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1. Introducao

A familia Bromeliaceae possui cerca de 56 géneros e aproximadamente 2.000 a 3000
espécies distribuidas em regides neotropicais, com excecao de Pitcairnia feliciana (A. Chevalier)
Harms & Mildbraed, espécie nativa da regido oeste da Africa (Leme e Marigo, 1993; Kubtzki,
1998). Segundo Cronquist (1988) a familia subdivide-se em trés subfamilias: Pitcarnioideae,
Tillandsioideae e Bromelioideae.

Os diferentes tipos de habitos, epifitico, terrestre e rupicola contribuiram para a
diversificacdo e adaptacdo aos diferentes tipos de ambientes, possibilitando a sua ampla
distribuicdo que abrange desde matas neotropicais umidas até areas secas como savanas, campos
rupestres e regioes semi-aridas (Kubtzki, 1998; Benzing 2000).

A maior parte de seu valor econémico se deve ao exotismo de suas flores, diversamente
explorado para fins comerciais através do cultivo de espécies ornamentais, embora sua
exploragdo comercial seja menos significativa que a da espécie frutifera cultivada, o abacaxi, que
certamente representa a cultura mais importante e popular dentre as Bromeliaceae (Leme e
Marigo, 1993; Kubtzki, 1998).

Analises taxondmicas compreensivas da familia Bromeliaceae tém revelado associagdes
entre caracteristicas morfoldgicas e os mecanismos da poliploidia e disploidia (por vezes referido
como aneuploidia). Os trabalhos carioldgicos tém demonstrado diferentes niveis de ploidia, bem
como cromossomos de tamanho pequeno (Brown e Gilmartin, 1986; Cotias-de-Oliveira et al.,
2000). Segundo Sharma (1984) tais caracteristicas sugerem uma posi¢do evolutiva avangada,
resultante de processos de aneuploidia (disploidia) e hibridizagdo entre os numeros x=9 e x=8,
provavelmente a partir de entidades taxonémicas da ordem Commelinales.

Poucos trabalhos cariologicos reportam a aplicagdo de técnicas mais refinadas, como a
quantificagdo de DNA, a geracdo de marcadores cromossomicos por hibridizacdo in situ, ou
caracterizagdo do padrao de condensagdo nuclear e do tipo de nucleo interfasico em
Angiospermas. Tais ferramentas sdo ainda pouco empregadas, sendo a morfologia e o nliimero
cromossOmico 0s parametros mais utilizados nas analises cariossistematicas (Guerra, 2000).
Também em Bromeliaceae, tais analises tém se restringido na sua maioria a contagens
cromossdmicas, com poucas informacdes cariomorfologicas.

Adicionalmente, as técnicas moleculares, associadas a analises cladisticas e fenéticas com
inferéncias em nivel intergenérico e subfamiliar, t€m revelado discrepancias em relagdo ao
modelo de posicionamento classico das subfamilias pelos diferentes tipos de seqiiéncias
utilizadas (Benzing, 2000).

O presente estudo teve como objetivo caracterizar espécies selecionadas da familia

Bromeliaceae, sob o ponto de vista citogenético (coloragdo convencional e bandeamento



cromossomico) e molecular (marcadores AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism ou
Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos Amplificados), colaborando para um melhor
entendimento das estratégias evolutivas e das relagcdes taxonOmicas entre os membros

selecionados, comparando os dados obtidos aos existentes na literatura.

2. Revisao da Literatura

2.1.1. Caracterizacio Taxonomica da familia Bromeliaceae

As bromélias sdo plantas herbdceas — raramente arbustivas — e perenifélias (Leme e
Marigo, 1993), caracterizadas por apresentarem folhas em roseta, formando um recipiente
central, que retém 4agua e nutrientes. As flores possuem trés pétalas, um ovario trilocular e
inflorescéncia situada na posicao central da roseta (Kubitzki, 1998; Benzing, 2000).

A familia Bromeliaceae tem sido tradicionalmente dividida em trés subfamilias:
Bromelioideae (31 géneros e 724 espécies), Pitcairnioideae (16 géneros e 946 espécies), sendo a
Tillandsioideae (nove géneros e aproximadamente 1100 espécies) a maior subfamilia, enquanto a
subfamilia Bromelioideae destaca-se por possuir o maior numero de géneros (Cronquist 1988;
Smith e Till, 1998; Kubitzki, 1998).

A classificacdo das subfamilias de Bromeliaceae tem se baseado tradicionalmente em
caracteristicas morfologicas classicas, com destaque para o tipo de semente e a posi¢ao do ovario
em relacdo ao perianto. Em Bromelioideae, a maioria das espécies apresenta ovario infero; em
Tillandsioideae, ovario sipero e nas Pitcairnioideae ocorrem ambas as formas (Barfuss, 2005).

Segundo Cronquist (1988) a familia classifica-se como a unica da ordem Bromeliales na
subclasse Zingiberideae, juntamente com a ordem Zingiberales (composta por oito familias),
destacando-se uma possivel relacdo entre a citada classe e as Commelinideae e Liliidae,
respectivamente.

Em sua classificacio das angiospermas Takhtajan (1997) relacionou as familias
Bromeliaceae e Velloziaceae em duas ordens distintas (Bromeliales e Velloziales,
respectivamente) agrupando-as, porém, na superordem Bromelianae.

A subfamilia Bromelioideae, com o maior numero de géneros, carece de uma analise mais
aprofundada, devido a grande variabilidade floral e ao elevado niimero de espécies e géneros
existente (Benzing, 2000). O género Aechmea Ruiz & Pav com 220 espécies, pertence a esta
subfamilia, sendo encontrado na regido Amazonica ¢ na Mata Atlantica. Possui ambas as formas,
terrestres e epifiticas, sendo sua delimitacdo infragenérica ainda mal resolvida. Proenca e Sajo
(2004) estudaram oito espécies do citado género com base na estrutura anatomica das folhas,

incluindo representantes dos subgéneros Ortgiesia, Macrochordion, Pothuava e Platyaechmea.



Como resultado foi desenvolvida uma chave de identificacdo para os representantes estudados,
revelando a aplicabilidade deste carater na distingdo interespecifica.

Os géneros Navia Schult.f., Brocchinia Schult.f., Glomeropitcairnia Mez e Catopsis
Griseb. apresentam controvérsias em relacdo as afinidades e ao posicionamento em nivel de
subfamilia. Sugere-se, por exemplo, que o género Navia deveria ser incluido em uma subfamilia
isolada das Pitcairnioideae, especialmente considerando-se suas caracteristicas em comum com
as Rapateaceae. Diferentes combinacgdes de caracteristicas posicionam o género Brocchinia na
subfamilia Pitcarnioideae, embora se observe a presenga de diversas caracteristicas das
Tillandsioideae. Fato semelhante ocorre com os géneros Glomeropitcairnia e Catopsis,
reconhecidos como Tillandsioideae mas com algumas caracteristicas tipicas das Pitcairnioideae
(Gilmatin e Brown, 1986; 1987; Benzing, 2000 ).

No caso do género Glomeropitcairnia, com apenas duas espécies, destacam-se o ovario
semi-inferio e a estrutura do polen, caracteristicas que lembram as espécies do género Guzmania
Ruiz & Pav (Gilmartin ¢ Brown, 1987; Terry et al., 1997a; Benzing, 2000) da subfamilia
Pitcairnioideae. Estas caracteristicas sugerem que Glomeropitcairnia (tal como Catopsis) tenha
divergido precocemente na evolucdo da subfamilia Tillandsioideae (Barfuss et al., 2005). Por
divergirem quanto as caracteristicas morfoldgicas tipicas de suas respectivas subfamilias, estudos
adicionais tem sido demandados para ambos os géneros, bem como analises cladisticas
abrangentes (Gilmartin e Brown, 1987).

Visando elucidar os problemas taxondmicos infragenéricos dos géneros Nidularium Lem.
e Neorelegia L.B. Sm., Moreira et al. (2005) realizaram um estudo de caracterizagdo da
morfologia polinica em seis espécies de Nidularium pertencentes aos subgéneros Nidularium e
Canistropis, bem como de uma espécie do género Neoregelia por vezes apontada como
relacionada a este ultimo subgénero. Os padrdes polinicos encontrados sugerem uma maior
proximidade entre os géneros Neoregelia e Nidularium e levantam duvidas quanto a delimitacdo

taxonomica de Canistropis como subgénero.

2.1.2. Distribuicao Geografica

As bromélias sdo nativas das regides tropicais e subtropicais, ocorrendo desde a América
do Norte (estados da Virginia e Texas), até a América do Sul nas regides centrais da Argentina e
do Chile. Assim como a familia Bromeliacae, a Rapateaceae, possui um nivel de distribui¢ao
similar (Fig. 1), tendo a América do Sul como centro de diversidadede suas espécies, assim
como, ambas apresentam espécies endémicas encontradas na regido oeste da Africa Leme e
Marigo, 1993; Kubitzki, 1998; Givnish et al., 2004).

Os centros de distribuicao e dispersao da familia abrangem desde os Andes, com o género

Tillandsia L. — local onde se concentram também as espécies mais primitivas pertencentes a



subfamilia Pitcairnioideae — até¢ o Planalto das Guianas, com representantes do género Navia.
Considera-se que no Brasil ocorram 73% dos géneros de Bromeliaceae e que, por sua vez, o leste
brasileiro apresentaria a maior concentragdo de espécies da subfamilia Bromelioideae com
aproximadamente 11 géneros exclusivos (Leme e Marigo, 1993), tais como Aechmea, Billbergia
Thunberg, Canistrum E. Morren, Crypthanthus Otto & A.Dietr., Nidularium, Orthophytum Beer,

Quesnelia Gaudich. e Norelegia, o maior representante com mais de 90 espécies (Benzing, 2000).

Segundo um levantamento taxonomico das Bromeliaceae do estado de Sao Paulo,
realizado por Wanderley et al (1998), a regido compreende 17 géneros e 120 espécies:
Acanthostachys Klozsch (1); Aechmea (11); Ananas Miller (3); Billbergia (6); Bromelia L. (2);
Canistrum (6); Dyckia Schult. f. (4); Hohenbergia Schult. f. (2); Nidularium (19); Norelegia (4);
Pitcairnia L’Héritier (1); Pseudoananas Hassl. ex Harms (1); Quesnelia Gaudich. (5); Racinea
Spencer et L.B. Smith. (2); Tillandsia (15); Vrisea Lindl. (34) e Wittrockia Lindl. (4).

Souza e Wanderley (2000) realizaram um levantamento das Aechmea do estado de
Pernambuco, observando a ocorréncia de 10 espécies com quatro padrdes diferentes de
distribui¢do, comparativamente aos dados existentes para o restante do pais: (a) ampla
distribuicdo [A. lingulata (L.) Baker e A. mertensii (G. Mey.) Schult. f.]; (b) do nordeste ao
sudeste [A. fulgens Brongn e A. equilega Salisb.]; (c¢) exclusivamente no nordeste [A.
eurycorymbus Harms, A. mulfordii L. B. Smith, 4. stelligera L.B. Smith e A. tomentosa Mez] e
(d) endémicas do estado de Pernambuco [4. muricata (Arruda) L.B. Smith e 4. werdemannii
Harms].

Com base em seus padrdes de distribuicdo geografica (Figura 1) agregados a caracteres
moleculares (seqiienciamento da por¢do ndhF de cloroplasto) e morfologicos, Givnish et al.
(2004) efetuaram uma analise cladistica, concluindo que as Bromeliaceaec e as Rapateaceae
seriam grupos monofiléticos com estratégias de radiacdo semelhantes no continente americano,
bem como no que tange as suas espécies africanas (Piftcairnia feliciana e Maschalocephalus
dinklagei Gilg & K. Schum, respectivamente). Com base no grau de conservagdo das seqiiéncias
analisadas, os autores sugeriram que a ocorréncia de ambas espécies disjuntas no oeste da Africa
seja resultante de dispersdo de longa distdncia e ndo um resquicio do processo de deriva

continental.



Bromeliaceae
Bl Rapateaceae

Figura 1. Distribuicdo geografica das familias Bromeliaceae ¢ Rapateaceae (Fonte: Givnish et

al., 2004).

2.1.3. Importincia Econémica

Apreciadas pelo exotismo de suas flores, as bromélias tém sido bastante cultivadas para
fins ornamentais, sendo o abacaxi (Ananas comosus), o representante mais popular e importante
das regides tropicais. Além do desenvolvimento da cultura para o consumo do fruto, a enzima
bromelina, extraida da citada fruta tem sido utilizada para fins farmacéuticos e industriais
(Kubtzki, 1998).

No Brasil, outro representante, o carod (Neoglaziovia variegata (Arruda Camara) Mez),
tem mostrado uma certa importancia econémica (Kubztki, 1998). Desta espécie pode-se extrair
uma fibra semelhante ao sisal, servindo para a confeccdo de varios utensilios, como também para
a alimentacdo humana e do gado.

Dentre as bromélias cultivadas para fins ornamentais, destacam-se espécies dos géneros
Guzmania, Vriesea Lindl. e Aechmea, bem como seus hibridos. Cerca de 40 espécies e inimeras
variedades horticulturais desses materiais foram introduzidas nos EUA (Estados Unidos da
América do Norte), sendo tradicionalmente cultivadas em regides propicias como California,
Florida e Havai para vendas em vasos ou na forma de flores de corte para confec¢ao de arranjos.
Apenas para o estado da Florida estima-se que o comércio resultante do cultivo de bromelidceas

atinja a cifra de 20 milhdes de dolares por ano (Cathcart, 1995).




Vale destacar que por sua popularidade e uso pelos indigenas, muitas designacdes tribais
de bromelidceas originaram nomes de cidades brasileiras como Caraguatatuba (SP), Gravata (PE)
e Gravatai (RS). Porém, no nordeste brasileiro, ¢ muito comum designa-las de “macambiras”

(Leme e Marigo, 1993).

2.2. Citogenética em Sistematica e Evolucio

Em plantas superiores, os estudos carioldgicos tem demonstrado que os processos
evolutivos de mudangas estruturais cromossdmicas como trocas de segmentos, inversdes para-e
pericéntricas constituem os principais elementos na geracdo de isolamento reprodutivo e
especiacdo. Adicionalmente, os diferentes efeitos resultantes do mecanismo da poliploidia tém
sido revelados em varios grupos taxondmicos, podendo ser analisados mais detalhadamente face
aos avancos das metodologias no estudo da estrutura cromossdmica (Sharma e Sharma, 1984).

Os principais efeitos relacionados a poliploidia referem-se ao aumento do volume
nuclear e celular, a dura¢ao do ciclo celular e a quantidade de genes. Estas caracteristicas
diretamente associadas a fatores especificos de transcrigdo celular proporcionam uma
diferenciacdo fendtipica como conseqiiéncia da reestruturacdo gendmica (Greilhuber, 1995). O
desenvolvimento deste processo evolutivo ocorre de forma rdpida e extensiva, seja por
diploidizagdao ou através de cruzamentos entre hibridos interespecificos, com subsequente
silenciamento de parte dos genes duplicados (Soltis e Soltis, 1999).

Segundo Guerra (2000), a variagdo cromossomica numérica pode surgir de diferentes
mecanismos, mas as suas conseqiiéncias evolutivas estdo confinadas a origem de novos citotipos
com numeros multiplos do ntimero hapldide original (poliploidia) ou ainda pelo acréscimo ou
decréscimo de um ou poucos cromossomos ao numero diploide original (disploidia).

Em Orchidaceae, diferentes numeros cromossomicos foram encontrados no género
Habenaria Willd. (2n=42, 50, 80, 84), indicando a poliploidia e a disploidia como os principais
eventos na evolucao cromossomica da familia (Félix e Guerra, 1998).

Similarmente, a citoevolugdo do género Xyris L. (Xyridaceae) parece estar baseada em
uma combinacdo de poliploidia e disploidia a partir do nimero basico x=8 (Benko-Iseppon e
Wanderley, 2002). No caso deste género, destaca-se a provavel importancia da anfiploidia como
evento gerador de variagdo cromossdmico-numérica, uma vez que foram reportados hibridos
alopolipléides (2n=108) ocorrendo simpatricamente com os parentais diploides (2n=54). Pode-se
supor que este pode ser também o caso de algumas Bromeliaceae, uma vez que estudos recentes

em polinizacdo de diferentes populacdes de Pitcairnia demonstraram que a recombinacao



genética ocorre através da hibridizacdo natural, favorecendo o aparecimento de novos niimeros

cromossomicos em espécies hibridas (Wendt et al., 2001).

2.3. Estudos Citogenéticos em Bromeliaceae

2.3.1. Numeros Cromossomicos

A familia Bromeliaceae apresenta apenas 10% de suas espécies com andlises
citogenéticas, havendo uma caréncia de dados carioldgicos que contribuam no esclarecimento
das controvérsias existentes quanto as relacoes taxondmicas e filogenéticas, entre géneros e seu
posicionamento nas demais subfamilias. A grande maioria dos estudos citogenéticos de
Bromeliaceae esta restrita a contagens cromossdmicas, havendo em alguns géneros discrepancias
entre os numeros mitdticos e meidticos (Brown e Gilmartin, 1986). Em recente trabalho
envolvendo analises meidticas em espécies de Vriesea e Aechmea, Palma-Silva et al. (2004)
identificaram a presenga de irregularidades meidticas, tal como pareamento irregular e presenga
de univalentes. Entretanto, um estudo da viabilidade do poélen, feito pelos mesmos autores,
indicou uma alta percentagem de polen viavel, demonstrando que as irregularidades observadas
ndo influenciaram significativamente na fertilidade das espécies estudadas.

Vérios autores reportaram dificuldades no estabelecimento de nimeros cromossdmicos
para membros da citada familia, na maioria dos casos justificada pelo tamanho diminuto dos
cromossomos, altos nimeros observados e dificuldade na obtencdo de um bom espalhamento
(Marchant, 1967; MacWillians, 1974; Brown e Gilmartin, 1989). Muitos dos erros existentes nas
contagens cromossOmicas de plantas superiores, devem-se a ma qualidade das preparacdes, ao
pequeno numero de individuos analisados ou a caréncia de material para reconfirmacdo dos
dados pelos autores responsaveis, sem contar que muitos estudos datam de mais de 30 ou 40
anos, quando as técnicas de citogenéticas ainda ndo estavam completamente aprimoradas
(Guerra, 2000).

Uma revisdao dos nimeros cromossdmicos existentes para a familia foi efetuada, com base
em indices de numeros cromossomicos acrescidos de literatura recente. A lista das espécies
previamente estudadas encontra-se apresentada na Tabela 1. Conforme pode ser observado no
citado levantamento, hd nlimeros cromossomicos para 224 espécies da familia (cerca de 10% de
suas espécies). A subfamilia Bromelioideae apresenta um maior nimero de géneros estudados,
com dados para 17 géneros e 84 espécies. O mesmo numero de espécies de Tillandsioideae (91)

apresenta contagens cromossomicas, estando estes, porém, restritos a apenas quatro géneros. Para



as Pitcairnioideae, apenas 48 espécies de nove géneros tiveram seus niimeros cromossomicos
estabelecidos (Tabela 1).

O nuimero cromossdémico mais freqiiente na familia foi 2n=50 (n=25), predominante na
subfamilia Tillandsioideae. O citado niimero também predomina nas subfamilias Bromelioideae
e Pitcairnioideae, embora outros nimeros sejam reportados por alguns autores (Tabela 1). Alguns
géneros da subfamilia Bromelioideae apresentam numeros que diferem destes, como € o caso,
por exemplo, do género Cryptanthus Otto & A.Dietr. onde o niimero 2n=34 predomina, assim

como nos géneros Aregelia Kuntze(=Nidularium) e Billbergia, com predominancia de 2n=54

(Lindschau, 1933; Weiss, 1965; Marchant, 1967).



Tabela 1. Numeros cromossomicos e espécies estudadas na familia Bromeliaceae

Género

n

2n

Referéncias

Acanthostachys Klotzsch.

strobilacea (Schult. f.) Klotzsch.

Aechmea Ruiz & Pav.

aquilega (Salisbury) Grisebach
blanchetiana (Baker) L.B. Smith
bracteata (Swart) Mez

confiera L.B. Smith

calyculata (Morren) Baker
candida Morren

capitata (Schult. F.) Baker
coelestis (Koch) Morren

comata Baker

conspicuiarmata Baker
filicaulis (Griseb.) Mez

fulgens var. discolor Brogn.
gamosepala Wittmack

histrix Morren

purpureo-rosea (Hoook) Wawra
tillandsioides Baker

Ananas Mill.

ananassoides (Baker) L.B. Smith

SUBFAMILIA BROMELIOIDEAE

25

25

25
21

ananassoides (Baker) L.B. Smith var. 25

ananassoides

bracteatus (Lindl.) Schult. F.
comosus (L.) Merril
comosus (L.) Merril

comosus (L.) Merril

comosus (L.) Merril cv. “Knew’
comosus (L.) Merril cv. “Queen”
erectifolius L.B. Smith

lucidus Miller

>

25
25

macrodontes E. Morren = Pseudananas

macrodontes (Harms) Morr
microstachys Lindl.
sativus Lindl.

Aregelia Kuntze (=Nidularium Lem)

binnoti Mez

carolineae Mez
Coriaceae Mez
Mamorata Mez

microps Mez

princeps (Baker) Mez
rubrospinosa Mez
sarmentosa (Regel) Mez
spectabilia (Moore) Mez

Areococcus Brongn.

flagelifolius Harms
pectinatus L.B. Smith

Bilbergia Thunb.

bonpladiana Gaudich

50

50
50
50
50
50
50

50
50
50

50
50
54

48,50

50
50,ca75
50, 75, 100

50
50
50
50
50
100

50
50

54
54
54
54
54
54
54
54
54

50
50

54

Lindschau, 1933

Cotias de Oliveira et al., 2000
Cotias de Oliveira et al., 2000
Lindschau, 1933

Cotias de Oliveira et al., 2000
Palma-Silva et al., 2004
Weiss, 1965

Brown et al., 1984
Lindschau, 1933

Lindschau, 1933

Taylor, 1925

Brown et al., 1984
Lindschau, 1933

Palma-Silva et al., 2004
Lindschau, 1933

Brown e Gilmartin, 1989
Marchant, 1967

Lin et al., 1987
Brown e Gilmartin, 1989

Lin et al., 1987

Lin et al., 1987

Collins e Kerns, 1935; 1936;
1938

Chen et al., 1985

Bhowmik, 1977

Bhowmik, 1977

Lin et al., 1987

Cotias de Oliveira et al., 2000
Lindschau, 1933

Collins, 1933
Collins e Kerns, 1931

Lindschau, 1933
Lindschau, 1933
Lindschau, 1933
Lindschau, 1933
Lindschau, 1933
Weiss, 1965
Lindschau, 1933
Weiss, 1965
Weiss, 1965

Brown et al., 1997
Brown et al., 1997

Lindschau, 1933




Tabela 1, continuagao.

