the three layers
condition in the inner integument of Tillandsia should be a retained feature since it is also ob-
served in Catopsis. Many characteristics in ovule morphology here presented revealed great sys-
tematic value to distinguish Tillandsioideae genera. Besides, those features can also provide in-
teresting finds to understand ovule evolution in Bromeliaceae as a whole.

Keywords: Female gametophyte - Monocots - plant embryology - Poales - Racinaea- Tillandsia
-Vriesea - Werauhia - Catopsis - Guzmania
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Introduction

Tillandsioideae species are well known for their mainly epiphytic habits, leaves with entire
margins, septicidal capsules and seeds with plumose appendages (Smith & Downs, 1977). To-
gether with other subfamilies of Bromeliaceae they greatly contribute to the total epiphytic flora
richness of Neotropical forests (Kessler, 2001; Kromer et al., 2005; Linares-Palomino et al.,
2009; Linares-Palomino & Kessler, 2009). Due to their colorful inflorescences many species
have become very important horticultural plants, with many popular publications about the fami-
ly.

Bromeliaceae is an early divergent family of Poales (APG IlII, 2009; Givnish et al., 2007)
and the phylogenetic relationships and circumscriptions of its subfamilies are now clearer, with
eight subfamilies established: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Hechtioideae, Navioideae,
Tillandsioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae and Bromelioideae (Givnish et al., 2007, 2011). Alt-
hough subfamilies are now well delimited, generic limits and relationships are not yet fully un-
derstood and consequently changes at this level are frequent (Barfuss et al., 2005; Schulte,
Barfuss & Zizka, 2009; Sass & Specht, 2010; Givnish et al., 2011; Costa, Rodrigues &
Wanderley, 2009; Gomez da Silva et al., 2012; Gomez da Silva & Costa, 2013).

The monophyly in Tillandsioideae was verified by morphology and molecular data (Terry
& Brown,1996; Horres et al., 2000; Crayn, Winter & Smith, 2004; Givnish et al., 2007, 2011;
Escobedo-Sarti et al., 2013; Gilmartin & Brown, 1987; Barfuss et al., 2005) and according to
Luther (2014) the subfamily is composed by approximately 1362 species distributed in nine gen-
era: Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms (28 spp.), Catopsis Griseb. (18 spp.),

Glomeropitcairnia (Mez) Mez (2 spp.), Guzmania R. & Pav. (210 spp.), Mezobromelia L. B.
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Sm. (9 spp.), Racinaea M. A. Spencer & L. B. Smith (65 spp.), Tillandsia L. (620 spp.), Vriesea
Lindl. (266 spp.) and Werauhia J. R. Grant (87 spp.). In Espejo-Serna (2002) proposed a new
genus, named Viridantha, that was formerly included in Tillandsia Subgen. Allardtia, however
this classification has not been universally accepted (Luther & Sieff, 1997; Luther, 2000).

Over the last century, several changes were made in the generic limits of Tillandsioideae.
Species from Guzmania were transferred to Mezobromelia (Utley & Luther, 1991); species from
Tillandsia were placed in Guzmania (Rauh, 1991), Mezobromelia (Weber & Smith, 1983) and
Racinaea (Grant, 1993a, 1994b; Spencer & Smith, 1993) and species from Vriesea were also
transferred to Alcantarea (Grant, 1995a), to Guzmania (Utley, 1978), to Mezobromelia (Utley &
Luther, 1991; Grant, 1993a), to Werauhia (Grant, 1995a, b), and to Tillandsia (Grant, 1993b,
19944, 1995b). All these changes probably occurred by the usage of questionable diagnostic
morphological characters (Benzing, 1980; Brown & Terry, 1992) and because many materials
came from dried plants (Baker, 1889; Mez, 1934-35; Smith & Downs, 1977) resulting in many
misinterpretations of floral structures.

Only Catopsis and Glomeropitcairnia are clearly defined, with an early divergent place-
ment in the subfamily (Gilmartin et al., 1989; Terry, Brown & Olmstead, 1997ab; Horres et al.,
2000; Barfuss et al., 2005; Givnish et al., 2007, 2011, 2014). The most heterogeneous genera are
Guzmania, Mezobromelia, Tillandsia, and Vriesea and all of them are para-polyphyletic (Brown
& Gilmartin, 1984, 1989; Boéhme, 1988; Gross, 1988; Halbritter, 1992; Terry & Brown, 1996;
Terry et al.,1997b; Horres et al., 2000; Crayn et al., 2004; Barfuss et al., 2005; Givnish et al.,
2011; Gomes da Silva et al., 2012). The monophyly of Alcantarea (Versieux et al., 2012),
Werauhia and Viridantha (Barfuss et al., 2005) was established and the status of Racinaea re-

mains questionable (Horres et al., 2000; Barfuss et al., 2005). Therefore, in order to establish
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natural groups Barfuss et al.(2005) proposed a four-tribe classification: Catopsideae (Catopsis),
Glomeropitcairnieae (Glomeropitcairia), Vrieseeae (Vriesea, Werauhaia, Alcantarea), and
Tillandsieae (Guzmania, Mezobromelia, Racinaea, Tillandsia, and Viridantha).

Considering this unstable scenario a set of new data, from both nuclear genome and mor-
phological characters, are required (Gomes da Silva & Costa, 2013). The embryological charac-
ters that included the development of anthers, ovules and seeds are useful in study of plant phy-
logeny (Tobe, 1989; Igersheim & Endress, 1998; Endress & Igersheim 2000; Igersheim, Buzgo
& Endress, 2001; Endress, 2005, 2011a; Gross, 1988; Sajo, Prychid & Rudall, 2004; Magalhées
& Mariath, 2012; Fagundes & Mariath, 2014; Nogueira et al., 2015) and together with different
sources of data can reconstruct the evolutionary history of plant families (Plachno & Swiatek,
2009). Ovules are conservative structures which are less affected by environmental changes, but
when specific variations are constant in large clades, they are of special interest in
macrosystematics (Tobe, 1989; Endress, 2011b).

In order to provide a better understanding of the relationships within Tillandsioideae, this
work aims to analyze the morphoanatomy of the ovary and ovule of a broad survey, containing

83 species distributed in seven genera of the subfamily.
Materials and methods

Plant material

Mature flowers of 83 species belonging to seven genera of Tillandsioideae from different
places in Central and South America were collected from living collections of the Plant Anatomy
Laboratory (LAVeg) at the Federal University of Rio Grande do Sul(Rio Grande do Sul- Brazil),

The Zoobotanical Foundation of Porto Alegre (Rio Grande do Sul- Brazil) and Marie Selby Bo-
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tanical Garden (Florida - United States). The specimen data are summarized in Table 1 (the spe-
cific locality of material was provide whenever available).
Preparation for Light Microscopy (LM)

To prepare histological sections, the material was fixed in 1% glutaraldehyde and 4% for-
maldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.2 (McDowell & Trump, 1976), washed in
sodium phosphate buffer 0.1M, pH 7.2, (Gabriel, 1982), dehydrated in an ethanol series (10—
100%) and embedded in (2-hydroxyethyl - methacrylate) (Gerrits & Smid, 1983). Thin sections
(4 pm-thick), using a Zeiss rotatory microtome were stained with Toluidine Blue O 0.05%, pH
4.4 (O’Brien & McCully, 1981). Photomicrographs were acquired under bright field microscopy,
using a Leica DMR microscope and photomicrographs using a Leica M165 FC stereomicro-
scope, with a Leica DFC 500 digital camera and the Leica Application Suite (LAS software, ver-
sion 4.1).

Preparation for Scanning Electron Microscopy (SEM)

The samples were dehydrated in an acetone series and dried using the critical-point method
(Gerstberger & Leins, 1978), with BAL-TEC, CPD 030 equipment. The samples were then
mounted onto stubs and coated with gold using a BAL-TEC SCD 050 sputtering device. Obser-
vations and electron micrographs were performed with a JEOL JSM 6060 microscope under 30

kV.

Results

The Tillandsioideae species analyzed show a superior ovary (Fig. 1 A) or nearly superior,
in Alcantarea simplicisticha Leme & A.P.Fontana. This structure is tricarpelar, trilocular with

axial placentation (Fig. 1 B).
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The mesophyll of the ovary is comprised of homogenous parenchyma with isodiametric
cells, low intercellular spaces and idioblasts containing raphides (Fig. 1C-F) mostly concentrated
at the basal portion of the ovary. The Tillandsioideae species have many ovules in each locule.
The orientation of ovules, in relation to the longitudinal axis of the ovary, ranges from vertically
oriented, at the apical portion of the ovary, to oblique oriented, at the basal portion of the ovary
(Fig. 1G-H). However the number of columns of ovules in each locule varies from two (Fig.1C)
to twenty (Fig. 1 E) depending on the species. Catopsis species shows 2 or 4 ovule columns in
each locule, Racinaea spiculosa (Griseb.) M.A.Spencer & L.B.Sm. shows 4 columns, most Til-
landsia species show 6 columns, Vriesea shows from 6 to 14 columns, Alcantarea species show
about 10, Guzmania species show from 6 to 14 ovule columns and Werauhia species show 18 or
20 ovule columns per locule. At maturity the ovules are anatropous and bitegmic, and the outer
integument is always attached to the funiculus (Fig. 1 H-1).

The chalazal appendages are widely observed in Tillandsioideae and although this structure
shows two different morphologies, it is always originated by subdermal cells divisions (Fig. 2 B-
E). All species from Werauhia, Catopsis and Alcantarea and most species from Vriesea and Til-
landsia exhibit this structure. All species from Guzmania and Racinaea spiculosa do not show
chalazal appendage (Fig. 2A).

There are two morphologies of chalazal appendages. In Vriesea, Tillandsia, Alcantarea
and Werauhia it is single, elongated with a slight curvature and in Catopsis there are multiple
chalazal appendages, that are elongated without curvature (Fig. 2D).

The length of the chalazal appendages also varies among species within the subfamily. It
can be “vestigial” like in two species of Tillandsia; it can be short, which means that it is less

than half the ovule length as can be shown in Werauhia species, all species of Tillandsia subgen.
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Anoplophytum and some Vriesea (Fig. 2B). The chalazal appendage can be long, when its length
is greater than half the ovule length, like some species of Tillandsia and Vriesea (Fig. 2C). And it
can be very long, when its length is equal to or greater than the ovule length, like in all species of
Alcantarea, Catopsis and Tillandsia subg. Tillandsia, and in some species of Tillandsia belong-
ing to other subgenera and many species from Vriesea (Fig. 2D).

The integuments present a variable length and thickness among the species. In ovules of all
Werauhia species, all species of Vriesea sect. Xiphion and most Vriesea sect. Vriesea species, the
outer integument is longer than the inner integument (Fig. 3A, C), whereas most species from
Tillandsia, species from Catopsis, R. spiculosa and A. simplicisticha Leme & A.P. Fontana the
inner integument is longer than the outer integument (Fig. 3B, D). Species from Guzmania show
both characters state occur.

The outer integument is four to six layers thick in Catopsis species (Fig. 4A, B) whereas all
the other species present the outer integument comprised of three complete cell layers (Fig. 4 C,
D, E, F). The inner layer of the outer integument is anticlinally elongated in A. simplicisticha and
T.dura (Fig. 4 E, F).

Species from Vriesea, Alcantarea, Racinaea, Guzmania and Werauhia show the inner in-
tegument comprised of two complete cell layers (Fig 4 G, H, M, N). However the inner layer is
anticlinally elongated at the micropylar portion and can divide to form three layers with dome
shape periclinal walls (Fig. 4G, H). In R. spiculosa, Vriesea platynema Gaudich, Vriesea
corcovadensis Mez and Vriesea incurvata Gaudich., the inner integument shows one median
layer at the chalazal portion, however it never reaches more than two to three cells length (Fig. 4

I, J). Species from Catopsis and most species from Tillandsia, show the inner integument com-
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prised of three complete cell layers, whose inner layer divides, adding one or more layers at the
micropylar portion (Fig. 4K, L, O, P).

The nucellar epidermis consists of one cell layer in most species analyzed. The longitudinal
section of these cells is rectangular, however at the micropylar portion they are elongated and in
some species it may divides and forms up to three cells (Fig. 5 A-C). The number of layers in the
parietal tissue of Tillandsioideae varies from one to three layers, although the bi layered condi-
tion is the most commonly observed (Fig 5 A-D).

The gametophyte shape also varies among species belonging to Tillandsioideae and two
different types have been identified, one elongated (Fig. 5D) and the other elliptic (Fig. 5E).

The presence of raphids at the challazal portion of the ovule was examined in Tillandsia
streptocarpa Baker and Tillandsia festucoides Brongn. ex Mez (Fig. 5 F-G).

All the significant anatomical characters evaluated in this study are shown in Table 2, and

Table 3 shows a summary chart of the relevant features observed in Tillandsioideae.
Discussion

The present study analyzed 83 species belonging to seven genera of the Tillandsioideae
subfamily. Some characters do not exhibit significant variations in the subfamily, such as ovule
orientation, number of integuments, thickness of the parietal tissue and nucellar epidermis. How-
ever many of them showed constancy or an expected pattern for a given genus or subgenus and
some of them appear as a synapomorphy in the same way. The systematic value of ovule charac-
ters has long been noted, and authors have usually demonstrated the utility of embryological in-
formation in clarifying relationships among taxa (e.g. Maheshwari, 1950; Palser, 1975; Herr,

1984; Tobe, 1989; De Toni & Mariath, 2010).
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Regards to the ovary, all species in this study presented superior ovary, except Alcantarea.
According Till (2000), that corroborates our findings, Tillandsioideae have superior ovary, ex-
cept in Glomeropitcairnia where the pistil is about half-inferior. This genus was initially placed
in Pitcairnioideae (Mez, 1934-35) because the ovary, type of indehiscent capsule and presence of
apical and basal appendages in the seeds. Currently, the inclusion of Glomeropitcairnia in
Tillandsioideae is clearly defined (Gilmartin et al., 1989; Terry et al., 1997ab; Horres et al.,
2000; Barfuss et al., 2005; Givnish et al., 2007, 2011, 2014) and the half-inferior ovary is inter-
preted as an autapomorphy. Although the half-inferior ovary has been described as an exclusive
feature of Glomeropitcairnia, Coffani-Nunes et al. (2010) pointed out that Alcantarea also exhib-
its this caracter state, which is currently used to differ this genus from Vriesea (Coffani-Nunes et
al., 2010; Versieux et al., 2012).

The number of ovules per carpel was discussed in an evolutionary context by many authors
(Endress & Doyle, 2000; Endress & Doyle, 2009; Burd et al., 2009; Fagundes & Mariath, 2014).
In Tillandsioideae there is a clear pattern of ovule number in each genus. Although all
Tillandsioideae genera showed many ovules per carpel, there are differences related to the
amount of ovules in each of them. Catopsis and Racinaea have a relatively small quantity of
ovules per carpel when compared with the other genera. In Tillandsia six columns of ovules in
the locule is widely observed, however there are some exceptions: Tillandsia usneoides (L.) L.
and Tillandsia neglecta E.Pereira have an expressive smaller quantity. Otherwise, Tillandsia
dyeriana André, Planch., Tillandsia pretiosa Mez, Tillandsia lindenii Regel and Tillandsia
cyanea Linden ex K. Koch have an expressive greater quantity of ovules per carpel. Guzmania,

Alcantarea and Vriesea showed many columns of ovule in the locule, and only one specie devi-
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ated of the pattern excepted to Vriesea, Vriesea drepanocarpa Mez, that has four columns of
ovules in the locule. Werauhia, showed many columns of ovules in the locule.

The presence of a great amount of ovule per carpel could be associated with the habitat of a
given plant where pollination is uncertain (Burd et al., 2009). In this way, many ovules per car-
pel would be an adaptation to unpredictable fertilization opportunities at the floral level. Accord-
ing to Endress (2011b) many ovules are also related to highly specialized ecological situations,
such as parasitism and epiphytism, and the great ovule number increases its successful reproduc-
tion. In the evolutionary context the increase of ovule number in late divergent angiosperms is
accompanied by a smaller size of the ovule that results in an enlarged diversity in dispersal biol-
ogy (lgersheim & Endress, 1998; Igersheim et al., 2001).

Mez (1934-35) has already pointed out that Catopsis, which is early divergent in
Tillandsioideae (Terry et al., 1997a; Horres et al., 2000; Givnish et al., 2011; Barfuss et al.,
2005), has few ovules per carpel. This result agrees with the statement of Fagundes & Mariath
(2014) that few ovules per carpel might be a plesiomorphic character state in Poales, based on
the fact that this character state is present in Brocchinioideae, early divergent subfamily of
Bromeliaceae (Givnish et al., 2011), and in the early divergent genera of Bromelioideae, named
Ananas (Sass & Specht 2010) and in early divergent genera of Tillandsioideae, named Catopsis
(Barfuss et al., 2005; Givnish et al., 2011 ). This character state is also present in and in
Rapateoideae, an early divergent genera of Rapateaceae (Givnish et al., 2000, 2004). Both of
these families are early divergent in Poales (Linder & Rudall 2005; Givnish et al., 2010).