Género n

2n

Referéncias

SUBFAMILIA BROMELIOIDEAE

Bilbergia (cont.)
chlorosticta Saunders Hortus
iridifolia Lindl.
liboniana D’Jonghe
lingulata Sims
minuta Mez
morelii Brongniart
perrigiana Wittmack
pyramidalis Lindl.
saundaresii Hort. ex. C. Koch
speciosa Thumb.
Vittata Brongn

sp.

Bromelia L
alta L.B. Smith
fastuosa Lindl.
goeldiana L.B. Smith.
laciniosa Mart. ex Schultes
pinguin L.
plumieri (E. Morren) L.B. Smith
sagenaria Arruda = Pseudananas sagenarius
(Arruda Camara) Camargo

Canistrum E. Morren
amazonicum (Linden et André)
aurantiacun Morr.
roseum Morr.

Caraguata Lindl. =Guzmania Ruiz & Pav.
zahnii Hoook. F.= Guzmania zahnii Mez

Cryptanthus Otto & A. Dietr.

acaulis Beer. 17
acaulis Beer.

acaulis Beer. ca.l7
acaulis Beer.

bahianus L.B. Smith 17

bahianus L.B. Smith

beuckeri Morr.

beuckeri Morr.

bivittatus Regel

bivittatus Regel

bromelioides Otto et Dietr.
praetextus Ed. Morr. ex Baker
schwackeanus Mez

zonatus Beer.

zonatus var. zonatus 17
zonatus var. zonatus

Hohenbergia Schult. f.
catingae Ule var. catingae
litorallis L.B. Smith
stellata Schultes
aff. ulticulosa Ule

Lymania Read
globosa Leme
smithii R.-W. Read

Neoglaziovia Mez.

variegata (Arruda Camara)

50
54
54
54
54
50
54
54
54
54
72
108

48
96
94
ca.150
96
50+1-2B
98,100

50
50
50

56

34
36

34

34+1-4B
ca.34
54
36,54
36
34
34
34
36

34
50
50

50
50+2B

100

Cotias de Oliveira et al., 2000
Weiss, 1965

Matsuura e Suto, 1935
Lindschau, 1933

Lindschau, 1933

Cotias de Oliveira et al., 2000
Lindschau, 1933

Lindschau, 1933

Weiss, 1965

Lindschau, 1933

Lindschau, 1933

Matsuura e Suto, 1935

Gadella e Kliphuis, 1964
Lindschau, 1933

Linetal., 1987

Cotias de Oliveira et al., 2000
Collins,e Kerns, 1931

Cotias de Oliveira et al., 2000
Lin et al., 1987

Weiss, 1965
Weiss, 1965
Lindschau, 1933

Lindschau, 1933

Matsuura e Suto, 1935
Lindschau, 1933
Marchant, 1967
Morrillo, 1996
Marchant, 1967
Cotias de Oliveira et al., 2000
Marchant, 1967
Lindschau, 1933
Lindschau, 1933
Sharma e Gosh, 1973
Sharma e Gosh, 1973
Sharma e Gosh, 1973
Morrillo, 1996
Lindschau, 1933
Marchant, 1967
MacWillians, 1974

Cotias de Oliveira et al., 2000
Cotias de Oliveira et al., 2000
Cotias de Oliveira et al., 2000
Cotias de Oliveira et al., 2000

Cotias de Oliveira et al., 2000



Tabela 1, continuagao.

Género n 2n

Referéncias

SUBFAMILIA BROMELIOIDEAE
Nidularium Lem.

acanthocrater Motr. 54
Angustifolium Ule 54
lineatum Mez 50
princeps Motr. 54
purpureum Beer 54

Orthophytum Beer

burle-maxii L.B. Smith et Rangel 100
maracaense L.B. Smith 150
saxcicola (Ule) L.B. Smith 50
Pseudananas Hassl. ex Harms
macrodontes E. Morren =Ananas macrodontes - 100
(Harms) Morr)
sagenarius (Arrud. Camara) Camargo= Bromelia - 98,100
sagenaria Arruda
Portea K. Koch.
kermesina Brogn. 50
Quesnelia Gaudich.
liboniana (De jonghe) Mez 50

SUBFAMILIA PITCAIRNIOIDEAE

Brocchinia Schult.f.

cinerea (Delile) Vis. 18
Deuterocohnia Mez.

haumanii Castell. 25

longipetala (Baker) Mez 25

longipetala Mez 25

Dyckia Schult. f.

altissima Lindl. 50
brevifolia Baker 25
microcalyx var. microcalyx 25
ragonesii Castellanos 25
sulphurea C. Koch 50
tomentella Mez 25
velascana Mez 25

Encholirium Mart. Ex. Schult. f.
spectabile Mart. ex Schult.f. 50

Fosterella L.B.Sm.
elata Luther 25
penduliflora (C.H. Wright) L.B. Smith 25
rusbyi (Mez) L.B. Smith 25

Hechtia Klotsch
ghiesbreghtii Lem. 50

Lindmania Mez
penduliflora Mez 100
penduliflora Mez >100

macrocordion De Vriese 50

Lindschau, 1933
Weiss, 1965

Lindschau, 1933
Lindschau, 1933
Lindschau, 1933

Cotias de Oliveira et al., 2000
Cotias de Oliveira et al., 2000
Morrillo, 1996

Lindschau, 1933

Lin et al., 1987

Weiss, 1965

Brown et. al., 1997

Oberprieler & Vogt. 1993

Brown e Gilmartin, 1989
Brown e Gilmartin, 1989
Brown et al., 1984

Lindschau, 1933

Brown et al., 1984
Brown e Gilmartin, 1989
Varadajan e Brown, 1985
Lindschau, 1933

Brown e Gilmartin, 1989
Brown e Gilmartin, 1989

Cotias de Oliveira et al., 2000

Brown et al., 1984
Brown et al., 1984
Brown e Gilmartin, 1989

Lindschau, 1933

Delay, 1947

Lindschau, 1933; Doutreligne,
1939

Lindschau, 1933




Tabela 1, continuagao.

Género n 2n Referéncias

SUBFAMILIA PITCAIRNIOIDEAE
Lindmania (cont.)
tinctorium De Vriese 50 Lindschau, 1933

Pitcairnia L. 'Her

andreana Linden 25 Brown et al., 1984
andreana Linden 50 Lindschau, 1933
angustifolia Sol. 25 Brown et al., 1984
bakeri (Andre) Andre ex Mez 25 Brown e Gilmartin, 1989
caerulea Benth. et Hook 25 Sachdeva, 1977
dendroidea Andre 25 Brown e Gilmartin, 1989
flammea Lindley 25 Brown e Gilmartin, 1989
flammea Lindley var. corcovadensis (Wawra) 25 Brown et al., 1984
L.B. Smith.
heterophylla (Lindley) Beer 25 Varadajan e Brown, 1985
integrifolia Gaud. 50 Weiss, 1965
maidifolia (C. Morren) Decaisne 25 Varadajan e Brown, 1985
moritziana K. Koch et Bouché 25 Varadajan ¢ Brown, 1985
muscosa Mast. 50 Matsuura e Suto, 1935
paniculata (Ruiz et Pavon ) Ruiz et Pavon 25 Varadajan e Brown, 1985
poortmani Andre 25 Brown e Gilmartin, 1989
pruinosa H.B.K. 25 Varadajan e Brown, 1985
pulverulenta Ruiz et Pav. 50 Lindschau, 1933;
Doutreligne,1939; Delay, 1947.
pungens Humb. 25 Brown et al., 1984
punicea Lindl. 50 Lindschau, 1933
roezlii Morr. 50 Lindschau, 1933
sceptrigera Mez 25 Brown e Gilmartin, 1989
scheideana Baker 50 Varadajan e Brown, 1985
undulata Scheidw 50 Lindschau, 1933
xanthocalyx Mart. 50 Taylor 1925, Lindschau, 1933
Puya Molina
cardaenasii L.B. Smith 50 Diers, 1961
chilensis Molina 48 Tschischow, 1956
eryngioides Andre 25 Brown e Gilmartin, 1989
floccosa (Linden) E. Morren 25 Varadajan e Brown, 1985
lilloi Castell. 25 Brown e Gilmartin, 1989
raymondii Harms 50 Farvarger e Huynh, 1965
spathacea Mez 50 Lindschau, 1933
spathacea (Griseb.) Mez 25 Brown ¢ Gilmartin, 1989

SUBFAMILIA TILLANDSIOIDEAE

Glomeropitcairnia Mez
penduliflora Griseb. 50 Brown e Gilmartin, 1989

Guzmania Ruiz & Pav.

mitis L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
multiflora (Andre) Andre ex Mez 25 Brown e Gilmartin, 1989
musaica (Lindl. et Andre) Mez 48 Gauthé, 1965

tricolor Ruiz et Pav. 48 Gauthé, 1965

zahnii Mez in DC =Caraguata zahnii Hook. F. 56 Lindschau, 1933

Tillandsia L.

adpressiflora Mez 25 Brown ¢ Gilmartin, 1989
anceps Lodd 56 Gauthé, 1965

baileyi Rose ex Small 25 Brown e Gilmartin, 1989
bourgaei Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989

capillaries f. hieronymii (Mez) L.B. Smith 50 Brown e Gilmartin, 1989




Tabela 1, continuagao.

Género n 2n Referéncias

SUBFAMILIA TILLANDSIOIDEAE
Tillandsia (cont.)

caput-medusae C.J. Morren 25 Brown e Gilmartin, 1989
complanata Benth. 20 Brown et al., 1984
complanata Benth. ssp. complanata 22 Brown ¢ Gilmartin, 1989
compressa Bertero 56 Gauthé, 1965
cyanea Linden 50 Brown et al., 1984
deppeana Steudel 25 Brown ¢ Gilmartin, 1989
dianthoidea Rossi 64 Gauthé, 1965
diffusa L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
dodsonii L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
dudleyi L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
duratii Visiani var. duratii 25 Brown e Gilmartin, 1989
fascicularia Swartz 56 Gauthé, 1965
fascicularia var. fascicularia 25 Brown e Gilmartin, 1989
fendleri Griseb. 25 Brown e Gilmartin, 1989
filifolia Schldl. et Cham 25 Brown e Gilmartin, 1989
fuchsii . gracilis W. Till 25 Kiehn, 1990
humilis C. Presl. 25 Brown e Gilmartin, 1989
imperialis Morr. et Andre 64 Gauthé, 1965
imperilais C.J. Morren ex Mez 25 Brown e Gilmartin, 1989
incarnata Kunth 25 Brown e Gilmartin, 1989
Jjuncea (Ruiz et Pavon ) Poiret 25 Brown e Gilmartin, 1989
Jjuncea Lec. 96 Lindschau, 1933
Jjuncifolia Regel 96 Gauthé, 1965
kirchhoffiana Wittm. 25 Brown e Gilmartin, 1989
latifolia Meyen var. latifolia 25 Brown e Gilmartin, 1989
latifolia var. divaricata (Beth.) Mez 25 Brown ¢ Gilmartin, 1989
leiboldiana Schdl. var. leiboldiana 19 Brown e Gilmartin, 1989
lindeliana Regel 64 Lindschau, 1933
lorentziana Griseb. 25 Brown e Gilmartin, 1989
mexicana L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
monadelpha (C.J. Morren) Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989
multiflora var. tomensis L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
peraffinis Mez 64 Gauthé, 1965
plumosa Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989
polystachia (L.) L. 25 Brown e Gilmartin, 1989
punctulata cham. et Schlechtend 64 Gauthé, 1965
purpurea Ruiz et Pavon 25 Brown ¢ Gilmartin, 1989
pyramidata Andre 25 Brown e Gilmartin, 1989
recurvata (L.) L. 25 Brown e Gilmartin, 1989
reichenbachii Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989
riocreuxii Andre 25 Brown e Gilmartin, 1989
rodrigueziana Mez 25 Brown et al., 1984
ropalocarpa Andre 25 Brown e Gilmartin, 1989
rubella Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989
scaligera Mez et Sodiro c.25 Brown et al., 1984
scaligera Mez et Sodiro 25+2-10 Brown e Gilmartin, 1989
fragmento
s

sigmoidea L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
stenoura Harms var. stenoura 25 Brown e Gilmartin, 1989
streptophylla Scheidw. 64 Lindschau, 1933; Gauthé, 1965
subulata Andre 25 Brown e Gilmartin, 1989
tenuifolia L. 56 Gauthé, 1965
tovarensis Mez 25 Brown e Gilmartin, 1989
tricholeps Baker var. tricholeps 50 Brown e Gilmartin, 1989
tricolor Cham. et Schlechtend 64 Gauthé, 1965
umbellata Andre 18 Brown e Gilmartin, 1983;

Brown et al., 1984
unsenoides L. 32 Billings, 1904
utriculata L. 25 Brown e Gilmartin, 1989




Tabela 1, continuagao.
Género n 2n Referéncias
SUBFAMILIA TILLANDSIOIDEAE

Tillandsia (cont.)

variegata Schlechtend 96  Weiss, 1965
venusta Mez et Werckle 25 Brown et al., 1984
vernicosa Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989
viloacea Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989
viridiflora (Beer) Baker 25 Brown e Gilmartin, 1989
Vriesea Lindl.
carinata wawra 50 Palma-Silva et al., 2004
erytrodactylon (E. Morren ) Morren ex. Mez 50  Palma-Silva et al., 2004
elata (Baker) L.B. Smith 25 Brown et al., 1984
ensiformis (Velloso) Beer 25 Brown e Gilmartin, 1989
flamea L.B. Smith 50  Palma-Silva et al., 2004
friburgensis Mez 50  Palma-Silva et al., 2004
guttata Linden et Andre 50  Palma-Silva et al., 2004
haematina L.B. Smith 25 Brown et al., 1984
harmisiana (L.B. Smith) L.B. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989
hieroglyphica (Carr) Morr. 56  Gauthé, 1965
incurvata Gaudchaud 50  Palma-Silva et al., 2004
neoglutinosa Mez 25 Brown e Gilmartin, 1989
philoppo-coburgii Wawra 50  Palma-Silva et al., 2004
Playtynema Gaudchaud 50  Palma-Silva et al., 2004
procera (Martius ex. Schultes F.) Wittmack 50  Palma-Silva et al., 2004
psittacina (Hook.) Lindley var. psittachia 25 Brown e Gilmartin, 1989;
Palma-Silva et al., 2004
reitzii Leme et A. Costa 50  Palma-Silva et al., 2004
rodigasiana E. Morren 50  Palma-Silva et al., 2004
schwakeana Mez 25 Doutreligne, 1939
splendens (Brogn.) Lamaire 48  Weiss, 1965
werckleana Mez 25 Brown e Gilmartin, 1989
X holscheriana (hibrido, sem autor) 56  Gauthé, 1965
zamorensis (L.B. Smith) LB. Smith 25 Brown e Gilmartin, 1989

Compilado a partir das seguintes fontes: Fedorov, 1969; Goldblattt, 1981; 1984; 1985; 1988; Goldblatt e Johnson, 1990; 1991;
1994; 1996; Cotias de Oliveira et al., 2000 e Palma-Silva et al., 2004.

O namero cromossdmico 2n=18, reportado apenas para o género Brochinnia (Oberprieler
e Vogt, 1993) constitui-se no mais baixo nimero reportado para a familia. Por outro lado, os
nimeros cromossdmicos mais altos foram reportados para Bromelia laciniosa Mart. ex Schultes
(2n=ca.150) e para Orthophytum maracaense L.B. Smith, representando o nivel hexaploide
(Cotias-de-Oliveira et al., 2000).

O numero 2n=100, considerado como representante do nivel tetrapldide, foi reportado em
algumas espécies, como no abacaxi (4dnanas comosus; Lindschau, 1933; Collins e Kerns, 1935;
1936; 1938), e nas espécies Lindmania penduliflora Mez (Delay, 1947), Bromelia sagenaria
Arruda (Lin et al., 1987), Neoglasiovia variegata e Ortophytum burle-marxii L. B. Smith et
Rangel (Cotias-de-Oliveira et al., 2000).

O primeiro estudo abrangente envolvendo numeros cromossdmicos foi realizado por
Lindschau (1933), o qual reportou niimeros cromossdémicos para 47 taxons de Bromeliaceae.
Porém, vérios dos nlimeros reportados pelo autor ndo condizem com contagem posteriores, como
¢ o caso, por exemplo, da espécie Chryptanthus acaulis Beer, para a qual o autor reportou 2n=36,

numero diferente do observado por Matsuura e Suté 1935, n=17 e 2n=34 e por Marchant 1967



2n=34. O autor usou o antigo método de andlise das células somaticas a partir de cortes
microtdmicos, o que justifica a provavel existéncia de contagens erroneas em suas analises,
conforme enfatizado por Marchant (1967) e MacWillians (1974). Em seu estudo, Lindschau
(1933) sugere que as duas subfamilias Pitcairnioideae e Tillandsioideae seriam relativamente
homogéneas sob o ponto de vista citogenético, com as Bromelioideae apresentando
caracteristicas citologicas varidveis e ocupando uma posicdo intermedidria entre as duas
subfamilias anteriores. Este ponto de vista foi apoiado por Matsuura e Sut6 (1935) que, apesar de
apresentarem nimeros cromossomicos para apenas trés espécies (Tabela 1), apoiaram a hipdtese
de Lindschau (1933) com relagdo a heterogeneidade das Bromelioideae.

Analises posteriores, também a partir de cortes microtdmicos de apices radiculares, foram
realizadas por Gauthé (1965) e por Weiss (1965), os quais confirmaram alguns numeros
reportados por Lindschau (1933) e acrescentam varios outros. Os dois autores citados
trabalharam no Museum National d'Histoire Naturelle em Paris e ambos usaram bromélias
cultivadas nas casas de vegetagdo do citado museu. Porém, nenhum numero de exsicata foi
citado ou encontrado para os exemplares estudados e as contagens sao consideradas duvidosas
também devido a metodologia utilizada (MacWillians, 1974).

Um estudo mais detalhado de Bromeliaceae, incluindo véarias populagdes de cerca de 50
taxons das trés subfamilias, foi realizado por Marchant (1967) que apresentou inumeras
ilustragcdes com espalhamento de boa qualidade. Com base em suas observagoes, o autor discorda
da teoria de Lindschau (1933) de que a subfamilia Bromelioideae seria heterogénea sob o ponto
de vista citogenético, uma vez que todas as espécies apresentaram 2n=50, com exce¢do dos
representantes do género Cryptanthus (cujos membros apresentaram 2n=34) e de Aechmea
tillandsioides (Mart. Ex Schult. F.) Baker com 2n=42 (ntmero confirmado em contagens
mitoticas e meidticas de varios individuos com 21 bivalentes). O niimero 2n=50 foi observado
em todas as espécies das demais subfamilias, com exce¢do de duas espécies do género Dyckia,
que apresentaram 2n=100 (n=50). Em dois individuos do hibrido intergenérico x Cryptbergia
meadii (=Cryptanthus beuckeri E. Morr. x Billbergia nutans H. Wendl. ex Regel) o autor
observou 2n=ca.42 cromossomos, com certa irregularidade na divisdo meiotica, como presenca
de univalentes, pontes anafasicas e cromossomos ou fragmentos retardatdrios. Com base na
evidéncia deste hibrido, o autor propds que o nimero 2n=42, com meiose estavel observado em
Aechmea tillandsioides, também poderia ter surgido por hibridizacdo entre duas espécies, uma
com 2n=50 e outra com 2n=34.

Uma vez que ndao encontrou tendéncias evolutivas evidentes que distinguissem as
subfamilias ou os géneros estudados, Marchant (1967) destacou a surpreendente homogeneidade
numérico cromossdmica observada na familia, contrastando com sua diversidade morfolédgica e

sua capacidade impar de adaptagdo ecoldgica.



Marchant (1967) analisou cinco espécies de Bromeliaceae (Tabela 1), efetuando uma
revisdo de todos os nimeros cromossomicos existentes até aquela ocasido. O autor destacou que
os géneros Tillandsia e Vriesea sao semelhantes sob o ponto de vista citogenético, fato
interessante, levando-se em conta que, segundo o autor, sob o ponto de vista morfologico, a
separacdo dos dois géneros esta baseada apenas na presenca de escamas na base das pétalas em
Vriesea.

Brown et al. (1984) efetuaram analises meioticas de 18 espécies da familia, sendo duas
espécies de Bromelioideae, oito de Pitcairnioideae e oito de Tillandsioideae, encontrando n=25
para todas, com excecdo de Tillandsia umbellata Andre, com n=18. Brown e Gilmartin (1986)
efetuaram uma revisdo dos numeros cromossomicos de Bromeliaceae, na qual compararam as
contagens mitoticas e meidticas destacando discrepancias entre resultados obtidos com estas duas
metodologias. Os autores tentaram explicar tais discrepancias como uma conseqiiéncia do habito
epifitico, uma vez que células dos apices radiculares estariam “estressadas” levando a existéncia
de mutacdes, sugerindo mais estabilidade em tecidos somaticos de espécies terrestres do que nas
epifiticas. Os autores sugeriram também que os estudos de Bromeliaceae devem restringir-se a
contagens de bivalentes meiodticos, porém ndo consideraram as dificuldades inerentes ao alto
nimero cromossomico destas espécies, aliadas as andlises a partir de cortes histologicos,
realizadas pelos autores que geraram a maioria dos nimeros conflitantes.