Although the other genera of Tillandsioideae sampled in this study show a great number of
ovules per carpel, R. spiculosa, that is placed in a different clade from Catopsis and has a late

divergent position in Tillandsioideae (Barfuss et al., 2005), also presents few ovules per carpel.
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In this way, these results raise some questions about the subsequent evolution of this character.
According to Doyle & Endress (2000) and Endress & Doyle (2009) who made a broad study at
different taxonomic levels in Angiosperms to clarify the ancestral condition of ovule number and
its subsequent evolutionary steps, there is the possibility of retention or secondary reduction of
ovules number in late divergent families or genera, taking into account that a small amount of
ovules per carpel is a plesiomorphic state of character. Since R. spiculosa was included in the
Tillandsia s.I. group (Smith & Downs, 1977) which is an assemblage of several distinct lineages
and is late divergent in Tillandsioideae (Barfuss et al., 2005), it is plausible to consider both pos-
sibility, retention or secondary reduction, to explain the small number of ovules in Racinaea.

V. drepanocarpa is the only species that deviated from the ovules number pattern expected
for Vriesea and presents the same amount of ovules observed in the Tillandsia species. Although
this species has been placed in the Vriesea genus, its position has always been questionable,
since a very similar specimen, originally named as Tillandsia pabstiana E.Pereira (which lacks
petal appendages), was recognized as synonym under Vriesea drepanocarpa (Baker) Mez (which
has petal appendages). Nevertheless, Smith & Downs (1977) noted an overall similarity between
these two taxa and did not find justification to maintain T. pabstiana as a distinct species. While
the generic circumscriptions based on the presence or absence of petal appendages remain very
questionable (Brown & Terry, 1992), the number of ovules per carpel of V. drepanocarpa might
be an important characteristic, and help to understand its real position in Tillandsioideae.

The relationships between species based on the “number of ovules per carpel” was also
pointed out by Fagundes & Mariath (2014) who highlighted the occurrence of different amount
of ovules per carpel, few and many, in species of Aechmea. Therefore the placement of the

Aechmea species analyzed by molecular studies is corroborated by morphological data based in

48



number of ovules per locule presented by Fagundes & Mariath (2014). The result here presented
also corroborates the statement that the number of ovules might be a relevant character for the
taxonomy since it may distinguish patterns for each genus in Tillandsioideae.

Although the basic structure of the ovule in Tillandsioideae is very conservative, there are
some differences that reflect generic patterns and specific characteristics in the subfamily, such
as: length and thickness of integuments, presence or absence of chalazal appendages and mor-
phology of chalazal appendages.

The ovules of Tillandsioideae species are anatropous and bitegmic. Those characteristics
have already been described for all Bromeliaceae subfamilies (Sajo et al., 2004; Palaci, Brown &
Tuthill, 2004; Sartori, 2008; Fagundes & Mariath, 2014; Nogueira et al., 2015) and according to
Bouman (1984) both conditions are common in angiosperms, and the bitegmy is also common in
other monocotyledons. Endress (2011b) postulated that the thickness of the integument in mono-
cots does not vary much and generally the outer integument is thicker than the inner, but in
Poales both integuments commonly present the same thickness. Our results partially agree with
Endress’ (2011b) statement since most of the genera studied have the typical pattern expected for
monocots, i.e., the outer integument thicker than the inner. However in the genus Tillandsia both
integuments show the same thickness.

In Tillandsioideae the outer integument exhibits a very conservative number of three layers
of thickness, nevertheless this character varies between the genera. The exception is Catopsis
which presents four to five layers.

In accordance with our results, Sartori (2008) reported three layers in the outer integument
of Vriesea carinata Wawra, Spat (2012) and Papini et al. (2011) also described three layers in

Tillandsia aeranthos (Loisel.) L.B.Sm. and Palaci et al. (2004) have found up to six layers in the

49



outer integument of Catopsis paniculata hort. ex Gentil. According to Fagundes & Mariath
(2014) the two-layered outer integument might be the ancestral state for Poales since it is present
in early divergent subfamilies of Bromeliaceae (Brocchinioideae and Lindmanioideae) and in
Typhaceae. Although Catopsis is early divergent in Tillandsioideae (Barfuss et al., 2005;
Givinish et al., 2011) the multilayered condition of its outer integument might be considered an
evolutionary novelty for the family. The remaining genera of Tillandsioideae probably indicate
the retention of a plesiomorphic state since all of them showed the three-layered condition.

The occurrence of two layers in the inner integument is widely observed in Bromeliaceae,
as reported by the following species: Brocchinia reducta Baker, Brocchinioideae (Sajo et al.,
2004); Lindmania penduliflora (C.H.Wright) Stapf, Lindmanioideae (Lakshmanan, 1967), V.
carinata, Tillandsioideae (Sartori, 2008); Puya floccosa E.Morren ex Baker, Puyoideae (Sajo et
al., 2004), Pitcairnia encholirioides L.B.Sm., Pitcairnioideae (Mendes, Costa & De Toni, 2012);
Ananas comosus (L.) Merr., Bromelioideae (Wee & Rao, 1974; Rao & Wee, 1979); in six spe-
cies of the Nidularioid complex, Bromelioideae (Nogueira et al., 2015) and in Billbergia nutans
H. Wendl. ex Regel , Bromelioideae (Fagundes & Mariath, 2014). The presence of a three lay-
ered inner integument was only reported in Tillandsia usneoides (Billings, 1904), T. recurvata L.
(Birge, 1911), T. aeranthos (Papini et al., 2011; Spat, 2012), and in 33 species of Tillandsia and
in species of Catopsis presented here. These results indicate that this feature might have ap-
peared for the first time in some species of Catopsis and after that, appeared in the Tillandsia
species as a retained character.

The inner integument also has a stable number of two layers thick in most Tillandsioideae
genera. Nevertheless, the presence of three layers in the inner integument is constant in Tilland-

sia, and only six of the 33 analyzed species do not show this pattern. In the molecular phyloge-
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netic analysis of Barfuss et al., (2005) two of those six species, T. lindenii and Tillandsia
dodsonii L.B.Sm, were sampled and placed in sister clades. T. lindenii also forms a well-
supported clade with R. spiculosa that also shows a thickness of two layers. Therefore, these re-
sults reinforce the close relation among those three species.

Our results also suggest that the integument length is a remarkable character in
Tillandsioideae. In Vriesea and Werauhia species, the outer integument longer than the inner
integument is widely observed, but in the Catopsis species, R. spiculosa and in most of Tilland-
sia species this character is not present. The species of Vriesea that do not show outer integu-
ment longer than the inner integument are V. barclayana, which is placed in the Tillandsia clade
in molecular studies, and V. chrysostachys, which is placed in the Andean members of Vriesea
sect. Xiphion (Barfuss et al., 2005). V. carinata showed outer integument longer than the inner
integument (Sartori, 2008) and was placed in the eastern Brazilian clade (Barfuss et al., 2005), in
the same way as our results in which the majority of Vriesea specimens sampled were from east-
ern Brazilian localities. In Tillandsia only three species of 33 analyzed presented outer integu-
ment longer than the inner integument, T. cyanea, Tillandsia latifolia Meyen, Tillandsia c.f.
cacticola L.B.Sm. Our morphological results agree with molecular studies and reinforces the
idea that the integument length is a feature that presents great systematic value since V.
barclayana has a dubious position in the Vriesea genus, and V. chrysostachys and V. carinata are
placed in different clades.

Micropyle types in bitegmic ovules show some systematic patterns and in the majority of
monocots and early divergent angiosperms, it is formed by the inner integument (Endress, 2011).
In this study we consider that all the analyzed species have a micropyle formed by the inner in-

tegument, even those that showed the outer integument longer than the inner one. This observa-
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tion was made since none of the analyzed species showed the typical feature of micropylar cells
in the inner layer of outer integument. Conversely the outer integument present great value in
seed formation because it will become the plumose appendages of seeds as suggested by Gross
(1988), Palaci et al. (2004) and Smith & Downs (1977) and was named as micropylar appendag-
es by Sajo et al. (2004).

None of the species of Guzmania, and R. spiculosa analyzed presented chalazal appendag-
es. This result reinforces the findings of Sajo et al. (2004) in Guzmania madisonii H.Luther. All
Werauhia species showed short chalazal appendages and Catopsis and A. simplicisticha dis-
played a very long chalazal appendage. The genera Vriesea and Tillandsia are more variable and
present different lengths of chalazal appendages. Nevertheless, Tillandsia showed remarkable
subgeneric patterns and Vriesea interesting findings. All species of Tillandsia subg. Tillandsia
present very long chalazal appendages and all species of Tillandsia subg. Anoplophytum species
present short chalazal appendages. In all the remaining Tillandsia subgenera this character
showed great variation. These findings support the results of molecular phylogeny once Tilland-
sia subg. Anoplophytum and Tillandsia subg. Tillandsia form strongly supported clades and the
other subgenera form a large, but internally, partly unresolved clade (Barfuss et al., 2005), as a
consequence of the variability of this group.

It is also interest to note that the species of Tillandsia that deviate of the expected pattern to
the genus in one or more of the characters (many ovules in the locule, outer integument longer
than the inner, two layers in the inner integument and chalazal appendage vestigial or absent)
were species from Tillandsia subg. Phytarrhiza (T. dyeriana André, T. cyanea, T. pretiosa, T.
lindenii, T. dodsonii, T. c.f. cacticola) and from Tillandsia subg. Allardtia (T. latifolia) that are

native to Equador or North of Peru (Smith and Downs, 1977), which are a special center of high-
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est diversity of the genus (Till, 2000). It is important to emphasize that T. dyeriana, T. cyanea, T.
pretiosa, T. lindenii, T. dodsonii and T. latifolia are the only species that share the last two char-
acters states described above. Gilmartin’s (1983) findings corroborate the proximity of these
species in a study in Vriesea and Tillandsia which employed overall resemblance and phyloge-
netic analyzes based on morphologic data to infer historic alignments among the mesophytic,
semixerophytic and xerophytic habits. The authors highlight the close affinity of T. cyanea, T.
lindenii and T. pretiosa that are in the same group, together with other semixeric Ecuadorian taxa
with simple inflorescences. Nearly located, T. dodsonii and T. dyeriana are placed at the center
of the network, together with other fully mesic species with mostly compounded inflorescences
and broad leaves.

Related to Vriesea, the species Vriesea splendens (Brongn.) Lem., which shows a short
chalazal appendage, was placed in an early divergent clade of Vriesea l.s with species of
Werauhia (Barfuss et al., 2005). Our data corroborate the molecular phylogeny results since all
Werauhia species also presented small chalazal appendages.

Although the chalazal appendages of Catopsis have been described as a hairy structure by
Sajo et al. (2004) and Palaci et al. (2004), our analyses showed that each one of the structures
forming this appendage is constituted by dermal and subdermal layers and, then, it is more ap-
propriate to consider this structure as multiple chalazal appendages, since it is formed by dermal
and subdermal layers.

Therefore, even though the chalazal appendages have a rather variable morphology within
Bromeliaceae (Fagundes & Mariath, 2014), this feature showed great value for the systematics of
Tillandsioideae, since in species which had two populations sampled, no infraspecific variation

was observed.
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Regarding the gametophyte shape, even though our results showed some variation, no clear
pattern was observed among genera, that could be applied in the taxonomic context.

The parietal tissue of the specimens analyzed here varies in thickness from one to three
layers. However the one-layered condition of the parietal tissue seems to be caused by a crushing
process of the middle layers due to the embryo sac expansion. Therefore, parietal tissue of
Tillandsioideae usually forms two-three layers. The crassinucellate condition of the ovule in
Bromeliaceae has already been described in many studies (Billings, 1904; Lakshmanan, 1967;
Wee & Rao, 1974; Rao & Wee, 1979; Sajo et al.,2004; Palaci et al., 2004; Papini et al., 2011,
Spat, 2012; Sartori, 2008; Mendes, 2008; Mendes et al., 2012; Conceic¢do, De Toni & Costa,
2007) and Fagundes & Mariath (2014) outlined the thickness of this structure in an evolutionary
overview proposing that the reduced form - one - layered condition - might be plesiomorphic in
Bromeliaceae since it was observed in the early divergent genus, Brocchinia (Sajo et al., 2004,
Givnish et al., 2007). Although the parietal tissue has been pointed out as a valued feature in the
taxonomy of the Nidularioid complex (Nogueira et al., 2015), in Tillandsioideae this character
does not help to understand its generic relationships. However these data could provide useful
findings for comprehension of ovule evolution in Bromeliaceae as a whole.

The nucellar epidermis in the micropylar region of Tillandsioideae commonly shows
periclinal divisions. The elongated shape of epidermal cells was observed in many monocots
families (Rudall, 1997) and according to Linder & Rudall (1993) this character state is a
synapomorphy and links Restionaceae to Centrolepidaceae. Although Rudall (1997) had postu-
lated that this character is absent in Bromeliaceae, the presence of elongated nucellar epidermis
has already been observed in the three traditional Bromeliaceae subfamilies (Sajo et al., 2004;

Fagundes & Mariath, 2014; Nogueira et al., 2015) and only in Bromelioideae there are cases of
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absence of this feature (Sajo et al., 2004; Nogueira et al., 2015). The periclinal division of the
nucellar epidermis is usual in angiosperms, which leads to its participation in the parietal tissue
formation (Johri, Ambegaokar & Srivastava, 1992). In Bromeliaceae it is not widely observed
and has been reported only in Brocchinia (Sajo et al., 2004), some species of the Nidularioid
complex of Bromelioideae (Nogueira et al., 2015) and in our results. Thus it would only be pos-

sible a better explanation about this feature with a broader sample of Bromeliaceae subfamilies.
Conclusions

There are many characteristics in ovule morphology that can help understand its evolution-
ary patterns and also might be useful in the taxonomy, since it showed great value in genera de-
limitation in Tillandsioideae. In this way, we must highlight the following characters: the
subdermal origin of chalazal appendages, the presence of few ovules per carpel in Catopsis and
Racinaea; many ovules per carpel in Tillandsia, Guzmania, Vriesea and Alcantarea and lots of
ovules per carpel in Werauhia. The outer integument is longer than the inner integument in
Vriesea and Werauhia and does not in Catopsis, Alcantarea, Tillandsia and Racinaea. The outer
integument shows three cells layers in Werauhia, Vriesea, Alcantarea, Guzmania, Tillandsia and
Racinaea and four to five layers in Catopsis. The inner integument has two layers in Werauhia,
Vriesea, Alcantarea, Guzmania, Racinaea and three cells layers in Tillandsia and Catopsis.
Chalazal appendages are absent in Guzmania and Racinaea, small in Werauhia and Tillandsia
subg. Anoplophytum, and very long in Alcantarea, Catopsis and Tillandsia subg. Tillandsia.
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Fig. 1: Mature ovary and ovule of Tillandsioideae species. (A, B) Flower of Vriesea incurvata in longitudinal
section (A) and in transversal section (B); (C, D) Catopsis morreniana, with detail in (D) of ovary wall. (E, F)
Werauhia sanguinolenta, with detail in (F) of mesophyll with idioblasts containing raphides. (G-1) Longitudinal
section of ovary showing ovule arrangement, outer integument, inner integument and funiculus. (G, H) Vriesea
rodigasiana; (1) Vriesea friburguensis ovule detail. co: columns of ovules; ra: raphides; ad: adaxial surface of
epidermis; ab: abaxial surface of epidermis; arrow: outer integument; arrowhead: funiculus; asterisk: inner in-
tegument. Brightfield microscopy (A-F, 1). Scanning electron microscopy (G, H). Bars: (A, B) 200 mm; (C)
0,5mm; (E, G) Imm; (H, 1) 100 pm; (D) 50 pm; (F) 20 pm.



with detail in (E) of the multiple appendages. Note

E) Catopsis morreniana,

(D,

Fig. 2: Mature ovule in longitudinal section of Tillandsioideae species. (A) Racinaea spiculosa; (B) Vriesea
(C) Vriesea platynema;

incurvata;
the different lengths of chalazal appendages. Arrow: chalazal appendages. Brightfield microscopy (A- E). Bars: (A,

C, D) 100 um; (B,E) 50 pum.
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Fig. 3: Mature ovule of Tillandsioideae species. Note the outer integument and the inner integument in (A) Vriesea
unilateralis, (B) Racinaea spiculosa, (C) Vriesea friburguensis and (D) Tillandsia geminiflora. Arrow: outer
integument; arrowhead: inner integument. Scanning electron microscopy (A, B). Brightfield microscopy (C, D).
Bars: (A, B) 100 um; (C, D) 1mm.
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(K) Tillandsia
P) Tillandsia
P). Bars: (A, C,

B) Catopsis berteroniana, (C, D)

(I, J) Vriesea corcovadensis
N) Racinaea spiculosa and (O
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Fig. 5: Mature ovule in longitudinal section of Tillandsioideae species. (A-C) Detail of nucellar epidermis and
parietal tissue in (A) Tillandsia mallemontii, (B) Vriesea corcovadensis, (C) Vriesea gigantea. (D-E) Detail of
female gametophyte in (D) Tillandsia malemontii and (E) Catopsis morreniana. (F-G) Tillandsia streptocarpa ovule
with raphides at the challazal portion (F) and its detail (G). ne: nucellar epidermis; pt: parietal tissue; arrow: female
gametophyte; asterisk: raphids . Brightfield microscopy (A-G). Bars: (A- F) 50 um; (G) 20 pm.
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Table 1: Genus and species of Tillandsioideae studied and registration numbers.