Um estudo envolvendo oito espécies da subfamilia Pitcairnioideae também reportou n=25
para todos os taxons estudados (Varadarajan e Brown, 1985). Em estudo posterior, Brown e
Gilmartin (1989) acrescentaram 69 novas contagens cromossdmicas a seus dados anteriores,
incluindo uma espécie das Bromelioideae, 14 das Pitcairnioideae e 54 Tillandsioideae. Também
houve uma clara predominancia do nimero n=25, com exce¢do de algumas espécies do género
Tillandsia que apresentaram numeros discrepantes: 7. capillaries t. hieronymii (Mez) L.B. Smith
com n=50; 7. complanata Benth com n=20; T. complanata Bentham ssp. complanata com n=22;
T. leiboldiana Schdl.var. leiboldiana com n=19 e T. scaligera Mez & Sodiro com n= 25+2-10
fragmentos.

Em estudo citogenético complementar, Brown et al. (1997) reportaram numeros
cromossomicos para 44 taxons, observando o nivel diploide (2n=50) para a maioria das espécies,
com excecdo do triploide Ananas ananassoides (Baker) L.B. Smith (2n=75), do tetraploide
Tillandsia butzii Mez (2n=100) e do hexaploide Fosterella villosuta (Harms) L.B. Smith
(2n=150).

Um recente estudo citogenético foi realizado com espécies brasileiras (Cotias-de-Oliveira
et al., 2000) apresentando contagens mitoticas para 17 espécies de nove géneros (dechmnea,
Ananas, Billbergia, Bromelia, Cryptanthus, Encholirium, Hohenbergia, Neoglaziovia, €

Orthophytum), todos da subfamilia Bromelioideae. Também no citado estudo foi observado a



predomindncia do niimero 2n=50, com excecdo de Bromelia laciniosa Mart. ex. Schultes
(2n=ca.150), Cryptanthus bahianus L.B. Smith (2n=34 + 1-4B), Hohenbergia aff. ulticulosa Ule
(2n=50 + 2B), Neoglaziovia variegata Arruda Camara (2n=100), Ortophytum burle-maxii L.B.
Smith & Rangel (2n=100) e O. maracaense L.B. Smith (2n=150).

A Tabela 2 apresenta uma analise dos niimeros cromossdmicos reportados na literatura
para géneros de Bromeliaceae, ao lado de caracteristicas como distribuicdo geografica, habito
predominante, informando também o numero de espécies existentes e citogeneticamente
analisadas. Existem dados citogenéticos para 201 espécies de 25 géneros da familia, sendo 69
espécies de 14 géneros da subfamilia Bromelioideae, enquanto as Pitcairnioidae apresentam sete
géneros e 44 espécies analisados e as Tillandsioidae apresentam quatro géneros € o maior
numero de espécies (78) analisadas. O género mais estudado ¢ Tillandsia, com 61 espécies com
contagens prévias (com clara predominancia de n=25), seguido de Pitcairnia com 22 espécies
estudadas.

O numero basico x=25, proposto para a familia, foi relatado por diversos autores
(Sharma, 1984; Brown e Gilmartin, 1986; 1989), sugerindo-se a poliploidia, associada a
hibridizacdo, como o mecanismo evolutivo mais provavel para sua origem, notoriamente
presente em determinados géneros.

Dentre as subfamilias, Pitcarnioideae apresentou a maior homogeneidade de numeros
cromossomicos. Por outro lado, em Bromelioideae verificam-se variagdes no género Billbergia
(2n=50, 54), tal como em Tillandsioideae onde um maior numero de taxa com discordancias
entre nimeros cromossdmicos mitdticos e meidticos foram identificados (Brown e Gilmartin,
1986).

O namero incomum n=17, encontrado em Cryptanthus corresponderia teoricamente a
um paleotetraploide originado por hibridizagdo entre parentais ancestrais x=8 e x=9 (Figura 2),
numeros freqlientes entre as Commelinoidae. Com base neste e em outros caracteres, tem-se
sugerido que o género Chyptanthus deveria ser removido da subfamilia Bromelioideae, sendo
classificado em uma subfamilia propria, Cryptanthioideae. Entretanto, os autores nao
descartaram a possibilidade de que o nimero n=17 tenha se originado que por um processo de
aneuploidia (disploidia) decrescente a partir de n=25, resultando no aparecimento do nimero

basico secundario x=17 (Brown ¢ Gilmartin, 1989; Gilmartin ¢ Brown, 1987).



Pitcairnioideae Tillandsiocideae Bromelioideae

Principal numero basico (x)

das Bromeliaceae 25
contemporaneas
17 Representado por
Chryptanthus
Dipléides ancestrais
extintos
(Commelionidae?) 8 9

Figura 2. Modelo proposto para a evolu¢do do nimero basico em Bromeliales. O niimero basico
x=25 sinapomorfico seria hipoteticamente derivado de hibridizagdo e poliploidia envolvendo um
paleodiploide (n=8) e um paleotetraploide (n=17). O paleotetrapldide dibésico teria sido
desenvolvido através da hibridizagao e poliploidia envolvendo paleodiploides n=8 e n=9. (Fonte:

Brown e Gilmartin , 1989; com modificagdes).

2.3.2. Cromossomos B

Brown e Gilmartin (1989) detectaram em Bromeliaceae a presenca de cromossomos B
pela primeira vez em Tillandsia polystachia L., espécie na qual os nimeros cromossdmicos
variaram entre diferentes botdes florais, assim como entre diferentes anteras de um mesmo botao
floral.

Estudando bromeliaceas coletadas na Bahia, Cotias-de-Oliveira et al. (2000) também
reportaram cromossomos B em trés das 17 espécies analisadas: Cryptanthus bahianus (2n=34 +

1-4 B), Bromelia plumieri (2n=50 + 1-2 B) e Hohenbergia aff. ultriculosa (2n=50 + 2B).




Tabela 2. Niimeros cromossomicos em géneros de Bromeliaceae previamente analisados incluindo sua distribuicao e tipo ecoldgico predominante.

N° cromossomicos freqiientes

N° de espécies

n 2n Nivel de ploidia Analisadas Distribui¢do Geografica Habito Predominante
Género Existentes  citogenetica-mente

Subfamilia Bromelioideae
Acanthostachys - 50 2x 2 1 Centro oeste do Brasil Terrestre
Aechmea 25 50 2x 220 16 América tropical Epifitico e terrestre
Ananas 25 50 2x 7 8 América do Sul Terrestre
Areococcus 50 2x 5 2 Sudeste do Brasil Terrestre e epifitico
Bilbergia - 54 2x 62 12 América tropical Epifitico
Bromelia - 96 2x 49 7 América tropical Terrestre
Canistrum - 50 2x 11 3 Sudeste do Brasil Epifitico
Cryptanthus 17 34 2x 42 8 Sudeste do Brasil Terrestre
Lymania - 100 4x 6 2 Guiana Terrestre
Hohenbergia - 50 2x 47 4 Maior parte na Jamaica e Sudeste do Brasil Terrestre e epifitico
Neoglaziovia - 100 4x 3 1 Sudeste do Brasil Terrestre
Nidularium=Aregelia - 54 2x 54 14 Sudeste do Brasil Terrestre e epifitico
Orthophytum - 50,100,150 2x,4x, 6X 26 3 Sudeste do Brasil Terrestre
Portea - 50 2x 9 1 Sudeste do Brasil Epifitico
Pseudoananas - 98,100 2X 2 Sudeste do Brasil Terrestre
Quesnelia 50 2x 15 1 Sudeste do Brasil Epifitico
Total Bromelioideae 559 85

Subfamilia Pticarnioideae
Brocchinia 18 2x 49 1 Guiana
Deuterocohnia 25 2x 14 3 Maior parte na Bolivia e Guianas
Dyckia 25 50 2x 120 7 Sudeste da América do sul
Encholirium - 50 2x 30 1 Sudeste do Brasil Todas
Fosterella 25 2x 18 3 Predominante no centro oeste da América do Sul Terrestre
Hechtia - 50 2x 51 1 Predominante Mexicana
Lindmania 50,100 2x,4x 36 3 Guiana
Pticairnia 25 50 2x 295 22 América tropical
Puya 25 50 2x 194 7 Predominante dos Andes
Total Pitcairnioideae 807 48

Subfamilia Tillandsioideae
Glomeropticairnia - 50 2x 2 1 Pouco nas Antilhas, Trinidade e adjacente a Epifitico

Venezuela

Guzmania 25 48 2x 175 5 América Tropical Terrestre
Tillandsia 25 50 2x 518 62 América Tropical Epifitico
Vriesea 25 2x 227 23 América tropical Epifitico e terrestre
Total Tillandsioideae 922 91
Total Geral (3 subfamilias) 2288 224




2.3.3. Tamanho Cromossomico

Poucas descrigdes da morfologia cromossomica t€m sido encontradas na literatura para
Bromeliaceae, justificadas pelo fato de que a maioria dos estudos prévios envolveu analises
meioticas, bem como devido ao alto nimero cromossémico aliado a seu tamanho diminuto
(Cotias-de-Oliveira et al., 2000).

Marchant (1967) destacou que apesar da uniformidade de nimeros bésicos com
predominancia de n=25 nas trés subfamilias, h4 uma tendéncia a aumento do tamanho
cromossOmico, com as Pitcairnioideaec em uma posicdo mais basal, com cromossomos
menores ¢ de tamanhos semelhantes, para o grau varidvel de bimodalidade observado em
Bromelioideae até¢ a bimodalidade mais pronunciada caracteristica das Tillandsioideae. Apesar
dos conflitos quanto aos nimeros cromossomicos, os desenhos apresentados nas publicag¢des
de Gauthé (1965) e Weiss (1965) também evidenciaram cariotipos bimodais, especialmente
nas Tillandsioideae.

Considerando a bimodalidade como um carater derivado, Marchant (1967) sugeriu que
as Tillandsioideae epifiticas de folhas estreitas teriam se originado a partir de espécies
primitivas epifiticas com fitotelmas (as chamadas bromélias-tanque). Por outro lado,
McWillians (1974) destacou que, se esta hipotese fosse valida, ndo haveria nas Tillandsioideae
géneros com folhas largas, como ¢ o caso de Vriesea.

No hibrido intergenético Cryptbergia (2n=42), Marchant (1967) descreveu
cromossomos grandes ao lado de cromossomos menores, destacando que os dois grupos
cromossOmicos apresentavam uma tendéncia a manterem-se separados durante a meiose. A
separacao era mais evidente durante a segregagdo cromossdmica, uma vez que oS maiores
segregavam antes dos menores na anafase.

Com base nos estudos citogenéticos de outros autores, Brown e Gilmartin (1986)
sugeriram que a evolugdo cariotipica posssa ter ocorrido a partir de espécies com
cromossomos pequenos € de tamanho uniforme, caracteristicos da subfamilia Pitcairnioideae,
para a bimodalidade freqiientemente encontrada em muitas Tillandsioideae.

A origem de caridtipos bimodais tem sido discutida, sugerindo-se a hibridizacdo de
tdxons com cromossomos de diferentes tamanhos como um dos principais mecanismos na
origem deste tipo de cariotipo em vegetais (Greilhuber, 1995).

Cotias-de-Oliveira et al. (2000) realizaram um estudo citogenético incluindo a medi¢ao
e a contagem do nimero cromossomico em 17 espécies pertencentes aos géneros: Aechmea,

Ananas, Billbergia, Bromelia, Cryptanthus, Encholirium, Hohenbergia, Neoglaziovia, e



Orthophytum. Dentre as espécies analisadas, ndo foi observada uma clara presenca de
bimodalidade. Aechmea, Encholirioum e Neoglaziovia mostraram uma variagdo cromossomica
continua de forma decrescente. Por outro lado em Bromelia e Billbergia, as espécies

apresentaram um caridtipo mais uniforme.

2.3.4. Quantidade de DNA

Familias com alto nimero basico podem ter origem paleopoliploide ou a partir de
ancestrais dipldides extintos ou nao encontrados (Guerra, 2000). A quantificagdo de DNA tem
sido usada na sistematica para distinguir espécies, identificar polipldides e testar possiveis
candidatos a ancestrais de hibridos interespecificos (Bennett e Leitch, 2000).

As primeiras espécies de Bromeliaceae que tiveram seu DNA quantificado foram
Ananas bracteatus (Lindl.) Schult. F. e 4. comosus L. Merril (abacaxi cultivado), para as quais
Bennet e Leitch (1995) reportaram 1C= 0,45 pg e 0,55, respectivamente.

Considerando a conservacdo cromossomico numérica existente em Bromeliaceae,
com o claro predominio de 2n=50, torna-se interessante comparar espécies de mesmo niimero
a fim de identificar outras tendéncias evolutivas no grupo. Porém, apenas um tinico resumo de
congresso (Ebert e Till, 1997) foi encontrado reportando trabalho executado com esta
finalidade. Os autores reportam dados obtidos a partir de analises de quantificagdo de DNA
para 47 espécies da subfamilia Pitcairnioideae, sendo 31 espécies de Pifcairnia e uma ou duas
espécies dos géneros Ayensua, Brocchinia, Deuterocohnia Mez, Dyckia Schult. F.,
Encholirium, Fosterella L.B. Smith, Hechtia Kotsch, Navia e Puya. A menor quantidade de
DNA da amostra (1C=0,30 pg; 2n=ca.50) foi observada em Piftcairnia feliciana, a Unica
espécie encontrada no continente Africano. Nas demais espécies do género Pifcairnia, a
quantidade de DNA variou entre 0,42 e 0,68 pg. Quantidades de DNA pronunciadamente
maiores foram encontradas para duas espécies de Fosterella (ambas com 0,93 pg), de
Encholirium (0,86 e 0,87 pg), e de Dyckia (0,79 e 0,80 pg), bem como para uma espécie de
Navia (0,71 pg). Valores 1C relativamente menores foram observados em Brocchinia (0,38 ¢
0,39), Deuterocohnia (0,37 e 0,40), Ayensua (0,40 pg), Puya (0,44 ¢ 0,47 pg) e Hechtia (0,47
e 0,48 pg).



2.3.5. Bandeamento Cromossomico

Técnicas de bandeamento cromossdmico tém sido tuteis no estudo da evolugdo do
genoma de monocotiledoneas, em alguns casos permitindo um acompanhamento da evolucao
numérica e morfologica, especialmente do processo de heterocromatizagao. Através da técnica
de bandeamento C torna-se possivel diferenciar a heterocromatina constitutiva através de
bandas visiveis, permitindo comparacdes entre espécies ou taxons relacionados, como nos
estudos realizados no género Scilla L. (Greilhuber, 1995), um género das Hyacinthaceae.

Em Bromeliaceae, apesar de existirem estudos moleculares com abordagens
filogenéticas e cladisticas, € notoria a inexisténcia de trabalhos de bandeamento cromossomico
que possibilitem um maior entendimento nos processos carioevolutivos entre espécies e
subfamilias.

O emprego dos fluorocromos CMAj; (cromomicina Az) e DAPI (4’-6’-diamidino-2-
fenilindol), que coram preferencialmente regides cromossomicas ricas em GC e AT,
respectivamente, permite o reconhecimento ndo apenas da distribui¢do da heterocromatina
constitutiva, mas de sua composi¢ao preferencial. A analise do padrdo de bandeamento com o
CMA; também evidencia as regides organizadoras de nucléolos (RONs) ricas em GC, que
codificam genes de RNA ribossomico (RNAr) (Schweizer, 1976, Greilhuber, 1984). A
coloracdo com fluorocromos, com apoio adicional de contracorantes como a actinomicina D
(AMD) e a distamicina (AD), possibilitam um maior contraste de bandas fluorescentes através
da aplicacao da triplice colorag¢ao (Schweizer, 1976).

O bandeamento RON, a partir da coloracdo de nitrato de prata (AgNO;) permite a
visualizagdo das RONs ativas na intérfase anterior em metafases, evidenciando também o
numero de nucléolos ativos no nucleo interfasico, o que possibilita inferéncias sobre o possivel
nivel de ploidia em espécies polipldides (Hizume et al., 1980).

Felix e Guerra (1999) realizaram estudos cromossomicos incluindo bandeamento C e
coloracdo com fluorocromos CMAj; e DAPI na subtribo Oncidiinae (Orchidaceae), sugerindo
a ocorréncia de disploidia decrescente através de translocagdo Robertsoniana em Psygmorchis
pussila (L.), uma espécie que possui 0 menor numero cromossdmico (2n=12) dentre as
orquideas, diferindo do nimero basico proposto para a familia.

Em Velloziaceae, estudos citotaxonémicos auxiliados pelas técnicas de bandeamento C
e fluorocromos possibilitaram caracterizar a heterocromatina e distingui-la de blocos
eucromaticos condensados na intérfase, visualizados apenas com coloragdo convencional

(Melo et. al., 1997).



2.4. Marcadores moleculares

Weising et al. (1995) efetuaram uma ampla revisdo bibliografica dos marcadores
classificados como fingerprinting de DNA (ou impressdo gendomica do DNA). Tais
marcadores sdo considerados como altamente informativos, em vista da complexidade de
locos que acessam concomitantemente, prestando-se para distinguir espécies, populacdes, bem
como individuos proximamente relacionados. Os autores destacam que, além do uso de
enzimas de restri¢do, a metodologia de PCR (Polymerase Chain Reaction, Reacdo em Cadeia
da Polimerase), associada a hibridizacdo de fragmentos com microsatélites, tém em muito
colaborado para um refinamento das citadas analises, resultando em um consideravel aumento
no nimero de polimorfismos e em reprodutibilidade consideravel.

Virios exemplos de aplicagdo de Fingerprinting de DNA na genética de populagdes,
ecologia e sistematica tém sido descritos na literatura. Entre estes se destacam estudos com a
metodologia de RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA; Polimosfismos de DNA
Amplificado ao Acaso) (Weising et al., 1995). Este tipo de marcador foi usado, por exemplo,
para detectar as variagdes existentes entre individuos e populacdes de duas espécies
leguminosas arboreas nativas da América Central ¢ do México — Gliricidia sepium (Jacq.)
Walp. e G. maculata (Jacq.) — parcialmente influenciadas pelo homem em vista de seu
extrativismo e cultivo para extragdo de madeira (Chalmers et al., 1992). Os resultados
evidenciaram populacdes altamente monomorficas para todos os iniciadores (primers)
avaliados na regido de cultivo-extrativismo, enquanto as popula¢des naturais apresentavam
altos niveis de polimorfismo, confirmando avaliacdes morfogicas e estudos morfométricos
previamente realizados. Aparentemente, a area que sofreu influéncia antropica foi selecionada
unidirecionalmente, resultando em um decréscimo da diversidade.

A andlise de fingerprinting de DNA também pode esclarecer alguns aspectos, sobre a
origem das plantas ocorrentes em alguns ambientes. Um exemplo cldssico encontra-se na
espécie Microseris pygmaea P. Bitterroot (Asteraceae) a qual ocorreria subespontaneamente
no Chile, havendo a hipdtese de que sua introducdo tenha se dado a partir de uma unica
semente trazida da América do Norte. Enquanto isoenzimas revelaram apenas baixos niveis de
variabilidade, hibridizacdo poés-restricdo do DNA com o microsatélite GATA resultou em
Fingeprint altamente polimoérfico entre individuos das populagdes analisadas, contrariando a
hipétese anterior (Houten et al, 1991).

A técnica de AFLP (4Amplified Fragment Lenght Polymorphism ou Polimorfismo de

Tamanho de Fragmento Amplificado) baseia-se na obtengao de polimorfismos de fragmentos



de DNA gendmico amplificados por duas reagdes seletivas de PCR. Esta técnica consiste em
uma grande ferramenta para emprego na taxonomia, através da deteccdo de variabilidade
genética em um grande numero de locos visualizados pela presenca ou ndo de bandas geradas
em gel de poliacrilamida (Vos et al., 1995, Mueller, 1999).

O padrao de bandas polimorficas geradas nas reagdes de AFLP ou de RAPD pode ser
identificado visualmente, sendo os seus dados registrados em uma matriz bindria (1> para a
presenga e “0” para a auséncia de uma banda em uma particular posi¢do). Bandas fracas ou
sem distingdo sao excluidas da analise e o resultado da matriz 0/1 é convertido em uma matriz
de distancia, baseada nos indices de similaridade Jaccard ou Dice, usando, por exemplo, o
software NTSYS-pc. Como resultado, sdao geradas representacdes graficas em forma de
fenograma (&rvore fenética) ou dendrograma (arvore filogenética) (Weising, 1995; Rohlff,
1993).

Em sua dissertagdo de mestrado, Cavallari (2004) realizou um estudo molecular em
espécies endémicas do género Encholirium: E. biflorum, E. pedicellatum e E. subsecundum
(Bromeliaceae, subfamilia Pitcairnioideae), pela metodologia de RAPD, revelando uma
grande variabilidade interespecifica, bem como entre diferentes populacdes das espécies
analisadas. O estudo permitiu o estabelecimento de relagdes entre espécies de taxonomia
pouco resolvida, fornecendo também dados para suporte do manejo e conservagdo das
espécies em extin¢ao do citado grupo.

Zizka et al. (1999) em trabalho de revisdo do género Fascicularia através de andlises
morfélogicas e anatdmicas, auxiliados pela técnica de RAPD, obtiveram uma melhor
caracterizagdo da espécie F. bicolor (Ruiz & Pav) separando em duas novas subespécies,
proximamente relacionadas a Greigia sphacelata (Ruiz & Pav) Regel.

Estudos com marcadores isoenzimdticos também foram realizados com alguns
membros da familia, incluindo populagdes de Pitcairnia gykesii ocorrentes em diferentes
Iselbergs. Os autores observaram uma diversidade genética relativamente grande, bem como
uma elevada variabilidade nas freqiiéncias alélicas, sugerindo que o isolamento das diferentes
populacdes e a existéncia de mecanismos de reproducao sexual e vegetativa contribuiram para

a formacao de populagdes polimorficas (Sarthou et al., 2001).



2.4.1 Evoluciao Molecular e Analises Cladisticas

Analises cladisticas tém contribuido grandemente para uma melhor defini¢do
taxondmica de varios grupos vegetais, especialmente quando se leva em conta um numero
abrangente de caracteres claramente polarizaveis, ou seja, cuja condi¢do derivada ou ancestral
possa ser reconhecida através de comparagdo com um grupo externo. Tais andlises ganharam
novo impulso com a incorporacdo de marcadores de DNA, seja pela comparacdo de
polimorfismos de tamanho de bandas, como pela andlise comparativa de suas seqiiéncias
(Hillis et al., 1996).