Taxon

Country/Location

Registration number

Alcantarea

A. simplicisticha Leme & A.P. Fontana

Catopsis
C. berteroniana (Schult. f.) Mez

C. morreniana Mez

C. nutans L.B. Sm.

Guzmania

G. alcantareoides H. Luther

G. cerrohoyaensis H. Luther

®

. ferruginea H. Luther

. foetida Rauh

. lingulata (L.) Mez

. macropoda L.B. Sm.

. monostachia (L.) Rusby ex Mez
. musaica (Linden & André) Mez
. herrerae H. Luther & W.J. Kress
. remyia L.B. Smith

. sanguinea (André) André ex Mez
. sprucei (André) L.B. Sm.

. subcorymbosa L.B. Sm.

. variegata L.B. Sm.

. zahnii (Hooker f.) Mez

O O 0 606 606 0 606 606 0 60 60 60 o

. wittmackii (André) André ex Mez
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Brazil

French Guiana
Guatemala/ Petén
Honduras
Honduras

Costa Rica/ Sdo José

Ecuador/ Zamora-Chinchipe

Panama/ Veraguas

Ecuador/ Zamora Chinchipe

Ecuador/ Pastaza
Panama

Panama

Dominican Republic
Colombia/ Choco
Costa Rica/ Alejuela
Ecuador/ Pichincha
Ecuador/ Manabi
Panama

Costa Rica/ Alajuela
Ecuador/ EI Oro
Costa Rica/ Puntarenas
Ecuador/ El Oro
Ecuador/ Pichincha

Ecuador/ Napo

MSBG 2009-0639

MSBG 2008-0504
MSBG 1981-0230
MSBG 1975-0037-037
MSBG 1976-0020-005
MSBG 1991-0312

MSBG 1990-0858

MSBG 2002-0060
MSBG 2007-0212

MSBG 1986-0330
MSBG 1999-0141
MSBG 1995-0301
MSBG 1998-0075
MSBG 2002-0069
MSBG 1992-0041
MSBG 1990-0857
MSBG 1995-0321
MSBG 1988-0141
MSBG 1990-0698
MSBG 1999-0178
MSBG 1980-0675
MSBG 1981-2398
MSBG 1980-0527
MSBG 1995-0317



Taxon

Country/Location

Register number

Racinaea

R. spiculosa (Griseb.) M.A. Spencer &

L.B. Sm.

Tillandsia subg. Anoplophytum

T. aeranthos (Loiseleur) L.B. Sm.

T. geminiflora Brongniart

T. neglecta E. Pereira
T. polzii Ehlers
T. sprengeliana Klotzsch ex Mez

T. stricta Solander

T. tenuifolia L.

T. winkleri Strehl
Tillandsia subg. Phytarrhiza

T. mallemontii Glaziou ex Mez

. cf. cacticola L.B. Sm.
. crocata (E. Morren) Baker
. cyanea Linden ex K. Koch

. dodsonii L.B. Sm.

- =4 =4 =4 -

. duratii Visiani

. dyeriana André
. lindenii Regel

. pretiosa Mez

- =4 = -

. streptocarpa Baker
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Brazil/ Sdo Paulo

Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio de Janeiro
Argentina

Brazil/ Rio de Janeiro
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul

Brazil/ Rio grande do Sul

Peru/ Amazona

Brazil/ Rio grande do Sul
Ecuador / Chimborazo
Ecuador/ Azuay

Bolivia/ La Paz

Brazil/ Rio grande do Sul
Brazil/ Rio grande do Sul
Ecuador/ Esmeralda
Peru

Ecuador/ Ibabura

Brazil

Brazil

ICN 187143

ICN 179139

ICN 179140
BROM 00395
BROM 00176
MSBG 1988-0264
MSBG 1985-1886
MSBG 19930406
MSBG 1984-0466
ICN 177676

ICN 178394

ICN 178393

ICN 179142

BROM 00768

MSBG 1992-0107
ICN 179141
MSBG 1983-0070
MSBG 1991-0035
MSBG 1983-0012
BROM 00368
BROM 00043
MSBG 1982-0215
MSBG 1990-0415
MSBG 1994-0436
MSBG 1977-2879

MSBG 1976-0147-003



Taxon

Country/Location

Register number

Tillandsia subg. Allardtia
T. dura Baker

T. latifolia Meyen

T. lorentziana Griseb.

T. vernicosa Baker
Tillandsia subg. Tillandsia
. baileyi Rose ex Small

. bulbosa Hooker

. festucoides Brongniart ex Mez
. funckiana Baker

. hammeri Rauh & Ehlers
. ionantha Planchon
.mima L.B. Sm.

. polystachya (L.) L.

- 4 =4 =4 A4 A A A -

. schiedeana Steudel

T. simulata Small

Tillandsia subg. Diaphorantema
T. usneoides (L.) L.
Vriesea sect. Vriesea

V. ensiformis (Vellozo) Beer

V. guttata Linden & André

V. rodigasiana E. Morren

V. friburgensis Mez

V. reitzii Leme & A. Costa

V. simplex (Vellozo) Beer
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Brazil/ Sdo Paulo
Brazil/ Rio de Janeiro
Peru

Brazil/ Minas Gerais

Bolivia/ La Paz

Mexico / Tamaulepas
Belize

Belize/ Caio
Venezula/ Barinas
Mexico/ Oaxaca
Mexico/ Oaxaca
Ecuador/ Azuay
Mexico/ Vera Cruz
Mexico/ Chiapas
Belize/ Toledo
United States/Florida
United States/Florida

Costa Rica/ Sdo José

Costa Rica/ Cartago

Brazil/ Rio de Janeiro
Brazil/ Parana

Brazil/ Rio de Janeiro
Brazil/ S&o Paulo

Brazil/ Sdo Paulo

Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul

Brazil/ Sdo Paulo

ICN 178395

MSBG 1986-0447
MSBG 1992-0338
MSBG 1992-0448
MSBG 1981-0077

MSBG 1988-0052
MSBG 1985-0324
MSBG 2015-0042
MSBG 1985-1874
MSBG 1992-0275
MSBG 2006-0029
MSBG 1989-0030
MSBG 1985-0708
MSBG 1980-1601
MSBG 1997-0214
MSBG 1978-2254
MSBG 2007-0178
MSBG 1985-1214

MSBG 1987-0011

ICN 177679
ICN 177678
ICN 192183
ICN 177673
ICN 177672
ICN 192182
BROM 00015
ICN 190912
ICN 190909



Taxon

Country/Location

Register number

V. psittacina (Hooker) Lindley

V. flava A.F. Costa, H. Luther & Wand.

V. incurvata Gaudich.

V. vagans (L.B. Sm.) L.B. Sm.

V. flammea L.B. Sm.

V. corcovadensis (Britten) Mez

V. barclayana (Baker) L.B. Sm.
V. weberi E. Pereira & I.A. Penna
V. barilletii E. Morren

V. bleherae

V. splendens (Brongniart) Lemaire

V. espinosae (L.B. Sm.) Gilmartin

V. chrysostachys E. Morren
V. laxa Mez

Vriesea sect. Xiphion

V. drepanocarpa (Baker) Mez
V. gigantea Gaudich.

V. platynema Gaudich.

V. minuta Leme
V. rubra (Ruiz & Pavon) Beer
V. unilateralis (Baker) Mez

Werauhia

W. sanguinolenta (Linden ex Cogniaux

& Marchal) J.R. Grant

W. gladioliflora (H. Wendland) J.R.
Grant
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Brazil/ Sdo Paulo
Paraguay

Brazil/ Parana

Brazil/ Parana

Brazil

Brazil/ Parana
Brazil/ Parana
Brazil/ Parana
Brazil/ Séo Paulo
Brazil/ Rio Grande do Sul
Ecuador

Brazil/ Espirito Santo
Brazil

Brazil

Venezuela

Ecuador/ Manambi

Peru

Venezuela/ Aragua

Brazil/ Santa Catarina
Brazil/ Santa Catarina
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Rio Grande do Sul
Brazil/ Bahia

Colombia

Brazil/ Parana

Ecuador/ Morona-Santiago

Costa Rica/ Sdo José

ICN 190910
MSBG 2008-0362
ICN 178396

ICN 190911

ICN 192184

ICN 177671

ICN 177677

ICN 172186

ICN 192180
BROM 00620
MSBG 1996-0443
MSBG 2000-0102
MSBG 1990-0818
MSBG 1086-0307
MSBG 1994-0100
MSBG 1980-0337

MSBG 1993-0018
MSBG 1993-0412

ICN 178392

ICN 187142

ICN 190913
BROM 00751
MSBG 1997-0035
MSBG 1980-1223
ICN 192185

MSBG 1996-0403

MSBG 2008-0204



Taxon

Country/Location

Register number

W. marnier-lapostollei (L.B. Sm.) J.R.
Grant

Costa Rica

Costa Rica/ Sdo José

MSBG 1985-0274
MSBG 2003-0382
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Table 2: Character state matrix of the anatomical features related to the ovule of Tillandsioideae.

Species/ Character* A B C D E F G H | J
Alcantarea
A. simplicisticha 10  Single Very long Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Leme & A.P.

Fontana
Catopsis
C. berteroniana 2 Multiple  Verylong Absent Four to five Three Absent Absent  Elongated Two to three
(Schult. f.) Mez
C. nutans L.B. Sm. 4 Multiple Very long Absent Four to five Three Absent Absent  Elongated Two to three
C. morreniana Mez 2 Multiple  Verylong Absent Four to five Three Absent Absent  Elongated Two to three
Guzmania
G. sprucei (André) 12 Single Absent Present Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
L.B. Sm.
G. alcantareoides H. 12 Single Absent Present Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Luther
G. cerrohoyaensis 12 Single Absent Present Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
H. Luther
G. sanguinea (André) 10  Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
André ex Mez
G. foetida Rauh 10  Single Absent Present Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
G. musaica (Linden 12 Single Absent Present Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
& André) Mez
G. herrerae H. 10  Single Absent Present Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Luther & W.J. Kress
G. wittmackii 10  Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
(André) André ex
Mez
G. monostachia (L.) 10  Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Rusby ex Mez
G. lingulata (L.) Mez 10  Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
G. macropoda L.B. 6 Single Absent Present Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Sm.
G. subcorymbosa 8 Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
L.B. Sm.
G. variegata L.B. 10  Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Sm.
G. zahnii (Hooker f.) - Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Mez
G. ferruginea H. 8 Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Luther
G.remyia L.B. Smith 10  Single Absent Absent Three Two Absent Absent  Elongated Two to three
Racinaea
R. spiculosa (Griseb.) 4 Single Absent Absent Three Two Present ~ Absent  Elongated Two to three

M.A.Spencer &
L.B.Sm.

Tillandsia Subg.
Anoplophytum

s



T. geminiflora
Brongniart

T. stricta Solander
T.tenuifolia L.

T. aeranthos
(Loiseleur) L.B. Sm.

T. winkleri Strehl

T. sprengeliana
Klotzsch ex Mez

T. neglecta E. Pereira

T. polzii Ehlers

Tillandsia Subg.

Phytarrhiza

T. mallemontii
Glaziou ex Mez

T. duratii Visiani

T. crocata (E.
Morren) Baker

T. cf. cacticola L.B.
Sm.

T. cyanea Linden ex
K. Koch

T. streptocarpa
Baker

T. lindenii Regel
T. dodsonii L.B. Sm.
T. pretiosa Mez

T.dyeriana André

Tillandsia Subg.

Allardtia

T.dura Baker

T. latifolia Meyen

T. lorentziana Griseb.

T. vernicosa Baker

Tillandsia Subg.

Tillandsia

T. baileyi Rose ex
Small

T. schiedeana
Steudel

T. simulata Small

T. ionantha Planchon
T. funckiana Baker
T. mima L.B. Sm.

T. bulbosa Hooker

T. polystachya (L.) L.
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Single

Single
Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single
Single
Single

Single

Single
Single
Single

Single

Single

Single

Single
Single
Single
Single
Single

Single

Short

Short
Short

Short

Short

Short

Short

Short

Long

Long

Long

Very long

Absent

Very long

Absent
Absent
Absent

Vestigial

Very long
Vestigial
Very long

Long

Very long

Very long

Very long
Very long
Very long
Very long
Very long

Very long

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Present

Present

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Present

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Two

Three

Two

Two

Two

Two

Three

Two

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Present

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Elongated

Elongated
Elongated

Elongated

Elliptic

Elongated

Elongated

Elongated

Elliptic

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated
Elongated
Elongated

Elliptic

Elliptic
Elliptic
Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated
Elliptic
Elongated
Elongated
Elongated

Elongated

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

One

Two to three

Two to three

Two to three

One

Two to three

One

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three



T. festucoides
Brongniart ex Mez

T. hammeri Rauh &
Ehlers

Tillandsia Subg.
Diaphorantema

T. usneoides (L.) L.

Vriesea Sec. Vriesea

V. ensiformis
(Vellozo) Beer

V. guttata Linden &
André

V. rodigasiana E.
Morren

V. friburgensis Mez

V. reitzii Leme & A.
Costa

V. simplex (Vellozo)
Beer

V. flava A.F. Costa,
H. Luther & Wand.

V. incurvata
Gaudich.

V. psittacina (Hook-
er) Lindley

V. vagans (L.B. Sm.)
L.B. Sm.

V. flammea L.B. Sm.

V. corcovadensis
(Britten) Mez

V. barclayana
(Baker) L.B. Sm.

V. weberi E. Pereira
& I.LA. Penna

V. barilletii E.
Morren

V. bleherae

V. splendens
(Brongniart) Lemaire

V. espinosae (L.B.
Sm.) Gilmartin

V. chrysostachys E.
Morren

V. laxa Mez

Vriesea Sec. Xiphion

V. drepanocarpa
Mez

V. gigantea Gaudich.

V. platynema
Gaudich.
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10

12

12

10

10

10

10

10

10

14

12

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Very long

Very long

Long

Short

Very long

Very long

Very long

Very long

Long

Short

Short

Long

Very long

Very long

Very long

Short

Long

Very long

Long

Short

Very long

Short

Very long

Long

Very long

Long

Absent

Absent

Absent

Present

Present

Present

Present

Present

Present

Present

Present

Present

Present

Present

Present

Absent

Absent

Present

Present

Present

Absent

Absent

Present

Present

Present

Present

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Present

Absent

Absent

Absent

Present

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Present

Present

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Elongated

Elongated

Elliptic

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elliptic

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elliptic

Elongated

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three



V. minuta Leme 16

V. rubra (Ruiz & 8
Pavén) Beer

V. unilateralis 12
(Baker) Mez

Werauhia

W. sanguinolenta 20
(Linden ex Cogniaux

& Marchal) J.R.

Grant

W. gladioliflora (H. 18
Wendland) J.R. Grant

W. marnier- 20
lapostollei (L.B. Sm.)
J.R. Grant

Single

Single

Single

Single

Single

Single

Very long

Short

Absent

Short

Short

Short

Present

Absent

Present

Absent

Absent

Absent

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Two

Two

Two

Two

Two

Two

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Absent

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Elongated

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Two to three

Character A: N° of columns of ovules in each locule
Character B: Morphology of the chalazal appendage

Character C: Length of chalazal appendages

Character D: Outer integument longer than the inner integument
Character E: N° of complete layers in outer integument

Character F: N° of complete layers in inner integument

Character G: Median layer of inner integument at chalazal portion

Character H: Raphids in the ovule

Character I: Gametophyte shape

Character J: N° of layers of parietal tissue
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Table 3: Summary of the relevant features observed in the genera of Tillandsioideae.

Species/ N° of columns Length of Morphology of Outer N° of com- N° of complete
character of ovules in chalazal Chalazal integument  plete layersin layersin inner
each locule appendages appendages longer than outer integu- integument
the inner ment
integument
Alcantarea Many (1) Very long (1) Single (1) Absent Three (1) Two (1)
Catopsis Few (3) Very long (3) Multiple (3) Absent (3) Four or more (3) Three (3)
Guzmania Many (16) Absent (16) ---- Absent (9) Three (16) Two (16)
Present (7)

Racinaea Few (1) Absent (1) ---- Absent (1) Three (1) Two (1)
Tillandsia subg. Many (7) Short (8) Single (8) Absent (8) Three (8) Three (8)
Anoplophytum  Few (1)
Tillandsia subg. Many ) Absent (4) Single (6) Absent (8) Three (10) Three (5)
Phytarrhiza Few (1) Vestigial (1) Present (2) Two (5)

Long (3)

Very long (2)
Tillandsia subg. Many (4) Vestigial (1) Single (3) Absent (3) Three (5) Three (3)
Allardtia Long (1) Present (1) Two (1)

Very long (2)
Tillandsia subg. Many (10) Very long (10) Single (10) Absent (10) Three (10) Three (1)
Tillandsia
Tillandsia subg. Few (1) Long (1) Single (1) Absent (1) Three (1) Two (1)
Diaphorantema
Vriesea sect. Short (6) Single (20) Absent (4) Three (20) Two (20)
Vriesea Many (20) Long (4) Present (16)

Very long (10)
Vriesea sect. Many (5) Absent (1) Single (5) Present (6) Three (6) Two (6)
Xiphion Few (1) Short (1)

Long (2)

Very long (2)
Werauhia Lots (3) Short (3) Single (3) Present (3) Three (3) Two (3)
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CAPITULO Il

Bromeliaceae: Morfologia e tendéncias evolutivas do ovario e do

rudimento seminal

82



Resumo

A anatomia do ovario e do rudimento seminal de 21 espécies pertencentes a Bromeliaceae foi
estudada através de microscopia fotdnica e microscopia eletrénica de varredura com o intuito de
fornecer dados sobre tendéncias evolutivas de caracteres embrioldgicos na familia baseado na
atual filogenia. Pode-se observar que estruturas especializadas na parede do ovario sdo apenas
observadas em duas subfamilias de divergéncia tardia de Bromeliaceae (Bromelioideae e
Puyoideae). Com relacdo aos tegumentos, a partir da condicéo ancestral verificada para a familia,
2 camadas celulares, o tegumento externo apresentou aumento em sua espessura de forma ampla
nos grupos de divergéncia posterior, e 0 tegumento interno apresenta espessura mais estavel,
sendo observado seu espessamento apenas em Hechtioideae, e certos géneros de Tillandsioideae
e Bromelioideae. O maior comprimento do tegumento interno, em relacdo ao externo, também
ocorreu na maioria dos grupos, demostrando certa estabilidade nos géneros analisados. A
condicdo plesiomorfica do apéndice calazal é a forma alongada e acuminada, o qual € mantida
em grande parte das subfamilias. As condi¢des de apéndices multiplos, em Catopsis, e de um
apéndice lateral, em Puya, s@o exclusivas destes géneros. O apéndice calazal é reduzido em
Bromelioideae e em muitos géneros dessa subfamilia e em certos géneros de Tillandsioideae este
apresenta-se como vestigial ou ndo se desenvolve. Nossos estudos indicam que certas
caracteristicas anatdbmicas do ovario e rudimento seminal sdo estaveis dentro de géneros ou
subfamilias e alem de fornecer dados sobre tendéncias evolutivas dos aspectos reprodutivos na
familia, sdo potencialmente indicadas para analises filogenéticas quando utilizadas em conjunto.

Palavras-chave: anatomia, Bromeliaceae, embriologia, evolucdo, morfologia, rudimento seminal.
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Introducao

Bromeliaceae é uma grande familia de monocotileddneas a qual esta incluida na ordem
Poales (APG Il 2009). Espécies dessa familia sdo essencialmente neotropicais, sendo
constituidas principalmente de individuos herbaceos estresse tolerantes (Benzing 2000) que
podem se desenvolver em areas expostas e ensolaradas, em locais extremamente aridos, como
desertos, em florestas nebulosas, areas pantanosas e em frigidos picos montanhosos (Benzing
2000, Givnish et al. 2007, Givnish et al. 2011). Dessa maneira, espécies de Bromeliaceae
desenvolvem diferentes tipos de habitos, podendo ser terricolas, epifiticas ou rupicolas (Smith e
Downs 1974, 1977, 1979). Tais atributos refletem em diversas peculiaridades morfologicas
podendo ser observado desde plantas enraizadas no solo até individuos que formam estruturas
rosetadas a partir de suas folhas, as quais geralmente acumulam agua em seu interior (Benzing
2000; Crayn et al. 2004; Givnish 2011).

O sucesso na colonizacao de ambientes extremos foi acompanhado de diversas novidades
evolutivas que permitiram a independéncia da agua e de nutrientes do solo. Tal inovacao esta
correlacionada com o habito epifitico; com o surgimento de um conjunto de tricomas absortivos,
que promovem a aquisicao de agua e nutrientes; e com o metabolismo fotosintético CAM, que
diminui a perda de adgua durante a fotossintese (Pittendrigh 1948; Crayn et al. 2004; Givnish et
al. 2007; Schult et al. 2009).

Tradicionalmente, Bromeliaceae era subdividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae,
Tillandsioideae e Bromelioideae, utilizando principalmente caracteres morfolégicos na

delimitacéo de cada grupo (Smith e Downs 1974, 1977, 1979; Smith e Till 1998).
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Ao longo dos ultimos trinta anos, diversos estudos foram realizados com o intuito de
melhor compreender as relagdes taxonémicas entre as subfamilias e seus géneros constituintes,
baseando-se em estudos filogenéticos, utilizando dados morfolégicos e moleculares (ex.
Gilmartin e Brown 1984, 1987; 1989; Terry et al. 1997; Givnish et al. 2000; Givnish et al. 2004;
Schulte et al, 2005; Souza et al 2007; Horres et al. 2000; Horres et al. 2007; Terry et al.1997;
Crayn et al. 2004; Barfuss et al. 2005). Dessa forma, Givnish et al. (2007) dividem
Bromeliaceae, em oito subfamilias: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae,
Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae.

Em virtude da nova classificacdo, diversos caracteres morfologicos anteriormente
utilizados nao refletem mais a atual diviséo de Bromeliaceae (Givnish 2007, 2011). Ainda, que o
monofiletismo das subfamilias tenha sido comprovada, limites e relagcBes genéricas ainda passam
por constantes modificacdes, devido principalmente a utilizacdo de caracteres morfoldgicos, 0s
quais muitas vezes sdo homoplasicos, e prejudicam a delimitacdo de grupos naturais. Além disso,
caracteres com potencial utilizagdo, como estruturas florais, tém sido pouco estudados e sé&o
geralmente pouco acessiveis em material de herbéario, sendo dificil compreender com preciséo a
variabilidade dessas estruturas.

O potencial taxonémico de caracteres morfoldgicos reprodutivos tem sido salientado por
diversos autores (ex. Mahashwari 1950; Tobe 1989; Johri 1992; Rudall 1997; Endress e
Igersheim 2000; De Toni e Mariath 2008, 2010; Endress 2011; Oriani e Scatena 2012, 2013). Em
Bromeliaceae poucos estudos descrevem detalhadamente o rudimento seminal (ex. Rao e Wee
1979; Sajo et al. 2004; Conceicgéo et al. 2007; Mendes 2012; Spat 2012; Fagundes e Mariath
2014, Nogueira et al., 2015) ou frutos e sementes (Palaci 2004; Fagundes e Mariath, 2010;

Magalhdes e Mariath, 2012). Embora a maioria deles seja baseada em uma ou poucas espécies,
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tais trabalhos tém apontado importantes resultados para o contexto taxondmico do grupo. Sajo et
al. (2004) realizaram a maior amostragem para a familia, na qual descreve o desenvolvimento do
rudimento seminal de doze espécies pertencentes as trés subfamilias tradicionais. No entanto, a
amostragem utilizada em tal estudo ndo considera a atual classificacdo de Bromeliaceae proposta
por Givnish et al. (2007, 2011). Fagundes e Mariath (2014) também realizam um estudo
embrioldgico detalhado de Billbergia nutans e ainda realizam uma grande revisdo sobre o tema,
no entanto o principal foco do estudo era 0 megagametdfito.

Levando em consideragcdo o “status” do conhecimento atual sobre a morfologia do
rudimento seminal em Bromeliaceae este artigo se propde a examinar a morfoanatomia do
rudimento seminal e do ovario de espécies pertencentes a Bromeliaceae, adicionando géneros
pertencentes a subfamilias ainda ndo estudadas, como Navia, Hechtia, e diferentes géneros de
Bromelioideae, subfamilia com maior problematica na delimitacdo de géneros, com o intuito de
fornecer dados adicionais para uma ampla analise das tendéncias evolutivas do rudimento

seminal e ovario em Bromeliaceae baseado na atual filogenia.
Material e métodos

Material Botanico

Para este estudo foram utilizadas 21 espécies pertencentes a 16 géneros e 6 subfamilias de
Bromeliaceae. O material botanico foi coletado nas seguintes colecdes vivas: Cole¢6es viva do
Laboratorio de Anatomia Vegetal (LAVeg) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (RS -
Brasil), do Jardim Boténico de Porto Alegre (RS - Brasil) e do Jardim Botanico Marie Selby (FL
- Estados Unidos da América) sendo a relacdo das espécies, o local de coleta e 0 nimero de
registro de cada espécie informados na Tabela 1.

Métodos
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Flores em pré-antese foram coletadas, dissecadas e fixadas em glutaraldeido 1% e
formaldeido 4% (McDowell e Trump 1976). Posteriormente o material foi lavado em tampéo
fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,2) (Gabriel, 1982), desidratado em série etilica (10-100%) e
incluido em resina hidroxietilmetacrilato (Gerrits e Smid, 1983).

Cortes com 4 um de espessura foram confeccionados utilizando micrétomo de rotagéo
Zeiss Mikron HM 340 E . Os cortes foram depositados sobre laminas histoldgicas e secos em
placa aquecedora a 50 °C. Para observagdo em microscopia fotbnica o material foi corado com
Azul de Toluidina O 0,05% (O’Brien e McCully, 1981) e a analise e o registro das imagens
foram realizadas em microscépio Leica DMR-HC, com camera digital AxionCam HRC Zeiss
através do programa de captura de imagens Axionvision SE 64 v. 4.9.1.

Para as analise em microscopia eletrénica de varredura as amostras foram desidratadas
em série crescente de acetona e submetidas a secagem pelo método do ponto critico (Gerstberger
e Leins, 1978), utilizando aparelho metalizador BAL-TEC, CPD 030. As amostram foram
aderidas a suportes de aluminio e recobertas com ouro utilizando o equipamento BAL-TEC SCD
050. As observacOes e o registro eletromicrogréfico digital foram realizados em microscopio
JEOL 6060, sob 10kV.

A partir dos caracteres morfoldgicos do ovario e do rudimento seminal, foi gerada uma

tabela para a compilagdo dos dados adquiridos (Tabela 2).
Resultados

As espécies estudadas apresentam certas diferencas com relacdo a posi¢do do ovario e

sua anatomia, no entanto todas possuem ovario tricarpelar e trilocular com placentacao axial.
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Espécies pertencentes a Tillandsioideae, Navioideae, Hechtioideae, Puyoideae e
Pitcairnioideae possuem ovario supero (Fig. 1a), enquanto espécies de Bromelioideae possuem
ovario infero (Fig. 1b).

A presenga de tricomas epidérmicos na face abaxial ocorre em duas espécies de
Bromelioideae, Aechmea organensis e Bromelia antiacantha (Fig. 1c, d). Enquanto a presenca
de estbmatos, nessa mesma face, é observada em B. antiacantha (Bromelioideae) (Fig. 1e), em
Puya ferruginea (Puyoideae) e Dyckia velascana (Pitcairnioideae).

O mesofilo da parede do ovario das espécies analisadas também apresenta diferentes
padrdes. Um parénguima do tipo homogéneo constituido por células com formato isodiamétrico
com poucos espacos intercelulares ocorre em espécies certas espécies de Bromelioideae, em
Tillandsioideae, em Pitcairnioideae, em Navioideae e em Hechtioideae (Fig. 1f). Em Puya
ferruginea (Puyoideae) o mesofilo apresenta grandes espacos de aeragdo distribuidos préximo a
face abaxial, e em Canistrum pickelii (Bromelioideae) o mesofilo apresenta um aerénquima
estruturado, distribuido préximo a face adaxial (Fig. 1g). As seguintes espécies de Bromelioideae
apresentam espessamento de colénquima nas células hipodérmicas da face abaxial - A.
organensis, A. orlandiana, Quesnelia liboniana, Neoglaziovia variegada e Portea alatisepala
(Fig. 1h).

Em cada carpelo, um feixe vascular dorsal estd presente no mesofilo em espécies
pertencentes a Tillandsioideae, Navioideae, Pitcairnioideae e Puyoideae. Diferentemente, em
Hechtioideae e em duas espécies de Bromelioideae, Cryptanthus acaulis e O. lemei, ocorre a
presenca de até 3 feixes vasculares no mesofilo e nas demais espécies pertencentes a
Bromelioideae estdo presente diversos feixes vasculares. Todas as espécies amostradas

apresentam feixes vasculares do tipo colateral. Em P. alatisepala e em A. organensis, ambas
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pertencentes a Bromelioideae, observa-se um conjunto de fibras contornando o feixe vascular,
com uma maior numero de células na regido floematica (Fig. 1h).

A presenca de idioblastos compostos por réfides é identificada no mesofilo de todas as
espécies analisadas, todavia a quantidade e organizacdo dessas células varia entre as diferentes
espécies (Fig. 1g). Em secdo transversal do ovario as espécies de Bromelioideae e P. ferruginea
(Puyoideae) apresentam um maior namero de idioblastos por area do que as espécies das demais
subfamilia. A distribuicdo destas células apresenta-se de forma aleatoria em todas as espécies
amostradas, exceto em N. variegata (Bromelioideae) no qual estas apresentam-se organizadas na
porc¢éo abaxial do mesofilo.

Em espécies de Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae e em duas espécies de
Bromelioideae, P. alatisepala e C. pickelii o rudimento seminal é orientado com seu eixo
micropilar-calazal obliqguamente em relacéo ao eixo longitudinal do ovério (Fig. 2a). Nas demais
espécies de Bromelioideae, bem como espécies de Pitcairnioideae e em P. ferruginea
(Puyoideae), o rudimento seminal é orientado com seu eixo micropilar-calazal
perpendicularmente disposto com relacdo ao maior eixo do ovério (Fig. 1c, d, Fig. 2c).

Duas colunas de rudimentos seminais se organizam em cada léculo do ovéario em
espécies de Hechtia (Hechtioideae), Navia lactea (Navioideae), Dyckia velascana
(Pitcairnioideae), B. antiacantha e em N. variegata (Bromelioideae) (Fig. 2c). Quatro colunas de
rudimentos seminais estdo presentes em Tillandsia fasciculata (Tillandsioideae) e em A.
orlandiana (Bromelioideae); seis nas demais espécies de Bromelioideae; oito em Vriesea
scalaris (Tillandsioideae); dez em Guzmania rauhiana (Tillandsioideae); e doze ou mais colunas

nas espécies de Pitcairnia (Pitcairnioideae) e em P. ferruginea (Puyoideae) (Fig. 2b).
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Diversos detalhes do rudimento seminal foram observados sendo estabelecidos alguns
padroes entre os géneros analisados. Com relacdo ao comprimento dos tegumentos foi
evidenciado que o tegumento externo é mais longo do que o interno em O. lemei, C. pickelii
(Bromelioideae) e V. scalaris (Tillandsioideae) (Fig. 2d). O tegumento interno é mais longo que
do externo em G. rauhiana, T. fasciculata (Tillandsioideae), N. lactea (Navioideae), P.
ferruginea (Puyoideae), em espécies de Pitcairnioideae e Hechtioideae, e nas seguintes espécies
pertencentes a Bromelioideae: A. organensis, A. orlandiana, B. antiacantha, C. acaulis, Q.
liboniana, N. variegata e P. alatisepala (Fig. 2e).

Com relacdo a espessura dos tegumentos, foi observado que duas camadas celulares
continuas estdo presentes no tegumento externo dos géneros Navia, Puya, Pitcairnia e em muitas
espécies de Bromelioideae (Fig. 2g, h). Por outro lado, trés camadas celulares sdo observadas em
espécies de Tillandsioideae (Fig. 2d, e) e nas espécies de Bromelioideae, Q. liboniana, P.
alatisepala, A. organensis, A. orlandiana, sendo que na ultima subfamilia citada, a camada
média ndo é continua (Fig. 2i, j, Fig. 3d). Por fim, trés camadas celulares continuas, e uma quarta
camada descontinua, constituem o tegumento externo de D. velascana (Pitcairnioideae), B.
antiacantha (Bromelioideae) e Hechtia (Hechtioideae) (Fig. 2f). No tegumento interno a maioria
das espécies amostradas apresentam duas camadas celulares continuas ao longo do comprimento
do nucelo (Fig. 2d, g, h, j). Todavia em Hechtia epigyna (Hechtioideae) e B. antiacantha
(Bromelioideae) além das 2 camadas celulares continuas existe a formacdo de uma camada
média, a qual é descontinua (Fig. 2f). Em Tillandsia, trés camadas continuas sdo observadas
(Fig. 2e). As células da camada interna do tegumento externo sdo levemente alongadas em todas

as espécies analisadas, no entanto em Navia lactea essa caracteristica € muito pronunciada (Fig.
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29, h). As células da camada interna do tegumento interno se dividem, formando uma ou mais
camadas apenas na regiao da micrépila em todas as espécies (Fig. 2d, e, f, g).

A presenca de apéndice calazal € observada em espécies de Tillandsioideae,
Hechtioideae, Navioideae, Puyoideae, Pitcairnioideae e certas espécies de Bromelioideae (Fig.
3a, b). Nas espécies A. orlandiana, Q. liboniana, O. lemei e B. antiacantha (Bromelioideae), o
apéndice calazal é rudimentar. O apéndice calazal é ausente em G. rauhiana (Tillandsioideae),
N. variegata e A. organensis (Bromelioideae) (Fig. 3c).