A primeira andlise cladistica em Bromeliaceae foi realizada com base em
caracteristicas morfologicas e de niimeros cromossomicos, levando a conclusdo de que as
subfamilias Bromelioideae e Tillandsioideae constituiriam um grupo-irmao com a subfamilia
Pitcairnioideae em uma posi¢do ancestral em relagdo as outras duas subfamilias (Gilmartin e
Brown, 1987). Em nivel suprafamiliar, os autores posicionaram a familia Bromeliaceae
proxima a familia Velloziaceae. Porém, este trabalho recebeu criticas de Simpson (1988),
especialista em cladistica, que chama a atenc¢do para o fato de que os autores selecionarem dez
familias de monocotiledoneas como possiveis grupos-externos, sem justificar este
procedimento incomum. Tal procedimento certamente dificultou a polarizagdo dos dados
analisados, que foram usados para a determinagdo da classificagdo infra e suprafamiliar
(Simpson, 1988).

Em um estudo posterior, Varadarajan e Gilmartin (1988) efetuaram uma analise
cladistica dos géneros da subfamilia Pitcairnioideae com dados morfologicos e niimeros
cromossomicos. Uma andlise preliminar foi feita, usando dois géneros de Velloziaceae
(Barbacenia e Vellozia) como grupos externos, comparados a trés géneros de cada subfamilia:
Tillandsioideae (Glomeropitcairnia, Guzmania e Vriesea) e Bromelioideae (Hohenbergia,
Neoregelia e Orthophytum) visando definir a polarizacao dos caracteres. A seguir uma analise
dos géneros da subfamilia Pitcairnioideae foi realizada, revelando Brocchinia como um grupo
ancestral. O segundo grupo monofilético reconhecido foi composto pelos géneros Ayensua,
Connellia, Cottendorfia, Fosterella, Navia, Pepinia, Pitcairnia e Steyerbromelia, enquanto o
terceiro grupo monofilético compreenderia sete géneros: Abromeitiella, Brewcaria,
Deuterocohnia, Dyckia, Encholirium, Hechtia e Puya. Os autores sugerem as montanhas da
Guiana Francesa como o centro de origem e dispersdo da subfamilia.

Uma avaliagao cladistica com caracteres morfologicos foi efetuada, visando identificar

a posicao do controverso género Glomeropitcairnia dentre as Bromeliaceae. Os resultados



evidenciaram que o citado género deveria posicionar-se dentre as Tillandsioideae e ndo dentre
as Pitcairnioideae. Os géneros Guzmania e Mezobromelia foram apontados no estudo como os
mais proximamente relacionados ao citado género (Gilmartin ef al., 1989).

Baracho (2003) através de analises morfologicas e filogenéticas no género
Hohenbergia permitiu delimitar uma classificacdo infragenérica, caracterizando padrao de
distribuicdo geografica dos subgéneros Wittmackiopsis e Hohenbergia. Devido ao alto grau de
diversidade (96,4%) revelado no total de 27 espécies registradas de 49 espécies pertencentes
ao subgénero Hohenbergia. O estado da Bahia foi indicado como o o principal centro de
diversidade no grupo.

Ranker et al. (1990) foram os primeiros a abordar as afinidades subfamiliais em
Bromeliaceae utilizando dados moleculares. Com base em analises de fragmentos de restri¢ao
de DNA de cloroplasto obtidos em 10 espécies de bromélias (cinco Tillandsioideae, trés
Pitcairnioideae e duas Bromelioideae), os citados autores reconheceram as subfamilias
Bromelioideae e Pitcairnioideae como grupos-irmaos, com Tillandsioideae (exceto
Glomeropitcairnia) em uma posicao basal dentro da familia.

Outro estudo, envolvendo seqiiéncias »bcL do DNA de cloroplasto foi realizado por
Clark et al. (1993), no qual avaliaram a posi¢do suprafamiliar das Bromeliaceae. Um unico
clado une a familia Bromeliaceae as Rapateaceae, sendo que este clado, por sua vez, aparece
no estudo ao lado das familias da ordem Zingiberales. A familia Velloziaceae apresenta-se em
um clado distinto, ndo relacionado aos grupos anteriores, sugerindo-se sua remocdo do
complexo Bromeliiflorae-Zingiberiflorae-Commeliniflorae. Uma proximidade com as
Rapateaceae também foi evidenciada no estudo de Givnish et al. (1999), também baseado em
seqliéncias rbcL.

Um estudo abrangente foi efetuado por Terry ef al. (1997a; b) incluindo analises de
seqiiéncias de genes ndhF de 30 espécies distribuidas em 29 géneros de Bromeliaceae. Dentre
os resultados importantes destaca-se o posicionamento isolado do género Brocchinia, a
distingdo entre as Pitcairnioideae e o género Puya. Por outro lado, nenhuma limitagdo clara
pode ser estabelecida entre o complexo de espécies das Tillandsioideae, incluindo os géneros
Tillandsia, Guzmania, Vriesea € Mezobromelia.

Um outro tipo de seqiiéncia de DNA de cloroplasto (z#rnL.-UAA-intron) foi utilizada
por Horres et al. (2000), visando esclarecer as relacdes filogenéticas infrafamiliares de
Bromeliaceae, incluindo 62 espécies de 32 géneros. Como resultado, os géneros Brocchinia
Ayensua agruparam-se proximamente, formando um clado basal, aparentemente formando um

grupo-irmdo com os demais géneros. As demais espécies agruparam-se em trés clados



distintos, sendo: (1) todos os membros da subfamilia Tillandsioideae; (2) trés espécies do
género Hechtia e (3) todas as Bromelioideae e as demais Pitcairnioideae (exceto Ayensua,
Brocchinia ¢ Hechtia). Desta maneira, a monofilia das subfamilias Bromelioideac ¢
Tillandsioideaec foi confirmada, enquanto as Pitcairnioideac mostraram-se claramente
polifiléticas.

Brown (2000) efetuou uma revisdo dos estudos moleculares em Bromeliaceae,
incluindo uma andlise cladistica a partir de seqiiéncias ndhF de 16 espécies da subfamilia
Bromelioideae anteriormente publicadas por Terry ef al. (1997a; b). Os resultados evidenciam
a posi¢ao basal do género Brocchinia ¢ a colocagao do género Puya como grupo-irmao das
Bromelioideae. Em anélises posteriores com um maior nimero de espécies € usando o mesmo
tipo de seqiiéncia (ndhF), Givnish et al. (2000; 2004) geraram dendrogramas distintos dos
apresentados por Brown (2000) posicionando as subfamilias Bromelioideae e Tillandsioideae
como irmas, em um clado emergindo a partir da subfamilia Pitcairnioideae.

A evolugdao da familia Bromeliaceae parece estar diretamente ligada a sua ampla
adaptacdo radiativa, com a presenca de géneros ou até mesmo de espécies com diferentes tipos
de habitos (Benzing, 2000).

Crayn et al. (2004), visando relacionar os diferentes habitos da familia Bromeliaceae
com os diferentes mecanismos de fotossintese C; ¢ CAM (Metabolismo Acido das
Crassuléaceas), realizaram uma andlise de sequéncias de plastideos mtaK e prs6, caracterizando
o tipo de fotosssintese C; como ancestral na familia, sendo que sua evolugdo teria duas
divisdes; em Tillandsioideae o ancestral seria Cs e as espécies mais avangadas CAM, enquanto
em Bromelioideae a linha evolutiva seria inversa ao estabelecimento do hébito epifitico.

A partir de uma analise cladistica, agregando seqiienciamento da por¢ao ndhF de
cloroplasto, bem como dados morfologicos e fitogeograficos, Givnish et al. (2004) sugeriram
que as Bromeliaceae e as Rapateaceae constituiriam um grupo monofilético, fato confirmado
pelas semelhancas nos padrdes de distribuicdo das duas familias. Com base nos polimorfismos
observados nas seqiiéncias geradas, os autores sugeriram que a ocorréncia das espécies
disjuntas de ambas familias ocorrentes no oeste da Africa (P. feliciana e M. dinklagei,
respectivamente) nao seria resultado da deriva continental, como proposto anteriormente, mas
sim de processos de dispersdo de longa distancia.

Em recente estudo filogenético na subfamilia Tillandsioideae, Barfuss et al. (2005)
utilizaram a andlise de maxima parcimonia com emprego de sete seqiiéncias de regides nao
codificantes de plastidios (z7nK intron, rps6 intron, trnL intron, espagador intergénico trnlL-

trnL e espagador intergénico atpB-rcbL) e duas seqiiéncias codificantes (rbcL e matK) em um



total de 104 espécies e cultivares representados pelos seguintes géneros: Alcantarea, Catopsis,
Glomeropitcairnia, Guzmania, Mezobromelia, Racinea, Tillandsia, Vriesea, Viridantha e

Werauhia, sugerindo uma nova classificagdo para a subfamilia e formando quatro tribos:

Catopsideae, Glomeropitcairnioideae, Vrieseeae e Tillandsieae.
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Sumario

Bromeliaceae compreendem uma grande familia neotropical representada por
2.000 a 3.000 espécies, distribuidas em trés subfamilias Bromelioideae, Pitcairnioideae e
Tillandsioideae. Apesar da existéncia de contagens para aproximadamente 220 espécies
(cerca de 7-10% de seus membros), a maioria dos dados cariolégicos encontra-se restrito as
contagens de numeros cromossdmicos, existindo poucos relatos sobre a morfologia
cromossdmica, os padrdes de bandeamento e caracteristicas nucleares. O presente estudo
reportou o numero cromossémico para 55 espécies da referida familia, sendo 33 contagens
inéditas representando as primeiras contagens para quatro géneros. A maioria das espécies
apresentou cromossomos diminutos de tamanhos similares, observando-se em algumas
espécies de Tillandsioideae uma tendéncia a bimodalidade. Um total de 49 espécies
apresentou o nivel dipléide com prevaléncia de 2n=50 em Bromelioideae e Pitcairnioideae e
2n=48 em Tillandsioideae. Poliploidia foi encontrada em apenas trés espécies: Aechmea
eurycorymbus (2n=ca.88), Bromelia atiacantha (2n=ca.100) e Neoglaziovia variegata
(2n=ca.100). Individuos mixopléides (com dois niveis de ploidia diferentes) foram observados
em trés espécies de Pitcairnia analisadas: P. flammea com 2n=50 e 100; P. sceptrigera com
2n=50 e 100; P. undulatosepala com 2n=48 e ca. 94. Os tamanhos cromossdmicos variaram
de 0.5 a 3.0 um, sendo os maiores cromossomos encontrados em Tillandsioideae, enquanto
que os menores em Pitcairnioideae. Todas as espécies apresentaram comportamento de
condensacdo cromossdmica proximal e nucleos interfasicos semi-reticulados. A coloragao
com fluorocromos CMA/DAPI foi realizada em Aechmea aquilega, Ananas comosus, A.
nanus, Puya coerulea e em Tillandsia bourgaei revelando bandas CMA'/DAPI" em um par
cromossdmico nas espécies analisadas. As implicacdbes dos dados obtidos para a

sistematica de Bromeliaceae foram discutidas.

Palavras chave

Caridtipo bimodal, Coloragdo com Fluorocromos, Heterocromatina,
Mixoploidia, Poliploidia




Introducgao

A andlise cariologica de espécies vegetais tem sido utilizada como uma poderosa
ferramenta para o entendimento de inumeras questdes evolutivas, através da identificagcao
de variagcdo no numero e morfologia cromossémica, bem como pelo reconhecimento de
diferentes marcadores que contribuam para uma melhor compreensdo das relacbes
filogenéticas.

A familia neotropical Bromeliaceae compreende 56 géneros e, aproximadamente,
2.000 a 3.000 espécies distribuidas nos climas tropical e subtropical, com excecao da
espécie Pitcairnia feliciana (A. Chevalier) Harms & Mildbraed a qual ocorre fora do continente
americano (Cronquist, 1988; Kubitzki, 1998; Givnish & al., 2004). A familia possui uma rica
diversidade de espécies, possuindo habito epifitico ou terrestre associados a uma ampla
adaptacao radiativa em diferentes habitats (Crayn & al., 2004).

Esta familia é constituida por trés subfamilias: Bromelioideae (31 géneros e 724
espécies), Pitcairnioideae (16 géneros e 946 espécies) e Tillandsioideae (nove géneros e
cerca de 1.100 espécies). A subfamilia Bromelioideae apresenta o menor niumero de
espécies, entretanto, € a que possui maior diversidade por apresentar 0 maior niumero de
géneros (Cronquist, 1988; Kubitzki, 1998; Smith & Till, 1998).

Estudos citogenéticos tém sido desenvolvidos em apenas cerca de 7-10% da familia.
Contudo, uma parte significativa dos numeros cromossémicos existentes devem ser
reavaliados pelo fato de existirem erros que possam conduzir a circumscricbes errbneas
entre géneros e espécies nas trés diferentes subfamilias. Este deve ser o caso dos numeros
relatados por alguns autores (Lindschau, 1933; Gauthé, 1965; Weiss 1965) que usaram a
técnica classica de secgao microtdmica para contagens cromossémicas. A maioria desses
numeros diferiu do niumero basico x=25, sendo alguns destes ndo confirmados por estudos
posteriores (Marchant, 1967; McWilliams, 1974), devendo ser considerados com cautela
(Brown & Gilmartin, 1986; Gitai & al., 2005).

Os estudos recentes com informagdes cariolégicas adicionais e de bandeamento
cromossdémico com fluorocromos CMA/DAPI tém sido reportados, revelando um baixo
conteudo de heterocromatina em todas as espécies analisadas, com apenas um ou dois
pares de bandas CMA'/DAPI" associadas & RON (Gitai & al., 2005).

Na maioria das contagens cromossOmicas prévias, o numero cromossdémico 2n=50
foi observado, com diferentes niveis de ploidia, estando associado a pequenos
cromossomos. Varios autores concordam com o numero basico x=25 para a familia,

sugerindo que a sua evolugao esta caracterizada pela prevaléncia de poliploidia e por alguns



numeros acrescidos putativamente, as vezes referidos como aneuploidias (Marchant, 1967;
Brown & Gilmartin, 1986; Gitai & al., 2005).

O presente estudo traz novas evidéncias cariolégicas para alguns membros
selecionados de Bromeliaceae incluindo o numero e a morfologia cromossOmica, a estrutura
dos nucleos interfasicos, o comportamento de condensacao cromossémica através da
técnica de coloragido convencional, bem como, a composi¢cdo da heterocromatina (hc) e o
numero de cromossomos associados a RON, utilizando o bandeamento com os

fluorocromos CMA/DAPI e a coloragdo com AgNOQO3, respectivamente.

Materiais e Métodos

As espécies analisadas encontram-se listadas na Tabela 1 com as respectivas
procedéncias, numeros de exsicatas e numeros cromossdémicos previamente reportados.
Raizes coletadas foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (8HQ) 2 mM de 20 a 24 horas
ou colchicina 0.05 a 0.1% de 3 a 6 horas, de 5 a 8°C. Apés o tratamento, foram fixadas em
Carnoy 3:1 (etanol/ acido acético) a 15°C por um periodo variando de 2 a 24 horas e
posteriormente estocadas em freezer a —-20°C na mesma solugcdo. As preparacdes
cromossdmicas com HCI/Giemsa foram procedidas de acordo com a metodologia de Guerra
(1983) com pequenas modificagdes descritas por Benko-Iseppon & Morawetz (2000).

A coloragédo com os fluorocromos CMA/DAPI foi realizada segundo Deumling e
Greilhuber (1982) de acordo com a metodologia desenvolvida por Schweizer (1976). A
coloragao com AgNO; seguiu Hizume & al. (1980), enquanto que a técnica de bandeamento
C foi desenvolvida de acordo com Schwarzacher & al. (1980).

As medicoes dos tamanhos cromossdémicos foram baseadas em desenhos de
2-4 metafases de cada espécie apresentada apdés comparagdo com uma escala
micrométrica. Devido ao fato das espécies apresentarem cromossomos diminutos, foram
analisadas no minimo oito metafases ou prometafases para a identificagdo do numero
cromossdmico correto.

As fotos das analises convencionais foram tiradas com Kodak Technical Pan e

com Kodak T-Max 400 para coloragao com fluorocromos.



Resultados

Todos os numeros cromossdémicos e caracteristicas carioldgicas adicionais das
espécies investigadas sdo apresentados na Tabela 2 e ilustrados nas Figuras 1-7. No
presente estudo foram analisadas 55 espécies de Bromeliaceae. Dados citoldgicos sao
descritos pela primeira vez para 33 espécies das trés subfamilias, sendo 16 Bromelioideae:
Aechmea barleei, A. caudata, A. eurycorymbus, A. fendleri, A. ornata, Alcantarea brasiliana,
Bilbergia horrida var. tigrina, B. gigantea, B. oaxacana, B. pallidiflora, B. rosea, Bromelia
antiacantha, Canistrum lindenii, Cryptanthus marginatus, Portea petropolitana e Quesnelia
arvensis; quatro Pitcairnioideae, Pitcairnia chiapensis, P. macrochlamys, P. undulatosepala e
Puya coerulea; e 13 Tillandsioideae; Catopsis morreniana, Guzmania monostachia var.
variegata, Racinea ropalocarpa, Tillandsia argentina, T. brachycaulos, T. erubescens, T.
streptophylla x brachycaulos (hibrid), T. lajensis, T. latifolia, T. pohliana, T. stricta var. Stricta,
T. xiphioides e werauhia viridiflora. Para os géneros Alcantarea, Quesnelia, Racinea e
Werauhia, o presente estudo apresenta as primeiras evidéncias citoldgicas.

O numero cromossémico diploide 2n= 50 foi predominante em 33 espécies
analisadas (Tabela 2), seguido pelo numero dipléide 2n=48, encontrado em 12 espécies de
Tilandsioideae (Tillandsia brachycaulos, T. cyanea (Fig. 4C), T. humilis, T. latifolia, T.
pohliana, T. stricta, T. ultriculata, T xiphioides, T. sp. 6212, T. sp. 6431, T. sp. 8809 (Fig. 5D),
Vriesea splendens (Fig. 5F) e em uma unica Bromelioideae (Bilbergia pallidiflora). O numero
diploide 2n=44 foi observado em uma Unica espécie (Tillandsia sp. 9714).

Os menores numeros cromossdmicos foram encontrados em trés espécies do género
Cryptanthus (Bromelioideae): C. bahianus com 2n=34 (Fig. 2C); C. marginatus e C.
praetextus ambas com 2n=32 (Fig. 2D e 2E, respectivamente). Em ambas as espécies C.
bahianus e C. praetextus foram encontrados cromossomos B (1-3 e 1-2, respectivamente),
estrutura ndo encontrada nas espécies restantes.

Poliploidia foi observada nas seguintes espécies: Aechmea eurycorymbus (2n=ca.88,
Fig.1E), Bromelia antiacantha (2n=ca.100, Fig. 2A) e Neoglaziovia variegata (2n=100, Fig.
2F), todas pertencentes a subfamilia Bromelioideae.

Algumas células meristematicas de uma mesma lamina apresentaram dois numeros
cromossOmicos diferentes em um mesmo individuo, sendo estas observadas em trés
espécies de Pitcairnioideae: Pitcairnia flammea com 2n=50 e ca.100 (Fig. 3B); P. sceptrigera
com 2n=50 e ca.100 (Fig. 3D e E); P. undulatosepala (Fig. 3F e G), com 2n=ca.48 e
2n=ca.9%4.

As espécies analisadas exibiram comportamento de condensagao cromossdmica

proximal. Entretanto, uma caracteristica particular de condensacgao tardia em parte do



complemento cromossémico pbde ser observada em algumas Tillandsioideae: Tillandsia
erubescens (Fig. 4D), T. hib. streptophylla x T.brachycaulos (Fig. 4E) e. T. mollis (Fig. 4F),
nao sendo esta uma caracteristica evidente em outras espécies.

Em todas as espécies, os nucleos interfasicos foram caracterizados como semi-
reticulados. A cromatina apresentou coloragdo mais clara e difusa nos cromocentros das
espécies pertencentes as subfamilias Bromelioideae e Pitcairnioideae, enquanto que em
Tillandsioideae observou-se uma cromatina mais granulada. As espécies de Tillandsioideae
apresentaram na sua maioria cromocentros grandes, alongados a esferoides (Fig. 4B),
diferindo de Bromelioideae (Fig. 1D, 2D) e Pitcairnioideae (Fig. 3D) que exibiram
cromocentros menores alongados a puntinformes. Por outro lado, a distribuicdo dos
cromocentros nao foi padronizada, sendo classificada como irregular ou regular espécies das
trés subfamilias. Algumas espécies com nucleos polarizados (Fig. 3H) foram visualizadas em
Pitcairnioideae (Tabela 2).

Os tamanhos cromossémicos variaram de 0.5 a 3.0 ym. Os menores cromossomos
foram observados em Pitcairnia sceptrigera (Fig. 3D), cujo tamanho variou entre 1.5 e 0.5 um
enquanto que a espécie com os maiores cromossomos foi Tillandsia mollis (Fig. 4F), com
tamanho variando entre 3.0 e 1.3 pym. Em geral, as subfamilias Tillandsioideae e
Pitcairnioideae apresentaram os maiores € 0s menores cromossomos, respectivamente,
enquanto as espécies de Bromelioideae apresentaram uma maior diversidade de tamanhos
(Tabela 2).

Mesmo a maioria das espécies apresentando um pequeno tamanho cromossémico,
em alguns casos, foi possivel identificar as constricdes secundarias, a fim de refinar a
analise da morfologia cromossdémica. A presenca de um par de constricbes secundarias
(dado nao mostrado) foi visualizada em trés espécies de Bromelioideae (Aechmea ornata,
Billbergia gigantea e B. rosea), em quatro Pitcairnioideae (Encholirium spectabile, Pitcairnia
flammea, P. macrochlamys e P. sceptrigera) e em seis Tillandsioideae (Racinea ropalocarpa,
T. cyanea, T. streptophylla x brachycaulos, T. stricta, T. sp 6431 e T. sp. 6509). Neste ultimo
grupo de espécies, a morfologia de alguns pares cromossdmicos foi caracterizada como
meta ou submetacéntrica, sendo facilitada pelo maior tamanho cromossémico.