Embora o apéndice calazal apresente uma forma acuminada em todas as espécies que
apresentam esse carater, certos aspectos de sua morfologia podem variar. O apédice calazal pode
se desenvolver a partir da regido calazal e se direcionar para a face da rafe, como observado em
Tillandsioideae em T. fasciculada e V. scalaris, Navioideae em N. lactea, todas as espécies de
Pitcairnioideae amostradas e em Bromelioideae apenas a espécie Cryptanthus acaulis (Fig. 29).
De outra forma, o apéndice calazal pode apresentar-se sem curvatura ou levemente direcionado
a face da antirafe, em todas as espécies de Hechtioideae e em Bromelioideae nas espécies P.
alatisepala, A. orlandiana, e C. pickelii (Fig. 2i, Fig. 3a). O apéndice calazal também pode se
desenvolver lateralmente na regido da antirafe, perpendicularmente a regido calaza-micrépila,
como em Puyoideae em P. ferruginea (Fig. 3b).

Na regido micropilar o tecido parietal e a epiderme nucelar apresentaram variagdes com
relacdo ao numero de camadas presentes nas diferentes espécies analisadas. Com relacdo ao
tecido parietal uma camada celular € evidenciada em todas as espécies de Pitcairnioideae e em
Bromelioideae nas espécies A. organensis, A. orlandiana e Q. liboniana (Fig. 3e) duas camadas
estdo presentes em N. lactea (Navioideae), em todas as espécies de Tillandsioideae, P.

ferruginea (Puyoideae), B. antiacantha, C. piquei, C. acaulis e O. lemei (Bromelioideae)(Fig. 3
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b); e trés camadas em todas espécies de Hechtioideae e N. variegata e P. alatisepala
(Bromelioideae) (Fig. 3f).

Na epiderme nucelar, uma camada celular ocorre em N. lactea (Navioideae), em espécies
de Pitcairnioideae, e em Bromelioideae nas espécies C. pickelii, C. acaulis, A. organensis e A.
orlandiana (Fig. 2g). Duas camadas em espécies de Hechtioideae, em Tillandsioideae nas
espécies G. rauhiana e T. fasciculada, em Puyoideae na espécie P. ferruginea e em
Bromelioideae nas espécies Q. liboniana e N. variegata (Fig. 3e). Até trés camadas sao
observadas em P. alatisepala (Bromelioideae) e V. scalaris (Tillandsioideae) (Fig. 3f).

Outra caracteristica da epiderme nucelar observada em certas espécies de Bromeliaceae é
o alongamento anticlinal das células localizadas na regido da micrdpila. Esse atributo €
evidenciado em todas as subfamilias analisadas, no entanto Bromelioideae apresenta algumas
espécies em que o alongamento ndo ocorre como P. alatisepala, C. pickelii, Q liboniana e N.
variegata. Em espécies no qual a epiderme nucelar ndo se alonga, a por¢do micropilar do nucelo
apresenta forma de domo (Fig. 3 c, f). Nas espécies que expressam tal alongamento, a porcao
micropilar do nucelo apresentam um aspecto “protuberante” (Fig. 3b, d).

Por fim, outra peculiaridade presente no rudimento seminal de espécies de P. ferruginea
(Puyoideae) e N. lactea (Navioideae) é a ocorréncia de idioblastos contendo rafides (Fig. 2g, h).

A partir dos resultados aqui apresentados e da compilacdo de dados adicionais sobre o
rudimento seminal de Bromeliaceae existentes na literatura, uma figura foi gerada a fim de

demonstrar tendéncias evolutivas do rudimento seminal na familia (Fig. 4).
Discusséo

Tradicionalmente a divisdo de Bromeliaceae em trés subfamilias baseava-se em

caracteristicas do fruto, semente e posicéo do ovario (Mez 1934-35; Smith e Downs 1974, 1977,
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1979). Bromelioideae apresenta espécies com ovarios completamente infero, enguanto
Tillandsioideae apresenta espécies com ovario completamente sUpero, exceto em
Glomeropitcairnia e Alcantarea que apresentam ovario semi-infero (Smith e Downs, 1977;
Coffani-Nunes, 2010). As demais subfamilias atuais, correspondentes a Pitcairnioideae sensu
lato, apresentam um polimorfismo desse carater onde diferentes niveis de insercdo do perianto
sdo observados, oscilando entre os dois primeiros tipos citados (Benzing 2000; Barfuss et al.
2005). Em nossos resultados, espécies pertencentes a Navioideae, Hechtioideae, Pitcairnioideae,
Puyoideae e a Tillandsioideae apresentaram ovario supero. Diferentemente, todas as espécies
pertencentes a Bromelioideae apresentaram ovario infero, estando de acordo com o estabelecido
para cada subfamilia.

Eventos que ocorrem durante o processo ontogenético de um 6rgédo especifico refletem
em modificacGes de estruturas de formagdo subsequentes. As alteragdes na posi¢cdo do ovario,
durante a diversificacdo dessa estrutura em Bromeliaceae, proporcionaram a diversidade no tipo
de frutos dentro da familia, ocorrendo sementes com ou sem apéndices e frutos do tipo capsula
ou baga (Baker 1889; Mez 1934-35; Smith e Downs 1974, 1977, 1979). Dessa forma, ¢ evidente
que durante a evolugdo, a diversidade morfolégica dessa estrutura ndo ficou restrita a sua
posicdo, sendo também observadas anatdmicas entre as subfamilias analisadas. Tal fato é
provavelmente resultado de variagdes na estrutura morfoldgica das inflorescéncias e variagdes no
habitat de cada grupo. O mesofilo do tipo homogéneo é observado na maioria das subfamilias,
sendo observado um padrdo diferenciado apenas em Puyoideae e Bromelioideae. A ocorréncia
de estruturas especializadas em Puyoideae e em Bromelioideae, reforca a relagcdo de proximidade
entre estes grupos e corrobora a atual filogenia para a familia, onde estas apresentam-se como

grupos irmdos com divergéncia tardia em Bromeliaceae (Givinish et al. 2007; Givnish et al.
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2011). No entanto, embora exista semelhancga entre os canais de aeracdo observados no mesofilo
do ovério de P. ferruginea e os canais de aeracdo, bem estruturados, de C. pickelii, o qual foi
definido como um aerénquima, é dificil tracar uma correlacdo entre as fungdes destas estruturas.
O aerénquima encontrado no género Canistrum e demais géneros relacionados parece ser
resultado de condicBes de hipoxia que a estrutura floral € submetida, apds a retencdo de agua no
interior de sua roseta (Nogueira et al., 2015). Em P. ferruginea tal condi¢do parece néo ocorrer,
uma vez o padrdo de sua inflorescéncia ndo permite o acimulo de agua sobre suas flores.

Apesar da escassa literatura a respeito da anatomia do ovario, Nogueira et al. (2015)
apontam a existéncia de aerénquima do tipo esquizégeno em todos 0s géneros do complexo
Nidulariéide (Bromelioideae) e no género Canistrum, o qual aparece como grupo irmao do
complexo. O fato de C. pickelii, amostrado neste trabalho, possuir aerénquima suporta a
afirmacdo de Nogueira et al. (2015) de que essa é uma caracteristica marcante entre esses
géneros relacionados.

A presenca de tricomas e espessamento de colénquima na parede do ovério descrita para
espécies pertencentes a Bromelioideae, observadas neste trabalho, também foi descrita para
certas espécies do complexo Nidularidide (Nogueira et al., 2015).

O numero de rudimentos seminais por carpelo em Bromeliaceae foi discutido por
Fagundes e Mariath (2014), sendo este apontado como carater de grande valor taxonémico para a
familia. Embora a condi¢do de muitos rudimentos seminais por carpelo tenha sido amplamente
observada em diversos géneros de Bromeliaceae (Sajo et al. 2004; Papini et al. 2011; Spat, 2012,
Nogueira et al. 2015), Fagundes e Mariath (2014) sugerem que a condic¢do de poucos rudimentos
seminais seja plesiomorfica, uma vez que este atributo é observado na subfamilia

Brocchinioideae, a qual possui posicdo cedo divergente em Bromeliaceae (Givnish et al. 2007,
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Givnish et al. 2011) e nos géneros Catopsis (Palaci, 2004; Capitulo 2) e Ananas (Wee e Rao
1974; Rao e Wee 1979), também cedo divergentes em Tillandsioideae (Barfuss et al. 2005) e
Bromelioideae (Givnish et al. 2011; Silvestro et al. 2014), respectivamente.

Os dados observados neste estudo demonstram a existéncia de poucos rudimentos
seminais por léculo em Bromelia, género cedo divergente em Bromelioideae, corroborando a
suposi¢do mencionada anteriormente sobre a condicdo plesiomorfica desse estado de carater na
familia.

Em monocotiledéneas a condigdo de dois tegumentos no rudimento seminal é a mais
comum (Maheshwari 1950; Endress 1994), sendo tal carater também descrito para as seguintes
subfamilias de  Bromeliaceae:  Brocchinioideae, Lindmanioideae,  Tillandsioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Wee e Rao 1974; Rao e Wee 1979; Sajo et al. 1994;
Conceicao et al. 2007; Mendes 2008, 2012; Fagundes e Mariath 2014; Nogueira et al. 2015).
Neste estudo também é descrito, pela primeira vez, tal atributo para as subfamilias Hechtioideae
e Navioideae.

De acordo com Endress (2011) o nimero de camadas presente nos tegumentos € um
carater relativamente estavel, sendo interessante para analises macrosistematicas. Com relagéo ao
comprimento e espessura dos tegumentos do rudimento seminal, a condi¢do plesiomérfica dentro
de Bromeliaceae parece ser o tegumento externo é mais longo do que o interno, e ambas as
estruturas com duas camadas de espessura. Tal afirmacdo baseia-se no fato desses estados de
carater serem observados em Brocchinioideae (Sajo et al., 2004), grupo irmdo das demais
subfamilias de Bromeliaceae (Givnish et al. 2007; Givnish et al. 2011). Esses atributos parecem
ser mantidos em Lindmanioideae (Lakshmanan, 1967), subfamilia que divergiu posteriormente a

Brocchinioideae (Givnish et al. 2007; Givnish et al. 2011). Em Tillandsioideae e Hechtioideae, o
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tegumento externo torna-se mais espesso, como observado nas espécies analisadas neste estudo,
e nas demais espécies de Vriesea, Tillandsia, Guzmania, Racinaea, Alcantarea, Werauhia (
Capitulo 2), em Tillandsia recurvata (Birge, 1911) e em T. aeranthos (Spat, 2012). O tegumento
interno também demonstra espessamento em Tillandsia e Catopsis (Tillandsioideag) e em
Hechtia (Hechtioideae).

Em Hechtia (Hechtioideae) e na maioria dos géneros de Tillandsioideae o tegumento
interno torna-se mais longo que o externo, no entanto a caracteristica ancestral € mantida em dois
géneros de Tillandsioideae: Vriesea e Guzmania. Conforme observado no Capitulo 2, Vriesea
apresenta espécies com tegumento externo mais longo do que o interno e em Guzmania 0s dois
estados de caracter sdo observados.

Em Navioideae, Puyoideae e no género Pitcairnia (Pitcairnioideae), ndo se observa
espessamento dos tegumentos em relacdo a condigdo ancestral. No entanto, no género Dyckia
(Pitcairnioideae), passa a ocorrer trés ou mais camadas celulares, apenas no tegumento externo.
Com relagdo ao comprimento, todos eles diferem de Brocchinioideae. Os dados aqui
apresentados sao corroborados pelos resultados de Sajo et al. (2004) para espécies de Pitcairnia
e Puya.

Em Bromelioideae se observa a maior diversidade morfoldgica dos tegumentos, sendo
dificil estabelecer um estado de carater, no entanto, pode-se estabelecer tendéncias para a
subfamilia. Em géneros cedo-divergentes, observa-se o0 espessamento dos tegumentos. Em
Bromelia, género analisado neste trabalho, ocorre o acréscimo de uma camada em ambos 0s
tegumentos e em Ananas, estudado por Wee e Rao (1974), ocorre o acréscimo de uma camada
apenas no tegumento externo. Em géneros que divergiram tardiamente a espessura do tegumento

interno se manteve em duas camadas, ndo obstante, o tegumento externo apresenta acréscimo de
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uma camada em diversas espécies do “core Bromelioideae” sensu Schulte et al. (2009)
analisadas nesse trabalho, em Fagundes e Mariath (2014) e Nogueira et al. (2015).

O tegumento interno mais longo em relacdo ao externo ocorre na maioria das espécies
estudadas em Bromelioideae, exceto em C. pickelii e O. lemei, analisadas neste trabalho, O.
vagans e Quesnelia edmundoi (Sajo et al. 2004) e em espécies do Complexo Nidularidide
(Nogueira et al. 2015).

Dessa forma, podemos constatar que o aumento na espessura do tegumento externo
ocorreu de forma abrangente em Bromeliaceae, por outro lado, o tegumento interno apresentou
espessura mais estavel sendo observado a adigdo de camadas apenas em Tillandsioideae e
Hechtioideae, subfamilias filogeneticamente relacionadas (Givnish et al., 2011) e em géneros
cedo divergentes de Bromelioideae. Ainda, 0 comprimento dos tegumentos também demostrou
estabilidade na familia, ocorrendo o alongamento do tegumento interno na maioria das
subfamilias. O carater ancestral, em que o tegumento externo é mais longo aparece novamente
em dois géneros de Tillandsioideae (Vriesea e Guzmania) e géneros de divergéncia tardia em
Bromelioideae.

O desenvolvimento de um apéndice calazal no rudimento seminal em Bromeliaceae foi
descrito para diversas espécies, sendo observados diferentes formas e tamanhos. Sajo et al.
(2004) descrevem a presenca de um apéndice bastante alongado e acuminado em Brocchinia
reducta. Essa mesma morfologia foi observada nas duas espécies de Tillandsioideae, analisadas
neste estudo, T. fasciculata e V. scalaris. Todavia, para estas espécies, € salientada a curvatura
do apéndice calazal em direcdo a face da rafe, sendo esse atributo também observado em 27
espécies de Tillandsia, 24 de Vriesea, trés de Werauhia, Alcantarea simplicisticha, todas

analisadas no Capitulo 2, em T. recurvata (Birge 1911), em e Tillandsia complanata (Palaci

97



2004). De outra forma, Catopsis (Tillandsioideae) apresenta multiplos apéndices calazais, como
descrito em Catopsis morreniana (Sajo et al. 2004; Capitulo 2), Catopsis paniculata (Palaci
2004), Catopsis berteroniana e Catopsis nutans (Capitulo 2). Ainda, nosso estudo demostra que
Guzmania rauhiana, também pertencente a Tillandsioideae, ndo possui apéndices calazais,
corroborando os resultados existentes para Guzmania em Guzmania madisonii (Sajo et al. 2004)
e outras 16 espécies do género Guzmania analisadas no Capitulo 2.

O apéndice calazal de N. lactea (Navioideae), e as duas espécies de Hechtia
(Hechtioideae), aqui descritas pela primeira vez, também apresentam a mesma morfologia
observada em Brocchinia (Sajo et al. 2004). No entanto, em N. lactea a curvatura dessa estrutura
é em direcdo a face da rafe, da mesma forma que em Tillandsioideae, e em espécies de Hechtia
essa curvatura ndo ocorre. Todas as espécies de Pitcairnioideae amostradas neste estudo
apresentaram apéndice calazal longo e direcionados a face da rafe, corroborando dados de Sajo
et al. (2004), para Pitcairnia paniculata e Dyckia hebdingii e de Conceicéo et al. (2007) para
Dyckia pseudococcinea. A morfologia do apéndice calazal em P. ferruginea, descrita em nossos
resultados, também foi observada por Sajo et al. (2004) em Puya floccosa. Em Bromelioideae, a
maioria dos géneros aqui apresentados possuem apéndice calazal vestigial ou pequeno e sem
curvatura, exceto em C. acaulis que apresenta apéndice calazal com curvatura em direcéo a face
da rafe. Esses dados corroboram os demais estudos para Bromelioideae sendo que Fagundes e
Mariath (2014) descrevem um apéndice calazal rudimentar ou pequeno com curvatura em
direcdo a face da antirafe em Bilbergia nutans, e Nogueira et al. (2015) demostram a existéncia
de apéndice calazal vestigial em duas espécies ou a sua auséncia nas demais espécies
pertencentes ao complexo Nidularidide. Da mesma forma Sajo et al. (2004) descrevem a

presenca de apéndice calazal rudimentar em Ortophythum vagans e Quesnelia edmundoi.
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Assim, levando em consideracdo a atual filogenia proposta para a familia (Givinish et al.
2007, 2011) podemos inferir que a condicdo plesiomdrfica do rudimento seminal € a forma
alongada e acuminada descrita em B. reducta (Sajo et al. 2004). Em Tillandsioideae essa
estrutura se apresenta em forma de mdltiplos apéndices calazais em Catopsis, sendo esse um
carater apomorfico dentro de Bromeliaceae. O apéndice calazal retém a morfologia do tipo
acuminada e se direciona a face da rafe em Tillandsia, Vriesea, Werauhia e Alcantarea, e em
Guzmania, essa estrutura é perdida. Em Hechtioideae, o apéndice calazal permaneceu com a
mesma morfologia ancestral. Navioideae e Pitcairnioideae também demonstram a retencdo do
carater ancestral, no entanto ocorre a curvatura do apéndice calazal em dire¢do a face da rafe. Em
Puyoideae, a morfologia torna-se diferenciada com a redugdo nessa estrutura, que se torna
lateralmente proeminente com o apice da calaza achatado. Em Bromelioideae parece haver uma
reducdo no comprimento em relacdo ao estado ancestral, sendo esse estado de carater perdido em
varios casos, e a curvatura dessa estrutura ndo ocorre ou se direciona a face da antirafe.