A maioria das espécies apresentou cromossomos com tamanhos similares,
especialmente os membros de Bromelioideae e Pitcairnioideae (Tabela 2). Em
Tillandsioideae algumas espécies analisadas mostraram cromossomos com tamanho
decrescente como em Catopsis morreniana, Guzmania monostachia, Racinea ropalocarpa,
Tillandsia erubescens, T. streptophyla x brachycaulos, T. polystachia, e T. sp. 9004. Por
outro lado, tamanhos cromossémicos contrastantes dentro de um mesmo complemento
cromossOmico foram detectados em algumas Tillandsioideae: Tillandsia argentina, T.

bourgaei, T. brachycaulos, T. cyanea (Fig. 4C), T. hib. streptophylla x brachycaulos (Fig. 4E),



T. humilis, T. latifolia, T. molis, T. ultriculata, T. sp. 6509 (Fig. 5B), T. sp. 8809 (Fig. 5D) e
Vriesea splendens (Fig. 5F), caracterizando neste grupo uma tendéncia a bimodalidade.

A coloragdo com AgNO; realizada em trés espécies revelou 0 nimero maximo de
quatro nucléolos em Pitcairnia sceptrigera (2n=50/100) e apenas dois em P. undulatosepala
(2n=50/100) e Tillandsia sp. 9714 (2n=ca.44).

O bandeamento cromossdmico com CMA/DAPI foi realizado em trés espécies de
Bromelioideae: Ananas comosus (Figs. 6A e B), A. nanus (Figs. 6C e D) e Aechmea aquilega
(Figs. 7A e B); em uma Pitcairnioideae: Puya coerulea (Figs. 7C e D) e em uma
Tillandsioideae: Tillandsia bourgaei (Figs. 7E e F). Todas as espécies apresentaram um par
de bandas terminais CMA*/DAPI". Em T. bourgaei, o padrdo de bandas CMA™ evidenciou
heteromorfismo quanto ao tamanho dos blocos no par cromossémico. Visando uma melhor
caracterizagdo deste resultado, a técnica de bandeamento C foi realizada confirmando a

presenca de heteromorfismo (resultado ndo mostrado).

Discussao

Nas trés subfamilias Bromelioideae, Pitcairnioideae e Tillandsioideae, as principais
estruturas dos nucleos interfasicos e o comportamento de condensagao foram uniformes
(Tabela 2), confirmando a suposicédo de Gitai & al. (2005) que, ao considerar estas
caracteristicas, afirmou que a familia Bromeliaceae seria um grupo natural.

Devido a essa conservacdo, algumas caracteristicas nucleares distintas foram
reconhecidas, como uma cromatina difusa com uma clara coloragao associada a pequenos
cromocentros em Bromelioideae e em Pitcairnioideae, enquanto que em Tillandsioideae,
esta cromatina apresentou uma granulacdo mais difusa e os cromocentros maiores.

A maioria das espécies analisadas apresentou 2n=50 (33 espécies), dentre as quais
25 foram estudadas pela primeira vez. Os resultados apresentam o primeiro relato de
contagem cromossémica para representantes de dois géneros da subfamilias Bromelioideae
(Alcantarea brasiliana e Quesnelia arvensis) e de duas Tillandsioideae (Racinea ropalocarpa
e Wheraubhia viridifolia).

Das espécies estudadas com 2n=50, oito foram estudadas anteriormente e os
resultados confirmam dados previamente reportados. Este é o caso de Pitcairnia chiapensis,
P. sceptrigera, T. bourgarei, T. mollis e T. polysthachia, analisadas por Brown & Gilmartin
(1989) que contaram 25 bivalentes meiéticos. Este numero também foi relatado para duas
espécies de Ananas (A. comosus e A. nanus) e confirmados através de contagem mitética
(Gitai & al., 2005) e meiodtica (Brown & Gilmartin, 1989). Para Encholirium spectabile, uma
contagem prévia realizada por Cotias-de-Oliveira & al. (2000) em uma populagao coletada no

estado de Bahia (nordeste brasileiro) apresentou o mesmo nimero aqui relatado (2n=50).



O segundo numero mais freqiente no nivel dipléide foi 2n=48, encontrado em 13
espécies, 12 delas pertencentes a subfamilia Tillandsioideae (T. brachycaulos, T. cyanea, T.
humilis, T. latifolia, T. pohliana, T. stricta, T. ultriculata, T. xiphioides, T. sp. 6212, T. sp. 6431,
T. sp. 8809 e Vriesea splendens) e em Uunica espécie de Bromelioideae (Bilbergia
pallidiflora). O referido niumero foi relatado por outros autores em algumas espécies de
Tillandsioideae, como Guzmania musaica (Lindl. et Ere) Mez, G. tricolor Ruiz et Pav.
(Gauthé, 1965) e em Vriesea splendens (Brogn.) Lamaire (Weiss, 1965). No caso desta
ultima espécie, a contagem apresentada pelo autor foi confirmada neste estudo para o taxon
relacionado V. splendens var. formosa.

Nas espécies Tillandsia cyanea, T. humilis e T. ultriculata, o complemento
cromossdmico 2n=48 diferiu do nimero n = 25 previamente relatado na literatura e baseado
em contagens de bivalentes (Brown & al., 1984; Brown & Gilmartin, 1989). Discrepancias
entre contagens mitéticas e meidticas foram reportadas anteriormente por Brown & Gilmartin
(1986). Palma-Silva & al. (2004) visualizaram irregularidades meidticas nas espécies de
Vriesea e Aechmea incluindo o pareamento irregular e a observacao de univalentes, o que
facilitaria a ocorréncia de interpretacbes errbneas quanto ao numero de bivalentes,
principalmente em espécies que apresentam cromossomos pequenos, como no caso da
familia Bromeliaceae.

A observagdo do numero 2n=48 em muitas espécies de Tillandsioideae
(especialmente no género Tillandsia) indica que uma diminuicdo do niumero cromossdmico
através de disploidia possa representar uma importante tendéncia neste grupo, originando o
numero basico secundario x=24 no nivel dipldide nesta subfamilia.

O numero 2n=ca. 48 foi encontrado em uma Unica espécie de Bromelioideae
(Bilbergia pallidiflora) e representa o primeiro relato deste nimero para a subfamilia. E
interessante observar que outros numeros que diferiram do numero basico x=25 estiveram
relatados para o género Bilbergia, como 2n=54, 72 e 108 (Lindschau, 1933; Matsuura &
Sutd, 1935; Weiss, 1965). Algumas destas contagens (Lindschau, 1933; Weiss, 1965) foram
geradas pela técnica classica de cortes microtdbmicos e devem conseqlentemente ser
considerados com precaucdo. Por outro lado, este ndo € o caso dos resultados
apresentados por Matsuura & Sutd (1935) que relataram 2n=54 para o B. liboniana e 2n=108
para Bilbergia sp, o que poderia indicar a existéncia de disploidia (aliada a poliploidia) neste
género.

O numero 2n=48 foi encontrado também em outras Bromeliaceae, incluindo membros
de Bromelioideae como Ananas ananassoides (Baker) L.B. Smith (Lin & al., 1987) e
Bromelia alta L.B. Smith (Gadella & Kliphuis, 1964); Pitcairnioidade com Puya chilensis
Molina (Tschischow, 1956) e em espécies do género Guzmania (Tillesioidae) discutidas

acima. Considerando a existéncia de um numero ainda limitado de espécies de



Bromeliaceae cariologicamente estudadas, podemos supor que a baixa representatividade
deste numero devera aumentar a medida que houver um maior nimero de espécies
cariologicamente analisadas.

A espécies do género Bilbergia aqui estudas (B. horrida var. tigrina, B. oaxacana, B.
pallidiflora e B. rosea) apresentaram 2n=50, numero previamente relatado para o género,
como a espécie B. morelii Brongniart estudada por Cotias-de-Oliveira & al. (2000).

No caso de Tillandsia sp. 9714, um numero dipléide incomum (2n=44) foi observado.
O mesmo numero (n=22) foi observado em T. complanata Benth. ssp. complanata por Brown
& Gilmartin (1989), havendo sido relatados numeros similares para o género, como n=18
para T. umbellata Ere e n=20 para T. complanata Benth. (Brown & al., 1984), levando a
suposicao que surgiram através de disploidia.

A poliploidia foi encontrada em trés espécies da subfamilia Bromelioideae: Aechmea
eurycorymbus (2n=ca. 88), Bromelia atiacantha (2n=ca.100) e Neoglaziovia variegata
(2n=ca.100). Considerando os dados do presente estudo e da literatura, a ocorréncia de
poliploidia prevalece na subfamilia Bromelioideae e foi previamente relatada para os géneros
Ananas (Collins & Kerns,1938), Bilbergia (Matsuura & Suté 1935), Bromelia (Collins & Kerns,
1931; Lin & al., 1987; Cotias-de-Oliveira & al., 2000; Gitai & al., 2005), Deinacathon (Gitai &
al., 2005), Lindmania (Lindschau, 1933; Doutreligne, 1939; Delay, 1947), Neoglaziovia e
Orthophytum (Cotias-de-Oliveira & al., 2000). Nenhum caso de poliploidia foi relatado na
literatura para Pitcairnioideae (exceto alguns casos de mixoploidia discutidos
posteriormente). Para Tillandsioideae somente trés espécies polipldides foram relatadas com
2n=96 (T. juncea (Ruiz et Pavon) Poiret; T. juncifolia Regel e T. variegata Schlechtend;
estudadas por Lindschau, 1933; Gauthé, 1965 e Weiss, 1965, respectivamente). Brown &
Gilmartin (1989) relataram n=25 para T. Juncea, discordando do resultado observado por
Lindschau (1933).

A prevaléncia de poliploidia em Bromelioideae é consistente com o fato de tratar-se
da subfamilia mais diversificada (e taxonomicamente complexa) de Bromeliaceae, possuindo
também o maior numero de géneros. No caso de alguns géneros, a poliploidia parece estar
associada com a ocupacdo de circunstancias ambientais extremas como a vegetagao do
cerrado brasileiro, as savanas (campos rupestres) e a ocupacgao do semi-arido, onde alguns
membros polipléides desta subfamilia ocorrem, como é o caso, por exemplo, dos géneros
Bromelia e Orthophytum estudados por Gitai & al. (2005).

Dois diferentes niveis de ploidia encontrados em células de raizes foram observados
em trés espeécies de Pitcairnia: P. flammea (2n=50/100); P. sceptrigera (2n=50/100); P.
undulatosepala (2n=48/ca. 94). Avaliagbes adicionais deverao ser realizadas em outras
células meristematicas a fim de avaliar se este fendbmeno esta restrito as pontas de raizes ou

ndao. Um evento comparavel foi observado por Gitai & al. (2005) em outra espécie de



Pitcairnioideae (Deuterocohnia lorentziana), porém, neste caso, individuos morfologicamente
indistinguiveis crescendo lado a lado no mesmo vaso apresentavam niveis de ploidia
diferentes (2n=50 e 150).

A presenca de cromosomos B foi observada em duas espécies de Cryptanthus, em
C. bahianus (2n=34+1-3B) e em C. praetextus (2n=32+1-2B). Marchant (1967) realizou uma
analise meiodtica em C. Bahianus, encontrando o numero haploide n=17. Posteriormente,
Cotias-de-Oliveira & al. (2000) relataram o niumero cromossdmico 2n=34+1-4B. No caso de
C. praetextus, Sharma & Gosh (1973) relataram 2n=34, sem a observagdo de cromosomos
B, sendo este o Unico relato para a referida espécie. Para C. marginatus, aqui estudado pela
primeira vez, o numero 2n=32 foi observado sem nenhuma evidéncia de cromosomos B.

O género Cryptanthus ocupa supostamente a posicdo basal dentro da familia
Bromeliaceae, sendo na maioria das vezes classificado na subfamilia Bromelioideae
(Kubitzki, 1998; Smith & Till, 1998). Suportados em evidéncias morfolégicas e citologicas
alguns autores sugerem que o referido género deveria ser posicionado em uma nova
subfamilia, Cryptanthioideae (Brown & Gilmartin, 1987, 1989). O presente estudo confirma o
numero 2n=34 para este género e também a presencga de popula¢gdes com 0s cromosomos
de B em algumas espécies.

Apesar das dificuldades inerentes as caracteristicas citoldgicas de Bromeliaceae,
como cromossomos numerosos e o tamanho diminuto, o presente estudo enfatiza algumas
novas evidéncias a respeito do tamanho cromossOmico e caracteristicas gerais do cari6tipo.
Em geral, os maiores cromosomos foram observados na subfamilia Tillandsioideae e os
menores em Pitcairnioideae, enquanto que Bromelioideae apresentou alguma diversidade
nos tamanhos cromossémicos, quando comparado com as demais subfamilias.

Em Bromelioideae, bem como em Pitcairnioideae, a arquitetura cariotipica foi
relativamente uniforme, com cromossomos de tamanhos similares e apresentando tamanho
ligeiramente decrescente.

A presenca de cariétipos com discreta bimodalidade em Bromeliaceae foi observada
no presente estudo em 12 espécies do género Tillandsia. Esta caracteristica foi também
evidenciada em algumas espécies analisadas por outros autores (Marchant, 1967; Brown &
Gilmartin 1986; 1989; Gitai & al., 2005), sendo sua presenca mais evidente em
Tillandsioideae (géneros Tilladsia e Vriesea), embora esta tendéncia tenha sido também
observada em algumas Bromelioideae (Brown & Gilmartin 1986; 1989). Em estudo recente,
uma discreta bimodalidade foi observada também em duas espécies de Pitcairnioideae
(Deuterocohnia lorentziana e Puya mirabilis), sugerindo que esta caracteristica
provavelmente ndo é exclusiva para apenas uma subfamilia (Gitai & al., 2005).

A origem dos cari6tipos bimodais tem sido discutida e sugere-se que a hibridizacao

entre parentais com cromossomos de tamanho contrastante possa ter originado bimodais,



sugerindo-se ser este o principal mecanismo associado a estes carétipos em plantas
superiores (Greilhuber, 1995). Analisando os cromossomos do hibrido intergenérico
Cryptbergia meadii (=Cryptanthus beuckeri E. Morr. X Billbergia nutans H. WendI. ex Regel),
com 2n=42, Marchant (1967) reconheceu dois grupos de cromossomos com tamanhos
contrastantes e observou que estes apresentaram uma tendéncia de permanecerem
separados durante a meiose. Esta separagdo era mais evidente durante a segregagao
cromossomica, pelo fato dos maiores cromossomos migrarem antes dos menores durante a
anafase. Baseado nesta observacao, o autor propds que o numero 2n=42 observado em
Aechmea tillandsioides (espécie com meiose estavel) poderia também ter sido originado
através da hibridizagao entre duas espécies com 2n=34 e 2n=50, respectivamente.

Brown & Gilmartin (1989) consideraram que o numero x=17 (apresentado
exclusivamente no género Cryptanthus) poderia corresponder a um paleotetraploide
originado pela hibridizagdo entre os parentais com x=8 e x=9, numeros observados
freqientemente em Commelionidae. Um segundo processo de hibridizacdo entre um
parental com x=8 e uma espécie relacionada a Cryptanthus (com x=17) originaria 0 numero
x=25, prevalente para a familia. Atualmente a bimodalidade esta presente nos membros de
todas as trés subfamilias, podendo ser considerado uma evidéncia desta hibridizagao,
considerando-se assim, como uma evidéncia a favor da teoria apresentada por Brown &
Gilmartin (1989). Por outro lado, a ocorréncia de disploidias descrescente em alguns géneros
de Bromeliaceae (especialmente nas subfamilias Bromelioideae e Tillandsioideae, como
discutido anteriormente) pode ser considerado também como a responsavel pela génese dos
baixos nimeros cromossdmicos encontrados no género Cryptanthus.

Uma das espécies analisadas, Catopsis morreniana, foi posicionada na subfamilia
Tillandsioideae, mas as presentes caracteristicas morfolégicas e moleculares indicam que
esta deve ser posicionada em uma nova tribo (Catopsideae) dentro de Pitcairnioideae, como
sugerido recentemente por Barfuss & al. (2005). Considerando as caracteristicas
cariolégicas observadas nesta espécie, com 2n=50, cromossomos pequenos com tamanhos
que variam entre 1.78 e 0.71 um, e cromatina nos nucleos interfasicos claramente corada,
pode-se sugerir que esta espécie seria mais similar as demais Pitcairnioideae analisadas.
Contudo, considera-se que estas evidéncias cariolégicas ndo sao conclusivas para propor
uma nova classificacao.

A coloragao com nitrato de prata em nucleos interfasicos revelou um nimero maximo
de dois (Pitcairnia undulatosepala) e quatro nucléolos (P.septigera), similar aos resultados
obtidos por Gitai & al. (2005) que analisaram duas espécies (Aechmea bromeliifolia e
Pitcairnia atrorubens, ambas com 2n=50) observando um numero maximo de quatro
nucléolos na primeira e nos dois na segunda espécie. O bandeamento com fluorocromos

realizado em Aechmea aquilega, Ananas comosus, A. nanus, Puya coerulea e Tillandsia



bourgaei revelou um par cromossémico com bandas terminais CMA*/DAPI (rica em GC) em
todas as espécies analisadas. A triplice coloracdo com CMA/Actinomicina/DAPI foi utilizada
por Gitai & al. (2005) em trés membros de Bromelioideae (Aechmea bromeliifolia, Greigia
sphacelata e Ochagavia litoralis) revelando apenas um par de bandas CMA'/DAPI" nas
ultimas duas espécies e dois pares em A. bromeliifolia, espécie com cromossomos maiores.

A presenca de heteromorfismo foi notada entre cromossomos homodlogos das
espécies analisadas, mesmo com Cromosomos pequenos € NUMerosos, como no caso de
Bromeliaceae. Na espécie T. bourgaei, foi apenas possivel devido aos diferentes tamanhos
de bandas CMA'/DAPI" quando comparardo aos homologos. Uma explicagéo plausivel seria
a ocorréncia de crossing over desigual durante a meiose |, evento também observado em
outros taxa de monocotiledéneas, como na Iridaceae Eleutherine bulbosa, também incluindo
uma regido CMA" do cromossomo. A observagdo de cromosomos meiobticos e a avaliagdo da
biologia reprodutiva nesta espécie podem trazer as evidéncias adicionais a respeito da
estabilidade deste heteromorfismo e suas possiveis consequéncias para a biologia das
espécies.

Considerando o presente estudo e as avaliagdes prévias (Gitai & al., 2005) sugere-se
que as bandas ricas em GC reveladas pela coloragdo com fluorocromos correspondem a
heterocromatina associada a RON, indicando uma pobreza de heterocromatina em
Bromeliaceae e sugerindo que este tipo de sequéncia tenha um papel secundario na

evolugao do grupo.
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Tabela 1.Lista de espécies analisadas incluindo procedéncia, nimeros de coletor e de exsicata, nimeros cromossémicos (dados presentes e estudos prévios) e referéncias. Identificagdes
taxondmicas seguidas por “*" estdo sendo avaliadas taxonomicamente pelo Prof. G. Zizka, Frankfurt.

Numeros cromossomicos

Taxon Procedéncia, coletor e niimeros de exsicata Presente Estudos prévios Referéncias
estudo
Bromelioideae
Aechmea aquilega (Salisbury) Grisebach Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 16872. 2n=50 - Cotias-de-Oliveira & al. 2000;
A. barleei Baker Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 21586. 2n=50 - Primeiro estudo
A. caudata Lindman var. caudata Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 16872. 2n=50 - Primeiro estudo
A. eurycorymbus Harms Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 16942. 2n=ca.88 - Primeiro estudo
A. fendleri Ere ex Mez Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 14217. 2n=50 - Primeiro estudo
A. ornata Baker Cultivado, Alemanha, Jardim Botanico da Universidade de Leipzig, Leg. Nr. 2n=50 - Primeiro estudo
9816929-0
Alcantarea brasiliana (L.B.Smith) J.R.Grant Cultivado, Alemanha, Jardim Botanico da Universidade de Leipzig, Leg. Nr. F001 2n=50 - Primeiro estudo
Ananas comosus (L.) Merrel Cultivado, Recife, Pernambuco, Brasil, mercado local , Benko-Iseppon, AM. Nr. 2n=50 2n=482, 5025, aLin & al., 1987; *Collins & Kerns, 1931, 1935, 1936,
BRO-1246 752,100, n=25¢ 1938; “Brown & Gilmartin,1989; Gitai & al., 2005
A. nanus (L.B. Smith.) L.B. Smith. Cultivado, Recife, Pernambuco, Brasil, Campus UFPE; Gitai, J., BRO-001. 2n=50 2n=502 Gitai & al., 2005
Bilbergia gigantea* Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 19145. 2n=50 - Primeiro estudo
B. horrida Regel var. tigrina Hort. ex Baker Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 16800. 2n=50 - Primeiro estudo
B. oaxacana Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. (open). 2n=50 - Primeiro estudo
B. pallidifiora Liebmann Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 16810. 2n=ca.48 - Primeiro estudo
B. rosea Hortus ex Beer Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 16813. 2n=ca.50 - Primeiro estudo
Bromelia antiacantha Bertoloni Nativo, Sao Paulo, Brasil Leg. Nr. Bro-003. 2n=ca. 100 - Primeiro estudo
Canistrum lindenii (Regel) Mez) Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 16988. 2n=50 - Primeiro estudo
Cryptanthus bahianus L.B.Smith Cultivado, Alemanha, Jardim Boténico da Universidade de Leipzig, Leg. Nr. FO08.  2n=34+1-38  2n=34+1-4b2, n=17 aCotias-de-Oliveira & al. 2000; Marchant 1967
C. marginatus L.B.Smith Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 14242. 2n=32 - Primeiro estudo
C. praetextus E.Morren ex Baker Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 15191. 2n=ca. 32+1-2B 2n=34 Sharma & Gosh 1973
Neoglaziovia variegata (Arruda da Camara) Mez Nativo, Camocin de Sao Félix, Pernambuco, Brasil, Bro-1121. 2n=100 2n=100 Cotias-de-Oliveira & al. 2000
Portea petropolitana L.B. Smith Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 1800. 2n=50 - Primeiro estudo
Quesnelia arvensis (Vellozo) Mez Cultivado, Alemanha, Jardim Botanico da Universidade de Leipzig, Leg. Nr. ZG 2n=50 - Primeiro estudo
245100.
Pitcairnioideae
Encholirium spectabile Martius ex Schultes f. Nativo, Petrolina, Permambuco, Brasil, Leg. Bro-1304. 2n=50 50 Cotias-de-Oliveira & al. 2000
Pitcairnia chiapensis Mirea Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 19495. 2n=50 _ Primeiro estudo
P. flammea Lindley Nativo, Cabo Frio, Rio de Janeiro, Brasil, Leg. Nr. Bro-1413. 2n=50/ca.100 n=25 Brown & Gilmartin, 1989
P. macrochlamys Mez Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 12596. 2n=50 _ Primeiro estudo
P. sceptrigera Mez Cultivado, Alemanha, Jardim Botanico da Universidade de Leipzig, Leg. Nr. 2n=50/ca.100 n=25 Brown & Gilmartin, 1989

P. undulatosepala L.B. Smith

Puya coerulea Lindley

F009.

Cultivado, Alemanha, Jardim Botanico da Universidade de Leipzig, Leg. Nr.
52598.

Cultivado, Alemanha, Jardim Botanico da Universidade de Leipzig, Leg. Nr.
F012.

2n=48/ca.94

2n=50

Primeiro estudo

Primeiro estudo




Tabela 1 (continuag&o).

Taxon

Procedéncia, colector e nimeros de excicata

Numeros cromossomicos

Presente estudo

Estudos prévios

Autor

Tillandsioideae

Catopsis morreniana Mez

Guzmania monostachia var. variegata Hort. ex Nash

Racinea ropaloca.rpa (Eré) M.A.Spencer & L.B. Smith

Tillandsia argentina C.H. Wright
T. bourgaei Baker

T. brachycaulos Schlechtendal
T. cyanea Linden ex K.Koch
T. erubescens Schlechtendal

T. humilis Presl.
T. lajensis Ere

T. latifolia Meyen

T. mollis H.Hromadnik & W.Till
T. pohliana Mez

T. polystachia (L.) L.
T. streptophylla Scheidweiler ex E. Morren x
T. brachycaulos Schlechtendal

T. sp. 6212*
T.sp. 6431*
T. sp. 6509*
T. sp. 8809*
T. sp. 9004*
T.sp. 9714*
T. stricta var. stricta Soleer ex Sims

T. utriculata Linnaeus

T. xiphioides Ker-Gawler

Vriesea splendens var. formosa Suringar ex Witte

Weraubhia viridifiora (Regel)

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 2891.

Originalmente coletado no México.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 1502.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 2652.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 6322.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 9962.

Cultivado, Jardim Boténico da Universidade de Leipzig, Alemanha, Leg.
Nr. AD 158/01.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr.
12612.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr.
12596. Originalmente coletado no México.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 867.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 1435.

Cultivado, Jardim Boténico da Universidade de Leipzig, Alemanha, Leg.
Nr. 6263.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 872.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 2046.

Nativo, Reserva do IPA, Caruaru, Pernambuco, Brasil, Leg. Nr. Bro-1287.

Cultivado, Jardim Botanico da Universidade de Leipzig, Alemanha, Leg.
Nr. AD 216/01.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 6212.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 6431.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 6509.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 8809.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 9004.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 9714.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 1481.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 2786.

Originalmente coletado Guatemala.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr. 8473.

Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr.
10796.
Cultivado, Palmengarten da cidade de Frankfurt, Alemanha, Leg. Nr.
10757.

2n=50

2n=50
2n=50
2n=ca.50
2n=50
2n=48

2n=48

2n=ca.78

2n=ca.48
2n=ca.50
2n=ca.48

2n=50
2n=48
2n=50
2n=50

2n=48
2n=48
2n=50
2n=48
2n=50
2n=ca.44
2n=48
2n=48

2n=48
2n =48

2n=ca.50

n=25

n=25

n=25

2n=48

Primeiro estudo

Primeiro estudo

Primeiro estudo

Primeiro estudo
Brown & Gilmartin, 1989

Primeiro estudo
Brown & al., 1984
Primeiro estudo

Brown & Gilmartin, 1989
Primeiro estudo

Primeiro estudo

Brown & Gilmartin, 1989
Primeiro estudo
Brown & Gilmartin, 1989

Primeiro estudo

Primeiro estudo
Primeiro estudo
Primeiro estudo
Primeiro estudo
Primeiro estudo
Primeiro estudo
Primeiro estudo
Brown & Gilmartin, 1989

Primeiro estudo
Weiss, 1965

Primeiro estudo




Tabela 2. Caracteristicas citogenéticas de Bromeliaceae analisadas com coloragao convencional, fluorocromos (CMA/DAPI) e AgNOs.

Numero de Pares

Tamanho . Numero Max.
Taxon 2n crom.(um) Cromocentros dos Nicleos Interfasicos Cfgmgsa%fg;‘;os de Nucléolos ' o
e ) apés Arquitetura Cariotipica
Forma Distribui¢do CMA*/DAPI "
Terminais Coloragéo com
AgNO;
BROMELIOIDEAE
Aechmea aquilega 50 1,78-0,71 Pequenos, esferdides Regular 1 — Cromossomos com tamanho + homogéneo
A. barleei 50 2.24-0.71 Pequenos, esferdides Regular — — Cromossomos com tamanho + homogéneo
A. caudata 50 1.78-0.17 Pequenos, esferdides Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
A. eurycorymbus ca.88 1.92-0.76 Pequenos, esferdides Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
A. fendleri 50 1.78-0.17  Pequenos, esfercides ou bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
A. ornata 50 1.25-0.71 Pequenos, esferdides Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Alcantarea brasiliana 50 1.71-0.86  Pequenos, esfercides ou bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Ananas comosus 50 1.38-0.83 Pequenos,maioria esferdides Regular 1 - Cromossomos com tamanho + homogéneo
A. nanus 50 1.60-1.10 Pequenos, esferdides a puntiformes Regular 1 - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Billbergia horrida var. tigrina 50 2.14-0.17  Pequenos, esferdides ou bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho = homogéneo
B. gigantea 50 2.14-0.89 Pequenos esferdides ou bastoniformes Irregular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
B. oaxacana 50 1.78-0.71 Pequenos, esferdides a puntiformes Regular - - Cromossomos com tamanho * homogéneo
B. pallidiflora 48 1.78-0.71 Pequenos, esferoides ou bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
B. rosea ca.50 2.50-0.71 Pequenos, esferdides ou bastoniformes Irregular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Bromelia antiacantha ca.100 1.07-0.563  Pequenos, esferdides ou bastoniformes Irregular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Canistrum lindenii 50 2.14-1.07  Pequenos, esferdides ou bastoniformes Irregular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Cryptanthus bahianus 34+1-3B 1.78-0.71 Pequenos, esferdides ou bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
C. marginatus 32 1.78-0.17  Pequenos, esferdides ou bastoniformes Irregular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
C. praetextus ca.32+1:B  1.96-1.07  Pequenos, esferdides ou bastoniformes Irregular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Neoglaziovia variegata 100 2.24-0.71 Pequenos esferoides ou bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Portea petropolitana 50 1.75-0.75  Pequenos, esferdides ou bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
Quesnelia arvensis 50 2.14-0.71 Pequenos, puntiformes a bastoniformes Regular - - Cromossomos com tamanho + homogéneo
PITCAIRNIOIDEAE
Encholirium spectabile 50 1.25-1.00 Pequenos, esferdides ou bastoniformes Polarizado — — Cromossomos com tamanho + homogéneo
Pitcairnia chiapensis 50 1.50-0.75 Pequenos, esferdides ou bastoniformes Regular — — Cromossomos com tamanho + homogéneo
P. flammea 50/ca.100  1.25-0.75 Pequenos, esferdides ou filamentosos Regular — — Cromossomos com tamanho + homogéneo
P. macrochlamys 50 1,75-1,00 Pequenos, esferdides ou filamentosos Regular — — Cromossomos com tamanho + homogéneo
P. sceptrigera 50/ca.100  1.50-0.50 Pequenos, esferdides ou bastoniformes Regular — 4 Cromossomos com tamanho + homogéneo
P. undulatosepala 48/ca.94  1.50-0.75 Pequenos, esferdides a puntiformes Regular - 2 Cromossomos com tamanho + homogéneo

Puya coerulea 50 1.50-0.75 Pequenos, esferdides a puntiformes Polarizado 1 - Cromossomos com tamanho + homogéneo




Tabela 2. (continuagéo).

Tamanho Numero de Pares

Taxon 2n crom.(um) Cromocentros dos Nucleos Interfasicos CfomOSBSa?:SL‘;OS com w:&e;: Arquitetura Cariotipica
Forma Distribuigdo CMA*/DAPI Nucléolos
Terminais apos
Coloragéo
com AgNO3
TILLANDSIOIDAE
Catopsis morreniana 50 1.78-0.71 Grande, esferdides a bastoniformes Regular - - tamanho decrescente
Guzmania monostachia var.variegata 50 1.75-1.25 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - + tamanho homogéneo
Racinaea ropalocarpa 50 2,00-1,00  Grande, esferdides a bastoniformes Regular - — + tamanho homogéneo
(=Tillandsia ropalocarpa)
Tillandsia argentina ca.50 1.50-0.50  Grande, filamentosos ou bastoniformes Irregular - - bimodal (6 pequenos e 18 pares grandes)
T. bourgaei 50 2.50-1.07  Grande, filamentosos ou bastoniformes Irregular 1 - bimodal (6 pequenos e 19 pares grandes)
T. brachycaulos 48 2.50-1.23  Grande,filamentosos ou bastoniformes Irregular - - bimodal (6 pequenos e 18 pares grandes)
T. cyanea 48 3.00-1.25  Grande, filamentosos ou bastoniformes Irregular - - bimodal (6 pequenos e 18 pares grandes)
T. erubescens (=T. benthamiana) ca.78 2.00-1.00  Grande, filamentosos ou bastoniformes Irregular - - + tamanho homogéneo
T. hib. streptophylla 50 2.00-1.00 Grande, esferdides a bastoniformes Regular - - bimodal (7 pequenos e 18 pares grandes)
X brachycaulos
T. humilis ca.48 2.50-1.23 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - bimodal (6 pequenos e 18 pares grandes)
T. lajensis (=T. arcuans) ca.50 1.50-0.75 Grande, esferdides a bastoniformes Regular - - tamanho decrescente
T. latifolia ca.48 2.50-1.25 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - bimodal (6 pequenos e 18 pares grandes)
T. mollis 50 3.00-1.30 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - bimodal (7 pequenos e 18 pares grandes)
T. pohliana 48 1.17-0.86 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - + tamanho homogéneo
T. polystachia 50 1.50-0.75  Pequeno, esferdides ou bastoniformes Regular - - tamanho decrescente
T. sp. 6212 48 2.00-1.00 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - + tamanho homogéneo
T. sp. 6431 48 2.00-1.25  Grande, filamentosos ou bastoniformes Regular — _ + tamanho homogéneo
T. sp 6509 50 2.00-1.00  Pequenos, esferdides ou bastoniformes Regular - - bimodal (6 pequenos e 19 pares grandes)
T. sp. 8809 48 1.75-0.75 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - bimodal (10 pequenos e 14 pares grandes)
T. sp. 9004 50 2.60-1.07 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - + tamanho homogéneo
T.sp. 9714 ca.d4 2.00-1.00 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - 2 tamanho decrescente
T. stricta var. stricta 48 2.50-1.00  Grande, filamentosos ou bastoniformes Regular - - + tamanho homogéneo
T. utriculata 48 2.50-1.30 Grande, esfercides a bastoniformes Regular - - bimodal (6 pequenos e 18 pares grandes)
T. xiphioides 48 2.40-1.07 Grande, esfercides a bastoniformse Regular - - + tamanho homogéneo
Vriesea splendens var. formosa 48 2.50-1.20  Grande, filamentosos ou bastoniformes Regular - - bimodal (7 pequenos e 17 pares grandes)
Werauhia viridifiora ca.50 1.75-1.25  Grande, esferdides a bastoniformes Regular - - + tamanho homogéneo

(=Vriesea viridiflora)




Figura 1. Cromossomos mitéticos e nucleos interfasicos de algumas espécies de
Bromelioideae. A. Aechmea barleei; B. A. caudata; C. A. fendleri; D. A. ornata; E. A.
eurycorymbus; F. Billbergia gigantea; G. B. horrida var. tigrina; H. B. oaxacana e |. B.
rosea. Todos com 2n=50, exceto em E, 2n=ca88. Barra (em I) corresponde a 10 pym.



Figura 2. Cromossomos mitéticos de algumas espécies de Bromelioideae. A.
Bromelia antiacantha; B. Canistrum lindenii; C. Cryptanthus bahianus; D. C.
marginatus; E. C. praetextus; F. Neoglaziovia variegata; G. Portea petropolitana e
H. Quesnelia arvensis. Barra (em H) corresponde a 10 um.
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Figura 3. Cromossomos mitéticos de algumas espécies de
Pitcairnioideae. A. Encholirium spectabile; B. Pitcairnia
flammea; C. P. macrochlylamys; D-E P. sceptrigera; F-G

P.undolatosepala e H. Puya coerulea. Barra (em H para A-G
e em E) corresponde a 10 ym.
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Figura 4. Cromossomos mitdticos de algumas espécies de
Tillandsioideae. A. Catopsis morreniana; B. Guzmania
monostachia var. variegata; C. T. cyanea; D. T. erubescens; E.
T.hib. streptophylla x brachycaulos e F. T. mollis. Barra (em F)

corresponde a 10 ym.



Figura 5. Cromossomos mitéticos de algumas espécies de
Tillandsioideae. A. Tillandsia polystachia; B. T. sp. 6509; C. T.
sp. 8750; D. T. sp. 8809; E. T. sp. 9004 e F.Vriesea splendens

var. formosa. Barra (em F) corresponde a 10 ym.



Figura 6. Cromossomos metafasicos de Bromeliaceae apds coloragéao
com fluorocromos CMA;. (A e C) e DAPI (B e D). A-B Ananas
comosus; C-D A. nanus. Barra (em D) corresponde a 10 uym.



Figura 7. Cromossomos metafasicos de Bromeliaceae apds coloragao
com fluorocromos CMAs (A, C, E) e DAPI (B, D, F). A-B Aechmea

aquilega; C-D Puya coerulea; E-F Tillandsia Bourgarei. Barra (em F)

corresponde a 10 ym.



4.2 Relacoes filogenéticas entre membros do subgénero Origiesia (género Aechmea,

Bromeliaceae) com base em marcadores AFLP

Trabalho a ser submetido a revista Plant Systematics and Evolution.



Relacoes filogenéticas entre membros do subgénero Origiesia
(subgénero Aechmea, Bromeliaceae) com base em marcadores
AFLP

A ser submetido ao periddico Plant Systematics and Evolution

J. Gitai', K. Schulte’, A.-M. Benko-Iseppon' ¢ G. Zizka®

"Laboratorio de Genética Vegetal, Departamento de Genética, Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

*Departamento de Botanica e Evolugdo Molecular, Instituto de Pesquisa Senckenberg & Johann

Wolfgang Goethe-University, Frankfurt am Main, Alemanha.

Abstract

O género Aechmea pertence a subfamilia Bromelioideae (familia Bromeliaceae) e compreende
cerca de 220 espécies. Apresenta-se distribuido principalmente no Brasil, com énfase na Mata
Atlantica e no estado do Amazonas, apresentando ambas as formas, terrestre e epifitica. A
delimitagdo infragenérica deste género ¢ ainda controversa, havendo necessidade de informagdes
adicionais. Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) foram usados para
caracterizar 40 membros do subgénero Ortgiesia de Aechmea. Multiplas arvores de maxima
parcimonia foram combinadas para formar uma arvore consenso. Os niveis de sustentacdo para
as espécies foram testados através de 1000 réplicas de bootstrap. Os dendrogramas foram
gerados usando a op¢do de UPGMA de NTSYS-PC, revelando um clado basal incluindo as
espécies do complexo A. candida - A. coelestrix (composto por quatro entidades taxondmicas
relacionadas), do qual dois clados distintos emergiram, dando forma aos subgrupos das espécies
parcialmente consistentes com as evidéncias fitogeograficas e taxondOmicas previamente
conhecidas. Os resultados gerados sao discutidos e comparados a informagdes taxondmicas e

fitogeograficas existentes.

Palavras chave: Bromelioideae, Aechmea, Ortgiesia, Polimorfismo de DNA.



Introducao

A familia Bromeliaceae compreende aproximadamente entre 2.000 a 3000 espécies e 56
géneros distribuidos em trés subfamilias; Bromelioideae, Pitcairnioideae e Tillandsioideae. A
subfamilia Bromelioideae ¢ a maior com 31 géneros e 724 espécies (Cronquist 1988; Kubitzki
1998).

O numero basico x=25 ¢é reconhecido em Bromeliaceae, havendo uma dominéncia do
nimero cromossomico 2n=50. Postula-se que a familia tenha sido derivada através de
hibridizagdo e disploidia dos ancestrais do complexo Zingiberiflorae-Commeliniflorae
(Gilmartin e Brown 1987; Brown e Gilmartin 1989). Considerando os dados existentes (por
exemplo, Brown e Gilmartin 1989; Gitai et al. 2005) espécies do género Aechmea sao
principalmente diploides, com a maioria das espécies apresentando 2n=50.

O género Aechmea pertence a subfamilia Bromelioideae e estima-se que inclua 222
espécies. Sua distribuicdo predomina nas regides de Mata Atlantica e Amazonica, incluindo
formas de vida epifitica e terrestre, cobrindo uma area geografica do México central a costa
brasileira e até o sul da Argentina (Benzing 2000).

A delimitacdo infragenérica do género ¢ ainda controversa, fazendo-se necessarias
informagdes adicionais que apoiem questdes sistematicas, evolutivas e ecologicas (Wendt 1997;
Benzing 2000). Apesar das controvérsias sobre o relacionamento infragenérico, a maioria dos
autores concorda que o género ¢ monofilético, especialmente com base em estudos com
diferentes seqiiéncias de DNA (Barfuss et al. 2005; Crayn et al. 2004; Givnish et al. 2004; Terry
etal. 1997).

Um estudo realizado por Proenca e Sajo (2004) avaliou a anatomia foliar em oito
espécies de Aechmea, incluindo os representantes dos subgéneros Ortgiesia, Macrochordion,
Pothuava e Platyaechmea, levando a conclusdo que as caracteristicas geradas sdo informativas
para apoiar a delimitagdo em nivel de subgénero, com excegdo de poucos casos, foi possivel uma
delimitagdo clara entre as espécies com os caracteres gerados.

Souza et al. (1997) realizaram analises da morfologia polinica de dez espécies de
Aechmea, confirmando a diversidade do género, reforgando a classificacdo proposta para
subgéneros e enfatizando o subgénero Aechmea como um taxon artificial por apresentar maiores
diferencas nos padrdes de inflorescéncia e caracteres florais, como também nos padrdes da
morfologia polinica bastante heterogénea.

Espécies do género Aechmea, assim como os seus hibridos, estdo entre as bromelidceas

mais cultivadas para comercializagdo como plantas ornamentais. Estima-se que A. fasciata



(Lindl.) Baker tenha sido introduzida na Europa em 1826. Desde entdo, muitas outras espécies
do género tém sido comercializadas, sendo muitas delas atualmente cultivadas em diferentes
paises. Crescem em nivel do mar até altas montanhas. Desenvolvem-se ao sol, sombras, rochas,
arvores e, o que ¢ melhor, em casas, jardins e em estufas por todo o mundo. A maioria ¢
cultivada devido as suas inflorescéncias vistosas, mas algumas apresentam folhas coloridas que
aumentam seu valor ornamental, mesmo quando estas nao florescem. Nos Estados Unidos
espécies do género tém sido cultivadas na Califérnia, na Flérida e no Havai. Considerando
apenas o estado da Florida, o mercado de comércio de bromélias ¢ estimado em 20 milhdes de
dolares/ano (Cathcart, 1995).

A técnica de AFLP ¢ mais laboriosa que o método de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), contudo ¢ também considerada como mais confidvel, devido a sua
reprodutibilidade e por detectar um maior nimero de polimorfismos em uma tUnica corrida.
Apesar da inabilidade em distinguir heterozigotos de homozigotos, devido a sua caracteristica
dominante (marcador binario onde se detecta apenas presenga e auséncia da caracteristica),
Gerber et al. (2000) sugeriram que o elevado ntimero de loci polimorficos revelados pelo método
de AFLP contrabalancem a perda de informagao resultante da dominancia, enquanto Garcia-Mas
et al. (2000) mostraram que a técnica possui uma maior eficiéncia em detectar polimorfismos do
que os marcadores de RAPD ou RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Também
se sabe que a técnica possui custo inicial mais baixo e ¢ mais transferivel entre espécies do que
outros tipos de marcadores (Zimnoch-Guzowska et al., 2000).

O presente estudo visa contribuir para o conhecimento da taxonomia e evolu¢do do
subgénero Ortgiesia, do género controverso Aechmea, usando marcadores moleculares de AFLP,
comparando os resultados aqueles da literatura, contribuindo para uma melhor visdo e

compreensdo de sua evolugao.

Materiais e Métodos

Material Vegetal e Extracao de DNA

O material vegetal para a extragdo do DNA gendmico das espécies do género Aechmea
foi obtido nas coleg¢des vivas sob cultivo no Palmengarten, Frankfurt/Main e no Jardim Botanico
da Universidade de Heidelberg (Tabela 1). O procedimento de extracdo seguiu o protocolo de

Doyle e Doyle (1987; 1990), usando-se folhas liofilizadas a frio e secas em camara de vacuo. As



concentragdes do DNA extraido foram estimadas por eletroforese comparativamente a padrdes

conhecidos.

Procedimentos para AFLP

Um total de 60 a 65 ng do DNA gendmico foi digerido com Msel e HindIll em um
volume total de 10 pL. Os adaptadores foram ligados com a T4-DNA-Ligase aos fragmentos de
restricao em um volume final de 30 uL. A amplificacdo por PCR com os primers contendo trés
(+3) nucleotideos seletivos em sua extremidade 3' foi realizada em um Eppendorf Mastercycler,
seguindo essencialmente as instrugdes do fabricante.

Para a pré-amplificagcdo, um décimo da aliquota da restri¢do-ligagdo foi usada como um
molde usando-se primers desenhados para as regides Msel+C/HindIIII+A. A eficiéncia da pré-
amplificagdo foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%, sendo verificada em
gel corado com brometo de etidio. As amplificacdes seletivas foram executadas a partir do
produto da pré-amplificagdo diluido 1:20 e com diversas combina¢des dos primers
Msel+3/HindIII+3. Os produtos de AFLP foram separados em gel Spreadex® EL-800, corado
com brometo de etidio, sendo visualizados e fotografados sob luz-UV. Somente os fragmentos

de AFLP que puderam ser identificados inequivocamente foram incluidos na anélise.