Ainda, é importante ressaltar que essa estrutura apresenta morfologia estavel em diversos
grupos da familia, sendo portanto, util para a delimitagdo taxondmica destes. A analise ampla
desse carater na familia, observada neste trabalho, proporciona uma visdo das tendéncias que
operaram na evolucdo dessa estrutura em Bromeliaceae.

Com relagcdo a natureza do nucelo, este é classificado de acordo como tipo de
desenvolvimento da célula arquesporial. Em monocotileddneas a condicdo crassinucelada é a
mais recorrente (Rudall 1997), sendo este o tipo de nucelo observado nas espécies analisadas no
presente estudo. O tecido parietal de grande parte das espécies aqui amostradas apresenta duas
camadas celulares, ocorrendo uma camada celular apenas nas espécies pertencentes a

Pitcairnioideae e em certas espécies de Bromelioideae. A presenca de uma camada parietal
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também foi descrita para Pitcairnia paniculata (Conceicdo et al. 2007) e Dyckia pseudococcinea
(Sajo et al. 2004), demonstrando a estabilidade do carater em Pitcairnioideae. Trés camadas de
tecido parietal foram observadas em N. variegata e P. alatisepala (Bromelioideae), e em
Hechtioideae, bem como em espécies do complexo Nidularidéide amostradas por Nogueira et al.
(2015).

Levando em conta a posigdo cedo-divergente de Brocchinioideae (Givinish et al. 2007;
2001) e a presenca de apenas uma camada de tecido parietal em B. reducta (Sajo et al. 2004),
pode-se sugerir que o carater ancestral sofreu ampliagdo desse estrato para duas ou trés camadas
nas subfamilias que divergiram posteriormente. No entanto, observa-se a retengdo ou a reversao
da condicdo ancestral em Pitcairnioideae e certos géneros de Bromelioideae, para novamente
uma camada de tecido parietal.

O tecido parietal e a epiderme nucelar estdo intimamente relacionados, dessa forma, em
certos grupos de angiospermas a epiderme nucelar pode também sofrer divisdes periclinais
contribuindo com o volume do nucelo (Bouman 1984). A maioria das espécies analisadas
demonstram a existéncia de duas camadas celulares epidérmicas na regido da micropila. No
entanto, N. lactea (Navioideae), Pitcairnioideae e certas espécies de Bromelioideae apresentaram
a condicdo de apenas uma camada celular epidérmica.

Bromelioideae foi a Unica subfamilia a apresentar espécies com epiderme nucelar nao
alongada, sendo este atributo também descrito por Sajo et al. (2004) para Orthophytum vagans,
A. alba, A. conglomerata e A. fosteriana e por Nogueira et al. (2015) para Canistrum
auratiacum, Canistropsis bilbergioides e Edmundoa lindenii. Na reinterpretacdo das imagens do
estudo de Sajo et al. (2004) observa-se também a epiderme nucelar ndo alongada em B. reducta

(Brocchinioideae), indicando essa morfologia como o estado ancestral do carater (Givnish et al.,
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2007, 2011). Assim, pode-se inferir que, a partir do estado de caréater, ancestral a morfologia da
epiderme nucelar se alongou em todas as subfamilias, sendo observada novamente a regressao

desse caracter (morfologia ndo alongada) em certos géneros de Bromelioideae.
Concluséao

Os dados gerados no estudo de 21 espécies e 16 géneros de Bromeliaceae aqui
apresentados, adicionados a informacGes sobre o rudimento seminal presentes na literatura,
proporcionaram uma analise ampla do ovario e rudimento seminal de representantes de todas as
subfamilias de Bromeliaceae. Dessa forma, caracteristicas que apresentam diferentes estados de
variacdo do carater dentro da familia, mostraram-se homogéneas em determinadas subfamilias
ou géneros, permitindo assim inferir diversas tendéncias sobre a evolugdo de tais estruturas.
Dentro desse contexto, é importante ressaltar as modificagdes ocorridas nas diferentes
subfamilias em relacdo a novas caracteristicas destacadas da parede do ovario, espessura e
alongamento dos tegumentos e modificagcbes morfologicas do apéndice calazal e da regido

nucelar micropilar.
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Figura 1. Botdo floral em secdo longitudinal e ovario em secdo transversal. a, botdo floral de Vriesea scalaris
(seta:ovario supero). b, botdo floral de Aechemea gamosepala (seta: indica ovario infero). c, detalhe da parede do
ovario em Aechmea organensis (seta: indica tricomas epidérmicos). d, ovario de Bromelia antiacantha (seta: indica
tricomas epidérmicos). e, detalhe da face abaxial da epiderme do ovario em Puya ferruginea, mostrando estémato. f,
parede do ovario em Hechtia tillandsioides. g, detalhe da parede do ovario em Canistrum pickelli mostrando aerén-
quima (seta: indica rafides). h, detalhe da face abaxial da parede do ovario em Portea alatisepala (seta: indica fibras
floemaéticas). ar, aerénquima; Ff, fibras floematicas. Barras de escala = 0,5mm (a); 1mm (b-c); 50um (d,f,g,h); 25um

(©).
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Figura 2. Ovario em sec¢do transversal e longitudinal e rudimento seminal em secéo longitudinal. a, vista longitudinal
do ovério de Guzmania rauhiana. b, detalhe de um léculo do ovéario em Dyckia velascana. c, detalhe de um léculo
do ovario em Pitcairnia tuberculata. d, detalhe do rudimento seminal em Vriesea scalaris. e, detalhe do rudimento
seminal em Tillandsia fasciculata. f, detalhe do rudimento seminal em Bromelia antiacantha. g, rudimento seminal
de Navia lactea. h, detalhe do rudimento seminal de Navia lactea, mostrando os tegumentos (seta: indica rafide). i,
rudimento seminal de Portea alatisepala. j, detalhe do rudimento seminal de P. alatisepala, mostrando o0s
tegumentos. ac, apéndice calazal; te, tegumento externo; ti, tegumento interno. Barras de escala = 200um (a); 50um

(b-g,i); 25um (h, j).
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Figura 3. Rudimento seminal em secéo longitudinal.
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110



n
I\
/, \\

Bromelioideae i @)

[SRV

Puyoideae
g

b Pitcairnioideae
f

Navioideae

e
Hechtioideae
)

/ Tillandsioideae \
~_/_J
b /J

4 Brocchinioideae

a

Figura 4: Tendéncias gerais na evolucdo do rudimento seminal em Bromeliaceae - baseado na filogenia molecular
modificada de Givnish et al. (2011) . Morfologia do rudimento seminal e variacbes da morfologia do apéndice
calazal e tegumentos observada em: a, Brocchinioideae. b-c, Tillandsioideae (b, género Catopsis. ¢, demais géneros
da subfamilia). d, Hechitioideae. e, Navioideae. f, Pitcairnioideae. g, Puyoideae. h-i, Bromelioideae. As linhas
pontilhadas sugerem que o carater pode ou ndo se desenvolver na subfamilia.
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Tabela 1: Dados sobre o material botanico.

Téaxon

Pais/ Localidade

NUmero de Registro

Puyoideae

Puya ferruginea (Ruiz & Pavén) L.B. Sm.

Navioideae

Navia lactea L.B. Sm., Steyerm. & H. Rob.

Hechtioideae

Hechtia tillandsioides (André) L.B. Sm.
Hechtia epigyna Harms
Pitcairnioideae

Pitcairnia megasepala Baker
Pitcairnia imbricata (Brongniart) Regel
Pitcairnia tuberculata L.B. Sm.

Dyckia velascana Mez

Bromelioideae

Aechmea orlandiana L.B. Sm.
Aechmea organensis Wawra

Bromelia antiacantha Bertoloni

Canistrum pickelii (A. Lima & L.B. Sm.) Leme & J.A. Siqueira

Cryptanthus acaulis (Lindley) Beer

Neoglaziovia variegata (Arruda da Camara) Mez

Orthophytum lemei E. Pereira & I.A. Penna

Portea alatisepala Philcox

Quesnelia liboniana (Brongniart) L.B. Sm.

Tillandsioideae

Tillandsia fasciculata Swartz

Per(/Amazonas

Venezuela/Amazonas

México

México

Costa Rica/Puntarenas
Belize/ Caio
Venezuela/Nerida

Argentina

Brasil/ Espirito Santo
Brasil/ Parana

Brasil/ Porto Alegre
Brasil/ Pernambuco
Brasil/ Rio de Janeiro

Brasil/ Bahia

Brasil
Brasil/ Bahia

Brasil/ Rio de Janeiro

Costa Rica/ Sdo José

MSBG 2007-0158

MSBG 2007-0569

MSBG 1991-0189

MSBG 2005-0051

MSBG 1999-0213

MSBG 2001-0479

MSBG 2000-0108

MSBG 2005-0052

ICN 973

ICN 601

ICN 181209

MSBG 1983-0059

MSBG 1996-0068

MSBG 1990-0678

CV 02561

CV 0541

MSBG 1990-0682



Republica Dominicana MSBG 1992-0131
Guzmania rauhiana H. Luther Equador/ Antioquia MSBG 1998-0217

Vriesea scalaris E. Morren Brasil/ Rio de Janeiro MSBG 2001-0018
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Tabela 2. Caracteres morfolégicos do ovario e do rudimento seminal em Bromeliaceae

Espécies/Carater N° de Presenca de Presenca Presenca de Presenca de Orienta¢do do Apéndice
colunasde  tricomas na de espessamento espacos de eixo micropilar- calazal
rudimento parede do estbmatos  de colénquima  aeragdo ou calazal do

seminal por ovario naparede naparededo aeréngquima rudimento
l6culo do ovario ovario no mesofilo seminal
do ovario

Tillandsioideae

Tillandsia fasciculata 4 Ausente Ausente Ausente Ausente Obliquo em Acumeado

Swartz relacdo ao maior com torgéo

eixo do ovério para rafe

Vriesea scalaris E. 8 Ausente Ausente Ausente Ausente Obliquo em Acumeado

Morren relagdo ao maior com torcéo

eixo do ovério para rafe

Guzmania rauhiana 10 Ausente Ausente Ausente Ausente Obliquo em Ausente

H. Luther relagdo ao maior

eixo do ovério

Hechtioidea

Hechtia epigyna 2 Ausente Ausente Ausente Ausente Obliquo em Acumeado

Harms relagdo ao maior com torcéo

eixo do ovério para antirafe

Hechtia tillandsioides 2 Ausente Ausente Ausente Ausente Obliquo em Acumeado

(André) L.B. Sm. relagdo ao maior com torcéo

eixo do ovario para antirafe

Puyoideae

Puya ferruginea 12 Ausente Presente Ausente Presente Transversal em Lateralmente

(Ruiz & Pavoén) L.B. relacdo ao maior inserido na

Sm. eixo do ovario regido da

antirafe

Navioideae

Navia lactea L.B. 2 Ausente Ausente Ausente Ausente Obliquo em Acumeado

Sm., Steyerm. & H. relacdo ao maior com torgéo

Rob. eixo do ovério para rafe

Pitcairnioideae

Dyckia velascana 2 Ausente Ausente Ausente Ausente Transversal em Acumeado

Mez relacdo ao maior com torgéo

eixo do ovério para rafe

Pitcairnia imbricata 12 Ausente Ausente Ausente Ausente Transversal em Acumeado

(Brongniart) Regel relacdo ao maior com torgéo

eixo do ovério para rafe

Pitcairnia 24 Ausente Ausente Ausente Ausente Transversal em Acumeado

megasepala Baker relagdo ao maior com torcéo

eixo do ovério para rafe

Pitcairnia 12 Ausente Ausente Ausente Ausente Transversal em Acumeado

tuberculata L.B. Sm. relacdo ao maior com torgéo

eixo do ovério para rafe

Bromelioideae

Aechmea orlandiana 4 Ausente Ausente Presente Ausente Transversal em Vestigial

L.B. Sm.
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eixo do ovario

Aechmea organensis 6 Presente Ausente Presente Ausente Transversal em Ausente
Wawra relacdo ao maior
eixo do ovério
Bromelia antiacantha 2 Presente Presente Ausente Ausente Transversal em Vestigial
Bertoloni relacdo ao maior
eixo do ovério
Canistrum pickelii 6 Ausente Ausente Ausente Presente Obliquo em Acumeado
(A.Lima&L.B. relagdo ao maior
Sm.) Leme & J.A. eixo do ovério
Siqueira
Cryptanthus acaulis 6 Ausente Ausente Ausente Ausente Transversal em Acumeado
(Lindley) Beer relacdo ao maior com torgéo
eixo do ovério para rafe
Quesnelia liboniana 6 Ausente Ausente Presente Ausente Transversal em Vestigial
(Brongniart) L.B. relagdo ao maior
Sm. eixo do ovério
Neoglaziovia 2 Ausente Ausente Presente Ausente Transversal em Ausente
variegata relagdo ao maior
(Arruda da Camara) eixo do ovério
Mez
Orthophytum lemei 6 Ausente Ausente Ausente Ausente Transversal em Vestigial
E. relagdo ao maior
Pereira & I.A. Penna eixo do ovério
Portea alatisepala 6 Ausente Ausente Presente Ausente Obliquo em Acumeado
Philcox relagdo ao maior
eixo do ovario
Continua
Espécies/Carater Tegumento N° camadas N° camadas Presenca de N° camadas N° camadas Epiderme
com maior completasno  completas no rafides no do tecido da epiderme nucelar
alongamento tegumento tegumento rudimento parietal nucelar alongada
externo interno seminal.
Tillandsioideae
Tillandsia Interno 3 3 Ausente 2 2 Presente
fasciculata Swartz
Vriesea scalaris E. Externo 3 2 Ausente 2 3 Presente
Morren
Guzmania rauhiana Interno 3 2 Ausente 2 2 Presente
H. Luther
Hechtioidea
Hechtia epigyna Interno 3-4 2-3 Ausente 3 2 Presente

Harms
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Hechtia
tillandsioides
(André) L.B. Sm.

Puyoideae

Puya ferruginea
(Ruiz & Pavon)
L.B. Sm.

Navioideae

Navia lactea L.B.
Sm., Steyerm. & H.
Rob.

Pitcairnioideae

Dyckia velascana
Mez

Pitcairnia imbricata
(Brongniart) Regel

Pitcairnia
megasepala Baker

Pitcairnia
tuberculata L.B.
Sm.

Bromelioideae

Aechmea
orlandiana L.B.
Sm.

Aechmea
organensis Wawra

Bromelia
antiacantha
Bertoloni

Canistrum pickelii
(A. Lima & L.B.
Sm.) Leme & J.A.
Siqueira

Cryptanthus acaulis
(Lindley) Beer

Quesnelia liboniana
(Brongniart) L.B.
Sm.

Neoglaziovia
variegata

(Arruda da Camara)
Mez

Orthophytum lemei
E

Pereira & I.A.
Penna
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Interno

Interno

Interno

Interno

Interno

Interno

Interno

Interno

Interno

Interno

Externo

Interno

Interno

Interno

Externo

Ausente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Presente



Portea alatisepala Interno 3 2 Ausente 3 3 Ausente
Philcox
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CAPITULO IV
Consideracdes sobre a morfologia dos estames de espécies pertencentes a

Tillandsioideae (Bromeliaceae)
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Resumo

A morfologia externa dos estames de 69 espécies pertencentes a sete géneros de Tillandsioideae
foi descrita através de microscopia foténica e microscopia eletronica de varredura com o objetivo
de definir diferentes padrbes dentro da subfamilia. As anteras de Tillandsioideae sdo
tetrasporangiadas, dorsifixas e deiscentes mediante duas fendas longitudinais. A inser¢do do
filete ocorre geralmente na base das anteras, exceto em Tillandsia subg. Tillandsia. Com relagdo
a morfologia das anteras, essas sdo lineares em Vriesea, Tillandsia, Werauhia e Alcantarea,
enguanto que as tecas de Guzmania apresentam um afastamento na extremidade basal e em
Racinaea e Catopsis as tecas sdo estreitas no apice e largas na base proporcionando um aspecto
piriforme. Ainda, o conectivo de Werauhia se diferencia dos demais por ser extremamente
saliente e robusto e certas especies de Vriesea se distinguem por apresentarem células
epidérmicas papilosas. A analise preliminar de aspectos morfologicos dos estames de
Tillandsioideae demostram padrdes morfologicos nos diferentes géneros da subfamilia. Dessa
forma, os resultados aqui apresentados adicionados a novos dados sobre o androceu, como
anatomia das anteras e estratificacdo da esporoderme do polen, podem contribuir efetivamente
para a taxonomia do grupo.

Palavras-chave: Alcantarea, anteras, Catopsis, estames, Guzmania, Racinaea, Tillandsia,
Tillandsioideae, Vriesea, Werauhia.
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Introducao

Bromeliaceae pertence a um grupo diverso de plantas com flores que se distribui
essencialmente nos trépicos e subtropicos das Américas (Smith & Downs, 1974, 1977, 1979).
Historicamente, a familia apresenta problemas nas relac6es filogenéticas e circunscrigdes, no
entanto, diversos trabalhos realizados nas Ultimas décadas tem aumentado o conhecimento sobre
a familia (Terry, Brown & Olmstead, 1997ab; Horres et al., 2000; Crayn, Winter & Smith, 2004;
Barfuss et al., 2005; Givnish et al., 2004, 2007; Sass & Specht, 2010) esclarecendo o
posicionamento das subfamilias e dos géneros de Bromeliaceae. Atualmente a familia pertence a
Ordem Poales sendo cedo divergente nesse grupo (APG I11 2009) compreendendo 8 subfamilias:
Brocchinioideae, Lindmanioideae, Hechtioideae, Navioideae, Tillandsioideae, Pitcairnioideae,
Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al., 2007, 2011). De acordo com Luther (2014),
Bromeliaceae possui 58 géneros e cerca de 3408 espécies.

Mesmo com o grande progresso na compreensédo das relacfes entre as subfamilias diversas
lacunas ainda permanecem. Particularmente, com relacédo a subfamilia Tillandsioideae, os limites
genericos tem sido intensamente discutidos e mudancas nos limites genéricos sdo frequentes.
Tillandsioideae € a maior subfamilia de Bromeliaceae e diversos estudos suportam seu
monofiletismo (Terry & Brown,1996; Horres et al., 2000; Crayn et al., 2004; Givnish et al.,
2007, 2011; Escobedo-Sarti et al., 2013; Gilmartin & Brown, 1987; Barfuss et al., 2005). De
acordo com Luther (2014) a subfamilia compreende nove géneros: Alcantarea (36 spp.),
Catopsis (19 spp.), Glomeropitcairnia (2 spp.), Guzmania (214 spp.), Mezobromelia (9 spp.),

Racinaea (75 spp.), Tillandsia (627 spp.), Vriesea (290 spp.) e Werauhia (87 spp.). Espejo-Serna
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(2002) segrega um novo género chamado Viridantha a partir de Tillandsia subg. Tillandsia, no
entanto, tal género ainda ndo é completamente aceito. Os géneros de delimitacdo mais confusa
em Tillandsioideae s&o Vriesea, Tillandsia, Mezobromelia e Guzmania, enquanto Catopsis e
Glomeropitcairnia sdo claramente delimitados com posi¢do basal na subfamilia (Mez, 1934-
1935; Smith & Downs, 1977; Till, 2000; Gilmartin et al., 1989; Terry et al., 1997ab; Horres et
al., 2000). Racinea, Alcantarea e Werauhia e Viridantha sdo descritos como monofiléticos em
andlises de Barfuss et al. (2005) o qual prop6s a classificacdo da subfamilia em quatro tribos:
Glomeropitcairneae, Catopsideae, Tillandsieae e Vrieseeae.

A principal dificuldade na delimitagdo dos limites genéricos em Tillandsioideae é devido
ao uso de caracteres de questionavel utilidade diagnostica (Brown & terry, 1992; Grant, 1993;
Barfuss et al., 2005) e devido ao fato de que as primeiras obras do tratamento taxonémico se
basearam em material desidratado de herbario (Baker, 1889; Mez, 1934-1935; Smith & Downs,
1977) o qual prejudica a analise detalhada da planta e principalmente das estruturas florais.

Caracteres reprodutivos possuem inquestiondvel potencial em estudos sistematicos
(Maheshwari, 1950; Tobe, 1989; Endress, 2005) sendo observado diversos trabalhos nessa area
que proporcionam uma melhor compreensdo entre diferentes niveis taxonémicos e ainda
fornecem dados adicionais para analise evolutiva de estruturas reprodutivas (Baltazar et al.,
2006; De Toni & Mariath, 2010; De Paula & Sajo, 2011).

Mesmo existindo uma vasta bibliografia relacionada a Bromeliaceae, trabalhos que
detalham aspectos reprodutivos sempre foram escassos, destacando recentemente os trabalhos
focados em estruturas florais, os quais proporcionaram importantes resultados para o grupo
(Sajo, Prychid & Rudall, 2004; Sajo et al., 2005; Conceic¢do, De Toni & Costa, 2007; Sartori,

2008; Mendes, Costa & De Toni. 2010; Magalh&es & Mariath, 2012, Fagundes & Mariath, 2014;
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Nogueira et al., 2015). No entanto, a maioria desses estudos detalha caracteristicas do gineceu,
frutos e sementes, sendo estudos sobre o androceu ainda mais escassos. Além do grande
potencial das caracteristicas polinicas para a taxonomia (Zavada, 1983; Halbritter, 1992), Tobe
(1989) descreve onze caracteres presente na antera potencialmente Uteis para a delimitacdo de
diversos niveis taxonémicos, e Gardner (1986) salienta a riqueza das caracteristicas morfolégicas
da antera em Tillandsia, apontando a necessidade de mais estudos com énfase nas estruturas
reprodutivas desse grupo de plantas.

Dessa forma, esse estudo tem o objetivo de descrever caracteristicas gerais da morfologia
da antera de espécies pertencentes a subfamilia Tillandsioideae com o intuito de auxiliar na

taxonomia do grupo.
Material e métodos

Material Botanico

Para este estudo foram utilizadas 69 espécies pertencentes a 7 géneros da subfamilia
Tillandsioideae, Bromeliaceae. O material botanico foi coletado nas seguintes colecGes vivas:
Colecbes viva do Laboratério de Anatomia Vegetal (LAVeg) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (RS - Brasil), da Fundacdo Zooboténica de Porto Alegre (RS - Brasil) e do Jardim
Botanico Marie Selby (FL - Estados Unidos da América) sendo a relacdo das espécies, o local de
coleta e 0 nimero de registro de cada espécie informados na Tabela 1.
Preparacao do material para Microscopia Fotonica

Flores em antese e pré antese foram coletadas, dissecadas e fixadas em glutaraldeido 1%
e formaldeido 4% (McDowell & Trump 1976). Posteriormente os estames foram lavados em

tampdo fosfato de sddio (0,1 M, pH 7,2) (Gabriel, 1982), analisados e fotomacrografados em
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Estereomicroscopio Leica M165FC, equipado com cadmera digital Leica DFC 500 e programa de
captura de imagens Leica LAS v. 4.1.

Para analise anatdémica, apos a fixacdo e lavagem do material em tampao fosfato de sodio,
0 material foi desidratado em série etilica (10-100%) e incluido em resina hidroxietilmetacrilato
(Gerrits & Smid, 1983).

Cortes com 4 um de espessura foram confeccionados utilizando micrétomo de rotagéo
Zeiss Mikron HM 340 E. Os cortes foram depositados sobre laminas histoldgicas e secos em
placa aquecedora & 50 °C. Para observacdo em microscopia foténica o material foi corado com
Azul de Toluidina O 0,05% (O’Brien & McCully, 1981) e a analise e o registro das imagens
foram realizados em microscopio Leica DMR-HC, com camera digital AxionCam HRC Zeiss
através do programa de captura de imagens Axionvision SE 64 v. 4.9.1.
Preparacdo do material para Microscopia Eletronica de Varredura

Para as analise em microscopia eletrénica de varredura as amostras foram desidratadas
em série crescente de acetona e submetidas a secagem pelo método do ponto critico (Gerstberger
& Leins, 1978), utilizando aparelho metalizador da marca BAL-TEC, CPD 030. As amostram
foram aderidas a suportes de aluminio e recobertas com ouro utilizando o equipamento BAL-
TEC, SCD 050 . As observagdes e o registro eletromicrografico digital foram realizados em

microscopio JEOL 6060, sob 10kV.
Resultados

As anteras das espécies pertencentes a subfamilia Tillandsioideae sdo tetraesporangiadas,
deiscentes mediante duas fendas longitudinais e com insercdo dorsifixas do filete, sendo a regido

variavel entre os grupos amostrados.
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Espécies do género Tillandsia apresentam anteras delicadas apresentando as paredes das
tecas delgadas (Fig. 1a, d). A regido de insercdo e morfologia do filete varia entre os subgéneros,
no entanto, é observado em todas as espécies do género, que a insercdo dessa estrutura ocorre na
face dorsal da antera (Fig. 1b). O conectivo reduzido, que mantém unidas as tecas, pode ser visto
em secéo transversal (Fig. 1d). A morfologia das extremidades apical e basal da antera apresenta
variagdes no género podendo ser arredondadas, obtusas ou agudas.

Espécies pertencentes ao género Tillandsia subg. Anoplophytum possuem anteras que
variam de 1 - 2mm de comprimento e de 0,4 - 0,9 mm de largura. As anteras séo lineares, sendo
a largura do &pice em relacdo a base semelhante na maioria das espécies (Fig. 1c). A morfologia
das extremidades consiste em apices e bases arredondados ou levemente obtusas (Fig. 1e). O
filete esta inserido no terco inferior da antera, sendo delgado e achatado (Fig. 2a) e em Tillandsia
stricta Solander, Tillandsia winkleri Strehel, Tillandsia polzii Ehlers, Tillandsia aeranthos
(Loiseleur) L.B. Sm., Tillandsia tenuifolia L. sdo plicados (Fig. 2b).

As espécies pertencentes ao subg. Allardtia apresentam anteras lineares com apice e base
agudos (Fig. 2c), o filete se insere no terco inferior da antera, sendo esse delgado e achatado. Em
Tillandsia latifolia Meyen o filete é plicado. Suas dimensdes apresentam 2,5 - 8mm de
comprimento e 0,4 - 1,2mm de largura.

Espécies do género Tillandsia pertencentes ao subg. Tillandsia apresentam anteras lineares,
sendo o comprimento sempre maior que 2mm chegando a até 6mm e a largura entre 0,7 -
1,3mm. O apice dessa estrutura é arredondado e a base é sempre aguda (Fig. 2d). O filete
apresenta inser¢cdo mediana, € cilindrico e suculento na regido de inser¢do da antera e achatado

ao longo de seu comprimento. (Fig. 2e-f). Outra caracteristica comumente observada nesse
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subgénero é o prolongamento do conectivo sobre a regido apical das tecas formando uma
protuberancia terminal (Fig. 2d).

Em espécies do género Tillandsia pertencentes ao subg. Phytarryza a maioria das espécies
apresentam anteras com &pice arredondado e base arredondada ou aguda, a insercdo do filete é
no terco inferior da antera, sendo esse cilindrico e de aspecto suculento na regido de inser¢do da
antera e achatado ao longo de seu comprimento. Apenas Tillandsia dodsonii L.B. Sm. apresenta
filete achatado e fusionados ao das demais anteras da flor (Fig. 3a). O comprimento das anteras
varia de 2,5 - 8,2 mm e a largura varia de 0,5 - 1,1mm. O prolongamento do conectivo sobre a
regido apical das tecas também é comum nesse grupo formando uma protuberancia terminal.

Tillandsia usneoides foi a Unica espécie do subg. Diaphoranthema analisada apresentando
insercdo basal do filete, sendo delgado e achatado. As anteras apresentam extremidades
arredondadas e dimensdes de 2,5mm de comprimento e 0,5mm de largura.

No género Guzmania as espécies apresentam anteras com extremidades agudas, ocorrendo
uma afastamento entre as duas tecas na extremidade basal. Na maioria das espécies, esse
afastamento é sutil (Fig. 3b), no entanto em Guzmania melinonis Regel, Guzmania monostachia
(L.) Ruby ex Mez, Guzmania sanguinea (André) André ex Mez e em Guzmania remya L.B.
Smith é muito pronunciado (Fig. 3c). O padréo descrito anteriormente se diferencia apenas em
Guzmania herrerae H. Luther & W.J. Kress e Guzmania sprucei L.B.Smith, onde o apice da
antera é arredondado (Fig. 3d). Com relagdo ao filete, se observou duas morfologias. A mais
frequente é um filete amplo e achatado ao longo de todo seu comprimento, exceto na
extremidade de ligagdo com a antera, onde este é estreito, ocorrendo uma inser¢do pontual, no
terco inferior da antera (Fig. 3e). Diferentemente, nas espécies que apresentam as extremidades

das tecas com afastamento pronunciado, o filete € amplo ao longo de todo seu comprimento,
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inclusive na regido de inser¢do (Fig. 3f). Guzmania alcantareoides H. Luther se diferencia das
demais por apresentar filete de formato cilindrico (Fig. 3g, h). O comprimento das anteras varia
de 2,3 - 6,5mm e a largura varia de 0,6 - 1,5mm.

Nos géneros Racinaea e Catopsis a morfologia da antera tende a ser piriforme (Fig. 3i). O
apice da antera é sempre acuminado e as tecas sdo mais estreitas nessa regido; na base as tecas
sdo mais largas e as extremidades podem ser arredondadas como em Catopsis; ou mucronadas,
como em Racinaea. O filete se insere no terco inferior da antera, sendo achatado e de aspecto
suculento. O comprimento da antera de Racinaea € de 1,5mm de comprimento e 1mm de largura
em sua regido mediana e em Catopsis apresenta 1,8mm de comprimento e 0,6mm de largura na
regido mediana da antera.

Os género Werauhia possui anteras lineares (Fig. 3j). A principal caracteristica dessa
estrutura no género é a presenca do filete de insercdo no tergo inferior da antera e conectivo de
aspecto robusto e coloracdo escura que se prolonga até o &pice da antera (Fig. 3k). As dimensdes
da antera observadas foram 5mm de comprimento e 1,5mm de largura em Werauhia marnier-
lapostolei (L.B. Sm.) J.R. Grant e 10,dmm d comprimento e 3, 5mm de largura em Werauhia
gladioliflora (H. Wendland) J.R. Grant.

No género Vriesea dois padrdes de morfologia de antera sdo observados. No primeiro,
definido como Tipo |, se observa anteras lineares, estando as duas tecas totalmente paralelas ao
longo de toda a sua extensdo (Fig. 4a) e o apice e a base sdo arredondados. Nesse tipo de estame
o filete é bastante saliente, de inser¢do no terco inferior da antera e aspecto cilindrico (Fig. 4b).
A presencga de células com papilas conspicuas nesse grupo também é amplamente observada
(Fig. 4c, d). Esse padrdo é observado nas seguintes espécies: Vriesea psittacina (Hooker)

Lindley, Vriesea laxa Mez, Vriesea weberi E. Pereira & I.A. Penna, Vriesea barilletii E. Morren,
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Vriesea flava A.F. Costa, H. Luther & Wand., Vriesea scalaris E. Morren, Vriesea simplex
(Vellozo) Beer, Vriesea guttata Linden & André e Vriesea bleherae Réth & W. Weber. As duas
Gltimas espécies citadas ndo apresentam papilas. No segundo padréo, definido como Tipo Il, as
anteras tem um aspecto geral semelhante as de Tillandsia, sendo essas mais estreitas (Fig. 4e).
Na base da antera as tecas sofrem um leve afastamento, sendo o apice arredondado e a base
aguda. O filete possui insercdo mediana na antera e apresenta formato cilindrico (Fig. 4f). As
espécies incluidas nesse grupo sdo: Vriesea chrysostachys E. Morren, Vriesea minuta Leme,
Vriesea rubra (Ruiz & Pavén) Beer, Vriesea spinosae (L.B. Sm.) Gilmartin, Vriesea
drepanocarpa (Baker) Mez e Vriesea barclayana (Baker) L.B. Sm. As dimensGes das anteras do
género Vriesea variam de 10 - 4mm de comprimento e 1 - 2mm de largura.

Por fim a espécie amostrada do género Alcantarea apresenta antera muito longa, com
dimensdes de 10,3mm de comprimento e 0,3mm de largura (Fig. 4g). O apice da antera possui
morfologia arredondada e a base arredondada a aguda, sendo as duas tecas afastadas nessa

extremidade (Fig. 4g, h). O filete tem inser¢do quase basal e formato cilindrico.
Consideracodes finais sobre a morfologia da antera em Tillandsioideae

Apesar do papel fundamental dos estames no ciclo reprodutivo das plantas com flores e sua
importancia para a interpretacdo da evolucdo desse grupo vegetal, pouca atencdo tem sido
dedicada ao estudo dessa estrutura (D’ Arcy & Keating, 1996) e de acordo com Gardner (1986)
estames sdo estruturas repletas de caracteristicas morfoldgicas Uteis para a distin¢do de grupos
boténicos.