Analise de dados

Os resultados da matriz 0/1 foram convertidos em uma matriz de distancia usando o
indice de similaridade de Jaccard ou Dice do pacote de software NTSYS-PC (Rohlff 1993). As
multiplas arvores de parcimonia foram combinadas para dar forma a uma unica arvore strict
consensus (50% Majority-Rule-Consensus). Os niveis de sustentagdo para as espécies foram
testados com 1000 réplicas de bootstrap. Dendrogramas foram gerados por andlise clusterizada
usando a op¢do UPGMA do pacote NTSYS-pc. Os dados de AFLP foram adicionalmente
sujeitos a analise pelo método NJ (Neighbour Joining) baseada no coeficiente Nei-Li usando o

programa PAUP versdo 4.0 beta 10 (Swofford and Begle 1993).



Resultados

A fim de selecionar as melhores combinagdes de primers na geragdo de polimorfismos,
um subconjunto de quatro genotipos foi selecionado para submissdo a uma amplificacdo seletiva
via PCR, incluindo quatro espécies de Aechmea (JOO1 A. cdndida; J002 A. gamosepala var
gamosepala; J003 A. caudata for. variegata e 1004 A. cylindrica) selecionadas a partir daquelas
listadas na Tabela 1. Para esta finalidade, as aliquotas pré-amplificadas foram diluidas em uma
propor¢do de 1:20 e sujeitas a amplificagdo com total de 81 diferentes combinagdes de primers.
Apods andlise pelo sistema de gel de Spreadex EL-800, selecionou-se as combinagdes
consideradas mais informativas, adequadas para uma analise remanescente. O niimero de bandas
amplificadas variou entre 10 (combinacdes de primers Pk34-H+AAG/M+CGA) e cinco (Pk37-
H+CGA/M+AGC), enquanto o numero dos polimorfismos foi entre seis (caso que das
combinagdes de primers Pk9-H+CGA/M+ACC e Pk33-H+CAG/M+AGC) e cinco (combinagdes
de primers Pk34-H+AAG/M+CGA, Pk37-H+CGA/M+AGC e Pk51-H+AGC/M+CGA). O
produto das cinco combinagdes de primers esta apresentado na Figura 1, enquanto a Figura 2
apresenta uma amplificacdo incluindo todos os 40 gendtipos com a combinagdo primer Pk32
(HindII+CAC e MSEI+CGA).

Apos a aplicagdo das combinagdes de primers mais informativas usando os 40 acessos de
Aechmea subg. Ortgiesia, foi efetuada uma analise visual dos produtos da AFLP, a qual gerou
uma matriz de dados, composta de 1360 caracteres. Desta foram excluidas 118 bandas
(designadas por "n"), uma vez que sua presenca ou auséncia nio estava clara. O dendrograma
gerado (software NTSY S-pc, bootstrap, 1000 réplicas) encontra-se apresentado na Figura 3, com
as respectivas entidades taxondmicas.

Os resultados revelaram cinco gen6tipos unidos em um clado basal (Clado I = 4. candida
populagdes 1 e 2; A. coelestris var. albo marginata 1; A. coelestris € A. coelestris var. albo
marginata 2) do qual emergiu um novo clado (II) incluindo A. candida, populagdo 3 e duas
populacdes de 4. winkleri. Desta ultima ramificagdo, dois clados principais (III e IV) derivam-se,
dando forma a subgrupos de taxa com diferentes niveis de relacionamento, como pode ser

comparado pela escala na base do dendrograma (Figura 3).



Discussao

Um maior entendimento sobre o relacionamento entre espécies nativas esta entre os
principais objetivos de taxonomistas, sistematas e conservacionistas, considerando-se que
marcadores moleculares podem ser bastante tuteis para esta finalidade. Dentre os marcadores
mais informativos estd o AFLP, um tipo de marcador em geral polimorfico, que tem sido usado
extensamente para acessar relacionamento, diversidade, ¢ padrdes de segregacdo génica nas
populagdes. O método de AFLP ¢ comparavel ao RAPD (Welsh e McClelland 1990) desde que
ambos os métodos geram marcadores andnimos e codominantes, com o segundo tipo de
marcador sendo considerado mais informativo e reprodutivo, como também mais eficiente em
detectar o polimorfismo (Mas et al. 2000).

Apesar das vantagens do método de AFLP a sensibilidade do método ndo atingiu as
expectativas na andlise do subgénero Ortgiesia, aqui estudado. Apesar da sensibilidade da
técnica e da capacidade de gerar elevados niveis de polimorfismo, os produtos de AFLP aqui
amostrados revelaram baixos niveis de polimorfismo no grupo Ortgiesia, com muitas bandas
monomorficas entre os taxa analisados. Uma possivel explicagdo pode estar relacionada ao
sistema do gel adotado para esta finalidade, desde que muitas bandas ndo puderam ser
visualizadas pelo sistema do gel de Spreadex EL-800 adotado no presente estudo, podendo-se
supor que melhores resultados seriam obtidos com o uso do tradicional sistema do gel vertical de
PAA (poliacrilamida), ndo disponivel quando ocorreram os procedimentos deste estudo.

Durante a sele¢ao das 81 combinagdes de primers mais informativas, quatro gendétipos de
Aechmea (JO01 A. candida; J002 A. gamosepala var. gamosepala; J003 A. caudata for. variegata
e J004 A. cylindrica) foram avaliados. Desta selecdo inicial, um subconjunto de cinco primers
mais informativos foram selecionados, considerando os polimorfismos em nivel interespecifico.
Os primers selecionados apresentaram bandas claras e amplificacdo altamente reprodutivel
quando transpostos para repetigdo nos 40 gendtipos selecionados, confirmando a
reprodutibilidade dos marcadores AFLP.

Analisando o dendrograma gerado, observou-se um clado basal (I) incluindo quatro taxa:
A. candida (populagao 1 e 2); 4. coelestris var. albo marginata 1; A. coelestris e A. coelestris
var. albo marginata 2. Ambas as espécies (4. candida e A. coelestris) vem sendo freqiientemente
indicadas como proximamente relacionadas, apresentando inflorescéncias ramificadas
basalmente (Butcher e Franklin 2005), um carater que também esta presente em A. winkleri,
incluida no clado II, mais proximamente relacionado, o qual inclui também uma terceira

populacdo de A. candida. Esta posi¢do basal do grupo sugere que este tipo de inflorescéncia



poderia ser identificado como um carater primitivo, devendo-se porém, levar em consideragdo
que o mesmo carater esta também presente em A. gracilis € A. organensis, que aparecem em
clados distintos (III e IV) na presente avaliagdo.

Destes grupos basais, dois principais clados emergiram, sendo um deles (clado III)
dividido em quatro grupos principais, um deles composto por um sub-clado incluindo A.
gamosepala var. gamosepala junto com A. gamosepala 1 e por um outro sub-clado incluindo 4.
gracilis e A. coelestris var. coelestris. A unificagdo de A. gamosepala var. gamosepala com A.
gamosepala 1 era esperada, mas sua separagdo da populacdo de A. gamosepala 2 ¢
surpreendente, pelo fato desta estar agrupada em um ramo inferior juntamente com A. lindenii e
A. kertezinae. Ambas as espécies compartilham com A. gamosepala a presenca de
inflorescéncias simples, o que tem sido considerado pelos taxonomistas como um carater
informativo no grupo Ortgiesia (Butcher e Franklin 2005).

O grupo seguinte ¢ composto por A. blumenavii e pelas populagdes 1 e 2 de 4. recurvata
var. ortgiesii. A espécie A. recurvata foi considerada como relacionadamente proxima a A.
pimentii-velosoi, pela presenca das folhas triangulares e eretas. De fato, em mais de um clado
ambas entidades (4. pimentii-velosoi 2 e A. recurvata) permaneceram juntas, refor¢cando esta
relacdo. A espécie A. blumenavii foi classificada proximamente a A. cylindrica (Butcher e
Franklin 2005), uma espécie que encontra-se incluida em um diferente sub-clado no presente
estudo.

O clado III também inclui espécies fortemente relacionadas como A. lindenii var. lindenii
juntamente com A. weilbachii, A. weilbachii var. weilbachii e A. caudata var. caudata. Estes
ultimos quatro taxa compartilham a mesma éarea de distribuicdo e a presenca de folhas coridceas
e liguladas (Butcher e Franklin 2005).

A segunda principal ramificagdo (clado IV) inclui um primeiro ramo com A. gracilis 2,
A. calyculata, A. conata var. mackoyama, Gen. spec. 2 (espécie ndo descrita), um segundo sub-
clado A4. organensis, A. recurvata, A. pimentii velosoi ¢ um terceiro sub-clado incluindo o 4.
lindenii, A.gamosepala 2 e A. kertezinae. Com respeito ao primeiro ramo, A. calyculata e A.
conata tétm em comum a presenga de folhas liguladas e coridceas, bem como a presenca de
inflorescéncias simples e densas. Por outro lado, enquanto A. organensis e A. pimentii velozoi
sdo similares e estdo relacionadamente proximas, 4. recurvata ndo vem sendo considerada como
proximamente relacionada a ambas espécies (Butcher e Franklin 2005). O terceiro ramo,
formado por A. lindenii, A. gamosepala 2 e A. kertezinae inclui trés espécies que sdo endémicas

do Sul do Brasil, ocorrendo simpatricamente no estado de Santa Catarina (Bert e Luther 2005),



com as ultimas duas espécies apresentando os inflorescéncias simples, sendo frequentemente
posicionadas no mesmo grupo em Ortgiesia (Butcher e Franklin 2005).

Nenhuma correlagdo entre o habito (considerando as descrigoes de Bert e Luther, 2005) e
o agrupamento no dendrograma gerado pdde ser reconhecida, sugerindo que a adaptagdo ao
habito terrestre e epifitico apareceu independentemente nos distintos grupos do subgénero. Uma
relagdo entre a altitude de ocorréncia das espécies analisadas e as relagdes reveladas pelo método
de AFLP ndo pdde ser observada.

Avaliacdes adicionais, incluindo os marcadores aqui gerados e caracteres morfométricos
estdo sendo analisadas pelos autores, devendo-se supor que a sua inclusdo e a aplicagdo de
métodos de andlises cladistica serdo mais informativas, resolvendo algumas questdes que

permaneceram abertas ou incertas no presente estudo.
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Tabela 1. Material vegetal usado nas analises de AFLP, incluindo procedéncia e nimero de acesso com os respectivos habitos e altitude. Todas as
espécimens foram coletadas no seu habitat natural e estdo sob cultivo no Palmengarten, Frankfurt am Main (indicado como PFM) ou no Jardim Botanico da
Universidade de Heidelberg (BGH). As entidades taxondmicas estdo em ordem alfabética. Os nimeros empregados aos correspondentes taxondmicos para
numeros dados no dendrograma. (Figura 1). Habito, distribuicdo e altitude estdo de acordo com Bert e Luther (2005). As espécies ao quais as informagdes

¢ n

em respeito ao habito, distribui¢do ou altitude ndo estdo presentes estdo designadas com “—".

Lab-N° Taxon e Autor Habito Distribuicao Altitude No. de Acesso
Jo2g A blumenavii Reitz. Epifitica Brasil, Blumenau, Santa Catarina. 300-850m  Heid-104588 (BGH).
Jo34 A calyculata (E. Morren) Baker - 1 Epifitica, terrestre Brasil, Bahia. 100-1,200m  Heid-103296 (BGH).
Jo1s A calyculata (E. Morren) Baker - 2 Epifitica, terrestre Brasil, Bahia. 100-1,200m  FRP s.n/Z-1161/LLZ 844/KS-030703-03 (PFM).
Jooq A candida E. Morren ex Baker - 1 Epifitica, terrestre Brasil, Regido Sul. _ FRP 90- 1685600/KS 030703-6 (PFM).
Jo30 A candida E. Morren ex Baker - 2 Epifitica, terrestre Brasil, Regido Sul. — Heid-103594 (BGH).
Joog  A-candida E.Morren ex Baker - 3 Epifitica, terrestre Brasil, Regido Sul. _ FRP 88-10485-3/KS 030703-7 (PFM).
Jog7 A caudata Lindman Epifitica, saxicola Brasil, Espirito Santo ao Rio de Janeiro. 0-900m  Heid-1030412 (BGH).
Joo3 A caudata form. variegata M.B.Foster Epifitica Brasil, Espirito Santo ao Rio de Janeiro. — FRP 95-14279-0/KS030703-9 (PFM).
Jo4q A caudata var. caudata Lindman Epifitica, saxicola Brasil, Espirito Santo ao Rio de Janeiro. 0-900m  Heid-104589 (BGH).
Jo1g A coelestris (K.Koch) E.Morren Epifitica Brasil, Espirito Santo ao Parana. 650-880m  FRP s.n./KS 030703-08 (PFM).
Joo7 A coelestris var. albo marginata M.B.Foster - 1 _ Brasil, Espirito Santo ao Parana. _ FRP 90-1152400/KS 030703 (PFM),
J039 A coelestris var. albo marginata M.B.Foster - 2 Epifitica, saxicola Brasil, Espirito Santo a0 Parana. 650-880m  Heid-103297 (BGH).
Jo31 A coelestris var. coelestris (K.Koch) E.Morren Epifitica, saxicola Brasil, Espirito Santo a0 Parané. 650-850m  Heid-102979 (BGH).
Jo11 A comata var. lindenii (Gaudichaud) Baker — Brasil, Regido Sul. _ FRP 9313595-2/KS 030703-14 (PFM).
Joog A comata var. mackoyana (Mez) L.B.Smith _ Brasil, Regido Sul. — FRP 99-18817-0/KS 030703-15 (PFM).
Joo4 A cYlindrica Lindman Epifitica ou rararmente  Brasil, Serra do Mar, estado de Sdo Paulo~~ 0-1,200m  FRP 98-16937-0/KS 030703-12 (PFM).

terrestre

Jo25 A fulgens typica Brongniart _ Brasil, Pernambuco. _ FRP s.n./H 144 LLZ 727 (PFM).
Jog4 A fulgens var. discolor (C.Morren) Brongniart Epiftica Brasil, Pernambuco. — FRP 98-16936-0/LLZ 867 (PFM).

Tabela 1. Continuagao.



Lab-N° Taxon e Autor Habito Distribuicao Altitude Nr. de Acesso
Jo12 A gamosepala Wittmack 2 Epifitic?, rupitcola ou Brasi, o Paulo ao Rio Grande do Sul. 0-250 m FRP 98-16960-3/KS 030703-10 (PFM).
errestre
Joo2 A gamosepala var. gamosepala Wittmack Epifitic?, rupitcola ou Brasil, S&o Paulo ao Rio Grande do Sul. 0-250 m FRP 88-10490-3/KS 030703-11 (PFM).
errestre
Jo32 A gamosepla Wittmack — 1 Epifitica, terrestre Brasil, S&o Paulo a0 Rio Grande do Sul. 0-250 m Heid-130384 (BGH).
J021 A glomerata Hort. ex Beer — — — FRP 98-16961-3/LLZ 744 H 272 (PFM).
J00s A. gracilis Lindman -1 Epifitica Brasil, Rio de Janeiro a Santa Catarina. 0-1,000 m FRP 98-16949-3/H 043 (PFM).
J038 A. gracilis Lindman - 2 Epifitica Brasil, Rio de Janeiro a Santa Catarina. 0-1,00m Heid-103595 (BGH).
Jo1g A kertesziae Reitz Epifitica, rupicola Brasil, Santa Catarina. 5-350 m FRP s.n. /KS 030703-13 (PFM).
Jo17 A lindenii (Gaudichaud) Baker Epifitica, rupicola Brasil, Santa Catarina. 0-400 m (F;{FPM 9)38-16935-3/KS 201101/ LLZ 804 FAA 804
Jo4o A lindenii var. lindenii (Gaudichaud) Baker Epifitica Brasil, Santa Catarina. _ Heid-130360 (BGH).
Jo3s A organensis Wawra Epifitica Brasil, Rio de Janeiro ao Rio Grande do Sul ~~ 0-1200m  Heid-103027 (BGH).
Jo3g A pimentii-velosoi Reitz - 2 Epifitica, terrestre Brasil, Rio de Janeiro a Santa Catarina. 350m Heid-103299 (BGH).
Jopo A pimentii-velosoi var. glabra Reitz Epifitica, terrestre Brasil, Rio de Janeiro a Santa Catarina. 0-500 m FRP 901144-400/Z 1193 LLZ 807 (PFM).
J013 A pimenti-velosoi Reitz Epifitica, terrestre Brasil, Rio de Janeiro a Santa Catarina. 350 m FRP 88-10490-3/KS 030703-11 (PFM).
Jo27 A racinae var.tubiformis E.Pereira Epifitica Brasil, Espirito Santo. _ FRP 86-16933-3 (PFM).
J009 A. recurvata (Klotzsch) L.B.Smith Epifitica, saxicola Paraguai, Uruguai e Argentina. 0-700 m FRP 88-10490-3/KS 030703-11 (PFM).
Jo14 A recurvata var. benrathii (Mez) Reitz Saxicola Paraguai, Uruguai e Argentina. 0-500 m FRP s.n. /KS 030703-2 (PFM).
Jo1o A recurvata var. ortgiesii (Baker) Reitz - 1 Epifitica, saxicola Paraguai, Uruguai e Argentina. 0-2,000m  FRP 0193483/KS 030703-3 (PFM).
Jopg A recurvata var. ortgiesii (Baker) Reitz - 2 Epifitica, saxicola Paraguai, Uruguai e Argentina. 0-2,000 m Heid-104623 (BGH).
J019  A. weilbachii Didrichsen Epifitica Brasil, Espirito Santo ao Rio de Janeiro. — FRP 2- 1467-87-80/FRP 97 18 214-3 FR- 747
(PFM).
Jo22 A weilbachii var. wulbachii Didrichsen Epifitica Brasil, Espirito Santo a0 Rio de Janeiro. 0-1,000m  FRP 99-18220-0/LLZ 853 (PFM).
Jo2e A winkleri Reitz - 1 Epifitica, terrestre Brasil, Rio Grande do Sul. _ FRP 98-16954-2/LLZ 743 (PFM).

J033

A. winkleri Reitz - 2

Epifitica, terrestre

Brasil, Rio Grande do Sul.

Heid-103605 (BGH).
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Figura 1. Amplificagdo seletiva do DNA gendmico de quatro diferentes espécies de Adechmea; A.
candida E. Morren ex Baker, A. gamosepala var. gamosepala Wittmack, A. caudata form.
variegata M.B.Foster e A. cylindrica Lindman com cinco diferentes combinac¢des de primers.:
(A)=H+CAC/M+CGA; (B)=H+CAG/M+AGC; (C)=H+AAG/M+CGA; (D)=H+AGC/M+CCA;

(E)=H+CGA/M+AGC. “L”=Marcador de peso molecular, correspondente a 100 bp. (DNA
ladder).



Figura 2. Gel Spreadex” EL 800 com produtos da reagio de AFLP da combinagio de primer
Pk32 (HindII+CAC e MSEI+CGA) em 40 espécies de Aechmea. Posi¢des indicadas por “L”

correspondem a 100 bp DNA ladder e para HindIII lambda de DNA digerido (ltima posi¢ao).
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Figura 3. Arvore de parcimonia incluindo 40 espécies de Aechmea do subgénero Ortigiesia e
uma espécie nao identificada de Bromelioideae (Gen. spec. 1), apds andlise UPGMA.



5. Conclusoes

As Bromeliaceae constituem-se em uma familia homogénea quanto a alguns caracteres
citogenéticos como a estrutura dos nucleos interfasicos e o comportamento de condensagao

profasica, sugerindo que constituem um grupo monofilético.

A familia apresenta diversidade cromossdmico-numérica restrita, com a maioria das

espécies apresentando 2n=50 e, mais raramente, polipléides com 2n=100 ou 2n=150.

Estudos citogenéticos anteriores a 1965 geraram nimeros cromossdmicos a partir da
técnica de cortes microtdomicos seriados, porém nao foram confirmados pelo presente estudo
nem por recontagens anteriores, devendo ser tratados cautelosamente em analises da evolucao

cromossOmica da familia.

Todas as espécies analisadas apresentaram cromossomos de tamanho diminuto,
observando-se baixo contetdo de heterocromatina naquelas onde técnicas de bandeamento (C

e fluorocromos) foram aplicadas.

Caridtipos bimodais apresentam-se em espécies diploides com 2n=50 com predominéincia

nas subfamilias Pitcairnioideae e Tillandsioideae.

A poliploidia, provavelmente associada a hibridizagdo, apresenta-se como o mais
evidente mecanismo evolutivo da familia, embora a presenca de disploidia seja evidente em

alguns grupos, com énfase para as Tillandsioideae.

A avaliagdo com marcadores AFLP (Amplidied Fragment Lenght Polymorphism)
aplicada ao subgénero Ortgiesia de Aechmea, sugere que o grupo A. candida - A. coelestrix -
A. winkleri teria uma posi¢do primitiva dentro do grupo, além de reforcar uma possivel
proximidade entre taxa considerados relacionados (4. recurvata & A. pimentii-velosoi; .

calyculata & A. conata; A. lindenii & A. gamosepala & A. kertezinae).



6.0 Anexos



6.1 Chromosomal features and evolution of Bromeliaceae
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and ther value should be considersd carefully
(Brown and Gilmartin 1986).

Muost previous works have been restricted
to chromaos sme counts from meiotic cells, with
only [ew details on karvolype architecture.
Considering the relatve conservation of chro-
mosome numbers il s interesting o ageres: be
further eviologeal information as interphase
nuclal structure, condensing behavior in pro-
phasz to prometaphase, chromosome size and
morphelosy as well as banding patlemns in
order to assess a possible role of the hetero-
chromatin in the karvolype evolution. The
present study aims o sereen different penera of
Bromeliaceas regarding these oviolomeal lea-
tures in order o evaluate their usefulness for
phylogenstic purposes.