Com relacdo ao género Tillandsia poucas caracteristicas parecem auxiliar na taxonomia de
seus subgéneros. No entanto em Tillandsia subg. Tillandsia, o posicionamento e a morfologia do

filete e as caracteristicas da antera delimitam de forma clara as espécies analisadas. Em um
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amplo estudos feito a partir de representantes do subg. Tillandsia e Allardtia, Gardner (1986)
subdivide o primeiro subgénero citado em cinco grupos. De dez espécies pertencentes ao subg.
Tillandsia, representadas nesse estudo, sete delas também foram amostradas por Gardner (1986)
e posicionadas no grupo I, o qual é definido por possui filete achatado com apice arredondado e
insercdo mediana, corroborando 0s nossos dados para o subgénero. Com relacdo ao subg.
Phytarrhiza os resultados apresentados nesse trabalho apontam que este se diferencia do subg.
Tillandsia apenas pela insercdo basal do filete na antera. Ainda os estames do subg. Tillandsia
demostram morfologia constante em todas as espécies. Com relagdo aos subgéneros
Diaphorantema, Allardtia e Anoplophytum estes se assemelham muito, exceto pela presenca de
filetes plicados em diversas espécies nos dois ultimos subgéneros citados. Os estames plicados
em Tillandsia subg. Allardtia e Anoplophytum foram apontados como um estado de carater de
grande valor taxondmico na delimitacdo de ambos os subgéneros (Smith & Downs, 1977), no
entanto, segundo Evans & Brown (1989) essas estruturas se desenvolvem tardiamente na
ontogenia, sendo portanto, inapropriado para a delimitacdo dos subgéneros.

Espécies do género Racinaea foram primeiramente descritas como Tillandsia subg.
Pseudo-catopsis; o nome do subgénero fazia referéncia a semelhanca de suas flores com as do
género Catopsis. O status de género de Racinaea foi estabelecido por Spencer e Smith (1993),
devido a evidencias florais do subgénero que as distinguiam das demais espécies de Tillandsia;
como flores pequenas, disticas e pouco chamativas, pétalas assimétricas e livres que se ampliam
em direcdo ao apice, estames e pistilos incluidos na corola e estigma curto e largo. Dessa forma,
a morfologia piriforme dos estames compartilhada por Racinaea e Catopsis e distinta das demais
espécies de Tillandsia é mais um carater que suporta o status de Racinaea. A morfologia dos

estames diferenciada nesses dois géneros também foi salientada no trabalho de Till (2000), que
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descreve estames ovoides em Racinaea e por Martinez-Correa, Espejo-Sena & LoOpes-Ferrari
(2014) que aponta a morfologia triangular dos estames de Catopsis occulta Mart.-Correa, Espejo
& Lépes-Ferr.

Em Guzmania os dados morfoldgicos da antera apresentados no presente estudo
corroboram os dados moleculares, uma vez que G. melinonis e G. monostachia, espécies que
apresentam extremidade basal das anteras extremamente afastadas, se posicionam em um clado
com forte suporte e cedo divergente dentro do género e G. herrerae, G. musaica e G. wittmackii
se posicionam em um clado de divergéncia posterior (Barfuss et al., 2005), e apresentam
extremidade basal das anteras com afastamento sutil.

Com relacdo a Werauhia e Alcantarea, poucas informac6es se encontram com relagdo a
morfologia de suas anteras, no entanto Till (2000), faz inferéncia sobre a presenga de um
conectivo macico em Werauhia reforgando o peso desse caréter.

No género Vriesea dois morfotipos de antera foram observados e as trés espécies
pertencentes a se¢do Xiphion amostradas, apresentam anteras do Tipo 1. Assim, é interessante
salientar que embora as duas sec¢Oes de Vriesea ndo sejam reconhecidas como grupos naturais
(Costa et al., 2015), diversos complexos de espécies sdo sugeridos e revisados dentro de Vriesea
(Costa, Rodrigues & Wanderley, 2009; Gomes-da-Silva & Costa, 2011; Versieux, 2011; Moura
& Costa, 2014) e dessa forma caracteristicas da antera, devem ser investigadas mais
profundamente, e em um maior nimero de amostras, para poderem auxiliar na circunscri¢do do
género.

Os resultados aqui apresentados conferem um panorama geral e preliminar no

detalhamento da estrutura do androceu em Tillandsioideae, no entanto dados adicionais sobre
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anatomia da antera e morfologia e estratificacdo da esporoderme do pdlen devem ser gerados

para auxiliar na definicdo de padrdes especificos da subfamilia.
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Figura 1. Estames de Tillandsioideae em vista da face ventral e dorsal e em corte anatdbmico. (a, b) estame de T.
simulata em vista da face ventral (a) e dorsal (b). (c) T. polzii, estame em vista da face ventral. (d, €) T. winkleri.
Corte transversal anatdmico das anteras (d), vista da face ventral (e). Barras de escalas: (a-¢c) 0,5 mm; (d, €) 500 pm.
Legenda: (CO) conetivo; (TE) arcos das tecas; (seta) regido de insercdo do filete.
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Figura 2. Estames de Tillandsioideae em vista da face ventral, dorsal e lateral. (a) estame de T. springeliana em vista
da face ventral. (b) estames de T. stricta em vista lateral evidenciando o filete plicado. (c) estames de T. vernicosa
em vista da face ventral. (d) estames de T. hammeri em vista da face ventral. (e, f) estames de T. baileyi em vista da
face vental (e) e dorsal (f). Barras de escalas: (a-f) 0,5 mm. Legenda: (seta) regido de insercéo do filete; (cabeca de
seta) filete plicado; (CO) conetivo.
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Figura 3. Estames de Tillandsioideae em vista da face ventral e dorsal. (a) estames de T. dodsonii em vista da face
ventral. (b) estames de G. wittmakii em vista da face ventral. (c) estames de G. melinonis em vista da face ventral.
(d) estames de G. herrerae em vista da face ventral. (e) estames de G. floetida em vista da face dorsal. (f) estames de
G. melinonis em vista da face dorsal. (g, h) estames de G. alcantareoides em vista da face ventral (g) e dorsal (h). (i)
estames de R. spiculosa em em vista da face ventral. (j, k) estames de W. marnier-lapostollei em vista da face
ventral (j) e dorsal (k). Barras de escalas: (a-k) 0,5 mm. Legenda: (seta) regido de insercdo do filete; (FI) filete; (CO)
conetivo.
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Figura 4. Estames de Tillandsioideae em vista da face ventral e dorsal e em corte anatémico. (a, b) estames de V.
simplex em vista da face ventral (a) e dorsal (b). (c, d) detalhe da antera de V. flava evidenciando a morfologia das
células epidérmicas em corte anatémico transversal (c) e em microscopia eletronica de varredura (d). (e, f) estames
de V. barclayana em vista da face ventral (e) e dorsal (f). (g, h) estames de A. simplicisticha em vista da face ventral
(9) e dorsal (h). Barras de escalas: (a, b, ¢, f,) 0,5 mm; (c) 200 um; (d) 50um; (g, h) 1mm. Legenda: (seta) regido de
insercdo do filete; (PA) papilas.
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Table 1: Géneros e espécies de Tillandsioideae estudados e seus nimeros de registro.

Taxon Pais/Local NUmero de Registro
Alcantarea
A. simplicisticha Leme & A.P. Fontana  Brasil MSBG 2009-0639

Catopsis

C. berteroniana (Schult. f.) Mez

C. morreniana Mez

C. nutans L.B. Sm.

Guzmania

®

. melinonis Regel

®

. alcantareoides H. Luther

G. cerrohoyaensis H. Luther

G. ferruginea H. Luther

G. foetida Rauh

G. lingulata (L.) Mez
G. macropoda L.B. Sm.
G. monostachia (L.) Rusby ex Mez

. musaica (Linden & André) Mez

. herrerae H. Luther & W.J. Kress
. remyia L.B. Smith

O O O O

. sanguinea (André) André ex Mez

. sprucei (André) L.B. Sm.

. subcorymbosa L.B. Sm.

. variegata L.B. Sm.

O O O ©

. zahnii (Hooker f.) Mez

141

Guiana Francesa

Guatemala/ Petén

Honduras

Honduras

Costa Rica/ Sdo José

Equador/ Pastaza

Equador/ Zamora-Chinchipe

Panama/ Veraguas

Equador/ Zamora Chinchipe

Equador/ Pastaza

Panama
Panama
Republica Dominicana

Colémbia/ Choco
Costa Rica/ Alejuela

Equador/ Pichincha

Equador/ Manabi

Panama

Costa Rica/ Alajuela
Equador/ El Oro

Costa Rica/ Puntarenas

MSBG 2008-0504
MSBG 1981-0230

MSBG 1975-0037-037

MSBG 1976-0020-005
MSBG 1991-0312

MSBG 1986-0325
MSBG 1990-0858

MSBG 2002-0060

MSBG 2007-0212

MSBG 1986-0330
MSBG 1999-0141

MSBG 1995-0301

MSBG 1998-0075

MSBG 2002-0069

MSBG 1992-0041
MSBG 1990-0857
MSBG 1995-0321

MSBG 1988-0141

MSBG 1990-0698
MSBG 1999-0178
MSBG 1980-0675



G. wittmackii (André) André ex Mez

Racinaea

R. spiculosa (Griseb.) M.A. Spencer &
L.B. Sm.

Tillandsia subg. Anoplophytum

T. aeranthos (Loiseleur) L.B. Sm.

T. geminiflora Brongniart

T. neglecta E. Pereira
T. polzii Ehlers
T. sprengeliana Klotzsch ex Mez

T. stricta Solander

T. tenuifolia L.

T. winkleri Strehl

Tillandsia subg. Phytarrhiza

T. crocata (E. Morren) Baker
T. cyanea Linden ex K. Koch
T. dodsonii L.B. Sm.

T. duratii Visiani

T. dyeriana André

T. lindenii Regel

T. pretiosa Mez
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Equador/ El Oro
Equador/ Pichincha

Equador/ Napo

Brasil/ Sdo Paulo

Brasil/ Rio Grande do Sul
Brasil/ Rio Grande do Sul

Brasil/ Rio Grande do Sul
Brasil/ Rio Grande do Sul

Brasil/ Rio de Janeiro
Argentina

Brasil/ Rio de Janeiro
Brasil/ Rio Grande do Sul
Brasil/ Rio Grande do Sul

Brasil/ Rio Grande do Sul
Brasil/ Rio Grande do Sul

Brasil/ Rio Grande do Sul

Brasil/ Rio grande do Sul
Equador / Chimborazo

Equador/ Azuay
Bolivia/ La Paz

Brasil/ Rio grande do Sul
Brasil/ Rio grande do Sul
Equador/ Esmeralda

Peru

Equador/ Ibabura

MSBG 1981-2398

MSBG 1980-0527

MSBG 1995-0317

ICN 187143

ICN 179139
ICN 179140

BROM 00395
BROM 00176

MSBG 1988-0264
MSBG 1985-1886
MSBG 19930406
MSBG 1984-0466
ICN 177676

ICN 178394
ICN 178393

ICN 179142

ICN 179141

MSBG 1983-0070
MSBG 1991-0035
MSBG 1983-0012

BROM 00368

BROM 00043

MSBG 1982-0215

MSBG 1990-0415
MSBG 1994-0436



Tillandsia subg. Allardtia

T. latifolia Meyen ex Baker
T. lorentziana Griseb.

T. vernicosa Baker
Tillandsia subg. Tillandsia
T. baileyi Rose ex Small

T. bulbosa Hooker
T. festucoides Brongniart ex Mez
T. funckiana Baker

T. hammeri Rauh & Ehlers
T. ionantha Planchon

T. mima L.B. Sm.
T. polystachya (L.) L.

T. schiedeana Steudel

T. simulata Small

Tillandsia subg. Diaphorantema
T. usneoides (L.) L.

Vriesea sect. Vriesea

V. guttata Linden & André

V. simplex (Vellozo) Beer

V. scalaris E. Morren

V. psittacina (Hooker) Lindley

V. flava A.F. Costa, H. Luther & Wand.
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Peru

Brasil/ Minas Gerais

Bolivia/ La Paz

México / Tamaulepas

Belize
Belize/ Caio

Venezula/ Barinas

México/ Oaxaca

México/ Oaxaca
Equador/ Azuay

México/ Vera Cruz

México/ Chiapas

Belize/ Toledo

Estados Unidos/Florida
Estados Unidos/Florida

Costa Rica/ Sdo José

Costa Rica/ Cartago

Brasil/ Rio de Janeiro

Brasil/ Sdo Paulo

Brasil/ Sdo Paulo

Brasil/ Rio de Janeiro

Paraguai

Brasil/ Parana

MSBG 1992-0338
MSBG 1992-0448
MSBG 1981-0077

MSBG 1988-0052

MSBG 1985-0324
MSBG 2015-0042
MSBG 1985-1874
MSBG 1992-0275

MSBG 2006-0029

MSBG 1989-0030
MSBG 1985-0708

MSBG 1980-1601

MSBG 1997-0214

MSBG 1978-2254
MSBG 2007-0178

MSBG 1985-1214

MSBG 1987-0011

ICN 192183

ICN 190909

ICN 190910

MSBG 2001-0018
MSBG 2008-0362
ICN 178396



V. barclayana (Baker) L.B. Sm.

V. weberi E. Pereira & I.A. Penna

V. barilletii E. Morren
V. bleherae

V. espinosae (L.B. Sm.) Gilmartin
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Nesse estudo foram abordadas diversas caracteristicas anatébmicas e morfoldgicas
detalhadas de estruturas florais em Bromeliaceae com um enfoque na subfamilia Tillandsioideae.
A ampla amostragem de espécies pertencentes a familia em questdo, adquirida ao longo da tese,
proporcionou a analise de um grande volume de dados o qual confere uma maior confiabilidade
dos resultados obtidos. Assim, demostrou-se que estruturas anteriormente consideradas instaveis
em Bromeliaceae apresentam claros padrdes dentro das subfamilias, géneros e até mesmo grupos
de espécies geograficamente relacionadas.

Esse trabalho também trds dados inéditos sobre o ovério e rudimento seminal de
subfamilias ainda ndo contempladas em estudos embrioldgicos, possibilitando inferir tendéncias
evolutivas do rudimento seminal e ovario em Bromeliaceae, baseados na atual filogenia.

Dessa forma, a presenca de estruturas diferenciadas na parede do ovario foram observadas
em grupos derivados da familia. Com relacdo ao rudimento seminal, partindo da condigéo
ancestral, o tegumento externo sofreu espessamento de forma ampla em Bromeliaceae e de
maneira contraria, 0 tegumento interno apresenta uma maior estabilidade com relacdo ao seu
numero de camadas. A presenca do tegumento interno mais longo do que o externo é
amplamente observada na em Bromeliaceae, com excecles de certos géneros pertencentes as
duas maiores subfamilias, Tillandsioideae e Bromelioideae.

O apéndice calazal é uma estrutura tipica de rudimentos seminais em Bromeliaceae, sendo
observado em todas as subfamilias. No entanto, essa estrutura demostra uma tendéncia de
reducdo e inclusive completa perda em subfamilias de divergéncia tardia. Com relacdo a
morfologia do apéndice calazal, Catopsis e Puya apresentam padrbes exclusivos, sendo este

multiplo, no primeiro género, e lateral, no segundo. Ainda a estrutura dos apéncide calazal de
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Catopsis foi reavaliada, sendo observado sua origem subdérmica. Em Tillandsioideae, onde um
maior numero de géneros e espécies foram analisados, pode se delimitar diferentes padrbes de
comprimento do apéndice calazal, sendo estes completamente estaveis em certos grupos da
subfamilia.

A epiderme nucelar apresenta-se alongada na maioria das subfamilias de Bromeliaceae, no
entanto esse carater ndo é observado em diversas espécies pertencentes a Bromelioideae.

A morfologia externa das anteras de sete géneros de Tillandsioideae foi descrita, definindo
assim diferentes padrdes para o grupo.

Assim, o presente estudo demostra que caracteristicas do ovario, do rudimento seminal e da
antera sdo potencialmente indicadas para analises filogenéticas quando utilizadas em conjunto.
Dessa forma, futuramente, em continuidade ao trabalho desta tese, pretende-se investigar
caracteristicas embrioldgicas de um amplo nimero de espécies pertencentes a subfamilia
Bromelioideae, a qual apresenta 0 maior numero de géneros com dificil delimitacdo na familia. E
ainda, pretende-se estudar mais detalhadamente caracteristicas do androceu em Tillandsioideae,
focando dados sobre a anatomia da antera, estrutura morfolégica do pdlen e estratificacdo da

esporoderme.

147



	Tese_capa
	Tese_prefacio
	TESE_FINAL_CORRECT_SOFIA_KUHN
	CAPÍTULO I
	Referencial Teórico
	A família Bromeliaceae
	A subfamília Tillandsioideae Harms
	Os gêneros de Tillandsioideae estudados
	Demais subfamílias de Bromeliaceae
	Estudos morfológicos e anatômicos em estruturas reprodutivas de Bromeliaceae

	Objetivos
	Referências Bibliográficas

	CAPÍTULO II
	Morphoanatomy of the ovary and ovule of Tillandsioideae (Bromeliaceae) and its systematic relevance.
	Introduction
	Materials and methods
	Results
	Discussion
	Conclusions
	References


	CAPÍTULO III
	Bromeliaceae: Morfologia e tendências evolutivas do ovário e do
	rudimento seminal
	Introdução
	Material e métodos
	Resultados
	Discussão
	Conclusão
	Referências bibliográficas


	CAPÍTULO IV
	Considerações sobre a morfologia dos estames de espécies pertencentes à
	Tillandsioideae (Bromeliaceae)
	Introdução
	Material e métodos
	Resultados
	Considerações finais sobre a morfologia da antera em Tillandsioideae
	Referências bibliográficas


	CAPÍTULO V
	Considerações finais e perspectivas futuras