Materials and methods

All species studied are listed in Table | with sounce,
voucher numbers and previous reparts of chromo-
some numbers, if any & available. Cytological
ohservations were carmied out from root tips, Sower
bud primordia or kal meristems. For mitotic
amest, meristematic Hssues were pre-treated with
B-hydroxiguinoline (2 mM) Far 24 h and fixed in
Carnoy (Ethanol Acetic acid, 3:1). The standand
chromosome preparations (HC Giemsa) followed
the technigue described by Benko-lseppon and
Morawetz (2000). C-banding was performed after
Schwarzacher et al. (19800 with minor modifica-
tions and the fuarochrome staining with CMA/
Actinomycin/TAPT followed the procedums de-
acribed by Deumling and Greilhuber (1982) akter
the method developed by Schweizer (1976). Silver
Aaining of interphase mcle Fallowed Hizume et al
(19800 with minor modifications.

Measurements of chromosome maximal and
minimal sizes were hased on drawings of 2—4 well-
contracted metaphase plates of cach species pre-
sented as compared with a micrometric scale. Since
all specics presented chromosomes of small zize, a
minimum of 10 good metaphase or prometaphase
spreads were checked in order to identify the
comect chromosome mumber.

Photomicrographs Were taken with
Kadak Technical Pan for conventional staining
and with Kodak T-Max 400 for fuvorochrome
Aaining.

Results

Chromosome numbers and cytological fea-
tures of the 19 analvzed taxa are pressnted in
Table | and 2 and illustrated in Figs. | and 2.
First evielogical analyzes are presented for 15
taxa assignad o the three sublfamiliss as
Follovws: (a) Bromehoideas (10 taxa); Ananar
nanus, Deingcanthon wrbanianum, Fascicuaria
hicolor ssp. hicolor, F. hicolor ssp. canalicuiata,
Greigia all. mudfordii var. micantha, &, sph-
acefata, Ochapavia  elepans, O, litoralis;
Orthaphviem disiunctin (b)) Pitcairmioideas
{4 taxa) Avensua maipanensii; Dewterocofmia
forentzigna; Dvckio sacatilis, Pitcairnia airoru-
hens, and Puva mirabilis {¢) Tillandsioideas
{1 taxon): Cadopsis foribunda. For the gensra
Avensua, Deinacanthon, Fascicwlaria, Gregia
and Ochagava these are the first karyvologcal
data.

Additional features as interphase nucls
structure, chromosome condensing behavior,
and  banding patterns (C-banding, fluoro-
chrome swining with CMA Actinomycin
DAPI and silver staming with  AgMNOL)
were carried out for the first time in Brome-
liaceae,

All analvzed species presented semi-reticu-
lated interphase nuclel and proximal-anteror
chromosome condensing behavior during pro-
phase to prometaphase (Table 2; Fig b, c,
e, m; Fig. 2k, e, g) mostly with small spheroid
or rod shaped chromocenters jeg. Fig 1h, 2)
with exception of Dewterncofmia foreniziana
that presented flamentous  chromocenlers
{Fig. Zh).

The number 2n= 50 was observed in 16
spacies (Table 1, ten belonging o subfumily
Bromelimideas, Tour o Picairmoideas  and
two to Tillandsioideae, covering a total of 12
of the 15 genera analvesd. Higher plody
levels could be observed in two species of
Bromelimdeae  {Bromelia  laciniosa,  with
n=ca. 150 Fig |d) and Deinacanthon wr-
hanignum (2n=ca. 160, Fig 1e). Since this
last number deviates from the =25 hase
number, we carred out additional counts
confirming this number.
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and their value should be considersd carefully
(Brown and Gilmartin 1986).

Most previous works have been restricted
o chromosome counts from meiotic cells, with
only few details on karvotype architecture.
Considening the relative conservation of chro-
mosome numbers it s interesting o ageres le
further eviologeal information as nierphase
nuclal structure, condensing behavior in pro-
phasz to prometaphase, chromosome size and
morpholosgy as well as banding patlemns in
order to assess a possible role of the hetero-
chromatin in the karvolyvpe evolution. The
present study aims o screen different penera of
Bromehaceas recarding these oviological lea-
tures in order o evaluate their usefulness for
phylogenstic purposes.

Materials and methods

All species studied are listed in Table | with sounce,
voucher numbers and previous reparts af chromo-
some numbers, if any & available. Cytological
ohservations were carmied out from root tips, Sower
bud primordia or kal meristems. For mitotic
amest, meristematic tsues were pre-treated with
B-hydromiguinoline (2 mM) for 24 h and fixed in
Carnoy (EthanolAcetic acid, 3:1). The standand
chromaosome preparations (HCGiemsa) followed
the technigue described by Benko-Tseppon and
Morawetz (2000). C-handing was performed after
Sclwarzacher et al. (1980) with minor modifica-
tions and the fuarochrome staining with CMA/
Actinomycin/TDAPT followsd the procedums de-
acribed by Deumling and Greilbuber (1982) after
the method developed by Schweizer (1976). Silver
Aaining of interphase mucle Fallowed Hizume et al
(19800 with minor modifications.

Measurements of chromosome maximal and
minimal sizes were based on drawings of 2—4 well-
contracted metaphase plates of each species pre-
sented as compared with a micrometric scale. Since
all species presentad chromosomes of small zize, a
minimum of 10 good metaphase ar prometaphase
spreads were checked in order to identify the
comect chromosome mumber.

Photomicrographs were taken with
Kaodak Technical Pan for conventional staining
and with Kodak T-Max 400 for fuvorochrome
aaining.

Results

Chromosome numbers and cytological fea-
tures of the 19 analveed taxa are pressnted in
Table | and 2 and illustrated in Figs. | and 2.
First eytological analyees are presented for 15
taxa assigned to the three sublamilies as
follovws: (a) Bromeboideas (10 taxa): Ananas
nanuz, Deinacanthon wrbanianum, Fascicwaria
hicotor ssp. hicolor, F. hicolor ssp. canaliculata,
Grreigia all. mulfordii var. micantha, &, sph-
acefata,  Ochapavwa  elegans, O, litoralis;
Orthophvium  disiunctem (b)) Pitcairnimideas
{4 taxal Avensua maipanensii; Dewterocofmia
loreniziagna; Dvekia sacailis, Pitoairnia atroru-
hens, and Puva mirabilizs () Tillandsioideas
{1 taxon): Catopsis foribunda. For the gensra
Avenswa, Deinacanthon, Fascicwlaria, Greigia
and Ochagava these are the first karvologeal
data.

Additional features as interphase nucle
structure, chromosome condensing behavior,
and  banding patterns (C-banding, fluoro-
chrome swining with CMA Actinemycin/
DAPL and  silver staning  with  AgNOL)
were carried out for the first time in Brome-
liaceas.

All analveed species presented semi-reticu-
lated interphase nuclet and proximal-anterior
chromosome condensing behavior during pro-
phase 1o prometaphase (Table 2; Fig b, ¢,
e, m; Fig 2k, e, g) mostly with small spheroid
or rod shaped chromocenters jez. Fig 1h, 2)
with exception of Dewterncofmia forentziana
that  presented fAlamentous  chromocenlers
{Fig. Zh).

The number 2n= 5 was observed in 16
species (Table 1, ten belongng to subfumily
Bromelivideae, four o Pilcairnioidess  and
taar to Tillandsioideas, covering a total of 12
of the 15 genera analveed. Higher ploady
levels could be observed in two species of
Bromeliideas  (Bromelia  laciniosa,  with
In=ca. 150 Fig 1d) and Deingcanthon wr-
hanianem (Zn=ca 160, Fig le), Since this
last number deviates from the 1=25 bhase
number, we carried out additional counts
confirming this number.
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Fig. 1. Mitotic chromosomes and interphase nuclei in Bromeliaceae. a Aechmien bromelifolia (2n= 507 b
Ararnag comosus and A, manses (both 2n=50); d Bromelia locdbse (In=150); e Debacanthon wrbanlem
(2n=ca 160} f— Faselwana bicoforssp. bicolorand F. bicolor sap. conalicidata (both 2n = 500 h—i Greigia spoc.
oy, and 7. gphacelata (both 2n= 30 H Ochagavia elegans and Q. ltoralls (bath 2n= 500 m Onkophyien
digpencium (2n= 500, Bar (in m) corresponds to 10 pm
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Fig. 2. Mitotic chromosomes and interphase nuclei in Bromeliaceas. a Apensug sapasensls (In=46); b
Dewterocofmia loreniziana (2n=50 and 2n= 100 respoctively); d Dpolda saxardis (2n=50) e Picarmla
atrarubens (In= 50; f Puva mirgbiliz (2n= 53 g Cetopsils fforfuaeda {In=50); h Tiaredos dodvorl (2n=50).
Bar (in h) comesponds to 10 pm
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A sngle case of polvplody was found for the
sublamily Pilcaimiosdese in some mdividuals
of Dewterocofmin lorentziana. It s remarkable
that in different individuak of this species
erowing side by side in pods two different
chromosome numbers {(2n= 30 or 2Zn= 100;
Fig. Zb<) could be observed. Still more sur-
prsing both penomes had gquite  different
chromosome sizes and morphology, with the
diploids bearing larger chromosomes | bebwesn
220and 114 pm) and a tendency o bimodal-
ity, with 19 larger and 6 smaller chromosome
pairs {Fig 2b) while the tetraploids presented
smaller chromosomes {19405 pm) with only
o pairs of larger chromosomes (Fig. 2¢). We
carried out additional collsction and oblaimed
the same results, The individuals belong o the
same species and could not be distnguished
morpholosically.

For Avenswa waipanensis we [ound 2n =46
(Fig. 2a), but  the remaining  ovtological
features are similar 1o that of the other
Bromehaceas, with small chromosomes (1 62—
0.8 wm) and similar interphase nucla struc-
ture and chromosome condensing behavior.

Al studied species had chromosomes of
small size, with lengths varving betwesn 2,72
and 0.5 pm. The larger chromosomes were
observed in Adechmea  bromeliifolia (272
136 pm; Fig. la) and the smaller in Greigia
all. maelfordii var, micrantha (114057 pm;
Fig. 1hl, both with 2n= 350, lollowed by Brom-
dia laciniosa (2n=ca. 150) with sizes betwesn
1.25 and 0.25 pm (Fig. 1d).

Muost spedes presented chromosomes of
similar stees (1 regular karyotypes), as shown
in  Amanas comosus (Fig 1B, A manus
(Fig. le), Fasciolaria  bicolor  ssp. bicolor
(Fig. 10 and O, ftaralis (Fig. 1),

After C banding in two species (Deingoan-
than wrbaniarum and Dyckia sacatilis) no het-
erochromatic bands could be observed (data not
shovwn). On the other hand, the triple staining
with CMA A conomyvein/DAPT revealad one to
two pairs with CMA® DAPL terminal {or
subterminal) bands in thres members of the
Bromelimdess analveed: dechmea bromefifoka
(2 pairs; Fig. Xe-0); Greigia sphacelfata (| pair;

Fig. 3a-b) and in Ochagavia fiwrals (1 par;
Fig. o). Considenng the small chromosome
sizes and in order toincrease C band resolution,
a combination of C banding and CMA DAPI
staiming was performed in Aechmea bromelito-
fig (in this study the spedes with larger chro-
mosemes) but only faint DAPT bands could be
obsarved mn few cells (data not shown), mavhbe
dug o differential condensing  chromosomme
regons in latle promelaphase.

Silver stwining in interphase nucla was
carried out For two species (dechmen bromelii-

Jolia and  Pitcairnia arorubens) revealing a

maximal number of four nucleoli in the frst
and two in the second species. Two pairs of
sulellited chromosomes could be observed in
CGrreigia all, mudtordii var, micrantha and alsoin
Dyeckia savcatilis.

Thiz 15 the first report  presenting
photomicrographs of mitotic chromosomes in
Bromeligceas, Due to the small size, the
karvotype architecture was described only for
the species with good spreads of condensed
metaphase chromosomes, General [eatures
observed are presented in Table 2. All mem-
bers of subfamily Bromelioideas analveed
showed svmmetnc karvolvpes with chromo-
somes of regular size, similar to the only
Tillandsideas studied | Tiltandvir dodvonii). 1t
15 noteworthy  that of four Pitcairmioideas
studied, emly a single species presented regular
karvolvpes {chromosomes with similar sizes),
with the remaining thres presenting a tendency

to bimodality (Table 2.

Diseussion

Considering  the similarites  regarding  the
interphase nuclel structure, the condensing
behavior and the chromosome siees, Bromeli-
aceas can be considered a natural group.

As shown in Table |, there were previous
counts for only four of the 19 taxa analyeed in
the present work. Our results confirmed pre-
vious reports of Brown et al, (19970 for dsch-
mea bromeliifolia (2n= 301 and of Brown and
Cilmartin {1989 and Brown e al. (19970 [or
Tillandsia  dodsonii (n=25% 2n=350. Our
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Fig. ¥, Metaphase chromosomes of Bromeliaceas afler sequential staining with the fluorochromes [DDAPT/
AMINCMA Y ah Grejpia sphacelata; e Dchagavia ltoralls, of Aecfomea browellifolia. Amows indicate
CMA" bands. Bar (in fj comesponds to 10 m

observation of small chromosomes of similar lation collected in Bahia (Cotias-de-Oliveira
sizes in Bromelia lociviosa with 2n=ca. 150 et al. 20007
also confirms the single counting for  this For almost all ten genera wath previous

species carried oul in another Brazhan popu-  reports we [ound similar chromosome num-
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hers a5 reported [or related speces, with
prevalence of n=252n=350. Deviating num-
hers have been all penerated by the classical
microtome  secton  techmigue (g Billings
1904, Lindschau 1933 Matsuura and Suto
1935, Gauthé 1965, Weiss 19657 used by most
of the researchers up to 1965, After review of
all chromosome numbers reported in Brome-
liacess we obssrved that most of the uncom-
mon numbers reported by these authors were
not confirmed in later studies, sugeesting that
they should be considersd carefullv. This is
serious when considering that of the about 220
speckes  previously  studied, around B0 are
referred only in studies published  before
1965, revealing that recounts for this family
are g5 important 45 new chromosome counls.

The genus Ananas showed 2 umiform
karyotype with regular chromosomes in both
speckes analveed (4. comosus and 4. nanus,
both with 2n=>50) Tetraploid specimens
{2n = 100} have been reported in 4. macrodon-
tes = Prewdananas  sagenarivs (Arruda)
Camarge), while triploids {2n =75 and tei-
raploids (2n= 100) have also been found 1in 4.
comnsus (Collins and Kerns 1931, 1936, 1938
Lin et al. 19870 A sngle case of ansuploidy in
A. ananassoides was published with Zn =48
(Lin etal. 1987), maybe due o crossing
sxperiments for breading purposes.

Avensug waipanensiz, a MONOLVPIC £enus
currently placed in Pitcairnicideas {Smith and
Till 1998) presented Zn=46 chromosomes,
that disagress with the basic number x =25
found in most Bromeliaceae, This species 15
native to two Tepws of the Guavana High-
lands and is also characterized by particular
leal anatomical Features (Horres and Ziska
19957, It 15 notable that Avensua was first
placed in Vellosaceas (Maguire and Wurdack
1957 before being identified to be a bromehad
(Avensu 1969, Smith 1969, Recently molecu-
lar analvses of tenl intron sequences of the
chloroplast genome {Horres et al. 2000) posi-
tioned Avenswa together with Brocchinia as a
hasal clade with sister group relationship to the
remainder of the fmily, The sublfamilal
position of the genus Brocchinia has ako been

discussed. Brocchinia 1s the only genus of the
monaphyletic tribe Brocchinieae (Varadarajan
and Gilmartin 1988), and 15 currently placed in
the Pitcairnioideas (Smith and Till 1998), even
though this spedes display some characters
tvpical  for  the sublamily  Tillandsioideas
{Benzng 20000, The single count reported for
this genus was carried out by Oberprieler and
Voet (1993 that reported 2Zn=I18 for 8.
cinerea {Delile) Vis, Unfortunately we wers
not able Lo analyze cyiogenstic features of
Brocchinia up o now, Our results for A vensua
reveal that despite the contrasting chromo-
some numbers remaning features as chromao-
some  size, condensing  behavior and  the
interphase nuclei features are in accordance
with those obssrved in other Bromelacess, On
the other hand, these fatures are also present
in other monecot families ke Vellosaceas
{Franklin-de-Melo et al. 1997) and Xvndaceas
{Benko-lseppon and Wanderley 20021, Molec-
ular data clearly place Avensua within Broc-
chinig (Horres et al. 2000, Horres et al. in
print, Givnish et al. in print) so that the study
of cviolomcal leatures within A vemsua Broc-
chinig 15 a wery inleresting case study for
evolutionary trends within Bromeliaceas,

The observation of two different ploidy
levels  in morphologically  undistinguish-
able individuals of Dewteroohnia forentziana
{Zn=350, 1 50; growing side by side in the same
potl is surprising, espeaally considenng the
differences in chromosome sizes and morphol-
ogy (Table 21 While the diplmds presented
larger  chromosomes  (belween 220 and
[.14 pm) and a tendency to bimodality (19
larger and & smaller chromosome pairs) the
tetraploids presented smaller chromosomes
(1% — 0.5 pm) with only two pairs of larger
chromosomes. These ohservations sugeest that
some  ssquences were ehminated from  the
genome during the process of polvploidizaton,
a phenomenon previously observed 1 other
families of Angosperms (eg. Souza and Ben-
ko-Tseppon 20041, Evidences of sequence elim-
ination during polyploidization processes have
been shown belore, suggesting that polyvplody-
induced sequence ehimination is a directed, non
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random  process {Feldman et al. 1997, Lig
el al. 1998). Since the plants analvesd n this
study have been grown from sead s, one cannot
exclude the possibility of interspecific oul
crossing in the penesis of the polvplodization
event, reinforang the importanee of hybrd-
ization in the evolution of Bromeliaceas

Considering the general lsatures of the
karvolypes that represent different ploady lev-
els in Bromehaceae (in the present work the
three levels 2n=350, 2n= 100 and Zn= 150~
160 could be observed) regarding chromosome
sizes two trends mav be identified: (1) generally
lareger chromosomes in lower ploidy levels and
smaller in higher ploidy levels and (I lower
contrast betwesn maximal and minimal chro-
masome sizes in polyplods than in diploads,
Taking these evidences inlo accounl one may
suppose  that some chromatin  elimination
cccurred in the course of polyploidization
svents during the evoluton of Bromeliacene,
This hypothesis should be evaluated with a
larger number of species in the luture.

Mo B chromosomes have been observed
in our study, even though Cotias-de-Olive-
ira et al (20000 have reported ther obsarva-
tion, as in Crypranthy bahianes LB, Sm.
(2n=M41—-4B) and Hohenbergia all. wiicd-
osa Ule (2n=5042R).

Marchant (19671 observed two groups of
chromosomes of dilferent sizes in some species,
characterzmg bimodal karvolvpes, In our
study some discrete bimodal karyotvpes have
hesn obsarvad as in Dewterocohnia loreniziana
(Zn = 500 Studies of karvotvpe in Bromeli-
cepe revealed bimodality especially mn Tilland-
siidene (penera Tillandsio and Friesea), and
also as a tendency in Bromehoidease (Brown
and Gilmartn 1986, 19895, In our study
bimodal karvolvpes were observed in two
species of  Pltavirmioideas | Daster ocahnia
forentziong and Puva mirabilis; Table 2, but
not in the studied members of Bromelioideas
and Tillandsmdess, An evaluation of a large
number of species from all three subfamilies
should be carried out in order 1o evaluate if
this leature could represent an evolubionary

trend specific to a given sublfamily, as sug-
zested belore.

Since the Bromeliaceae are conservative
regarding chromosome base numbers, an eval-
wation of heterochromatin evolution could be
helpful to the understanding of infrafamilial
relationships.

Aflter the triple staiming with ChMA L Act-
nomvein DAPT one o two CMA® DAPI
bands could be observed in the thres studied
spedes (see Table 27 probably corresponding
o the WO R-associated heterochromatin, Mo
additional © bands could be observed in
Deingoanthon wrbanianem and Dyvekia savatil-
is. Also the attempl Lo associate C banding
with CMA/DAP] stmning, performed in dech-
mea bromelifolin (the species with  larger
chromosomes in the present studv) revealsd
no heterochromatic bands. These evidences
sugeest that Bromelisceae are relatively poor
in heterochromatin, a tvpical feature of plants
with small chromosome sizes. This 15 also
confirmed by the observations of mnterphase
nuclel structure, with most species presenbing
quite small chromoceniers.

A maximum number of two satellited chro-
mosome pairs was observed in Gragia aff.
mulfordii var. miccantha and in the diploid
individuals of Dewterocohnia loreniziana. The
gilver (AgMNOL) stuning also confirmed the
assumpbon that CMA* DAPI bands corre-
spond to the NORs, This method stains the
nucleahi of the MO -<chromosomes thatare active
in the latest interphase, and revealed a maxi-
mum of four nucled for Dyekia savatilis (also
with two pairs with CMA® ' DAPL ferminal
bands). It is assumed that sach chromosome sat
ongmally presented a single pair of NO-<chro-
mosomes (Stebbins 1971, but this number
normally  increases during  polyplodization.
The presence of two pairs of such chromosomes
mav confirm the theory that the Bromelisceas
are palsopolvploids with base chromosome
number x=25 that probably evolved [rom
hybridiza ion of spacies with lower ploady levels
not available anymore (Brown and Gilmartin

1989, Brown et al. 1997,
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A very Frequent evtological trend in angio-
sperms 15 dvsploidy. It has been defined as a
change in chromosome number due to struc-
tural rearrangements, with occurrence in many
other monocolvledonous Femilies { Frankhin-de-
Melo et al. 1997, Guerra 2000, Benko-Iseppon
and Wanderley 20023 The available chrome-
some data for Bromehaceae reveals a high
importance of polvploidy in the evolution of
the Bmilv with an almost complete lack of
dvsploid changes, Additonally the prevalence
of the number 2n = 50 {and is relative penome
size) may represent the ideal (e, most success-
ful} character combination for this Family,
indicating that hybridization evenis resulted
manly in mndividuals that maintamed the same
ploady level as the parental speciesin the courss
ol species diversification within this Family.

Recently  the  reproductive  biology  of
hybrid bromeliads was siudied in natural
populations of Pitcairmia spedes, with hvbrids
bearng intermediate features relitively o the
parents (Wendt et al. 2001, The genetic var-
jability was also investigated using isoenzy-
matic  polymorphisms  in genotypes  of
Pivcairnia geviesii revealing a high diversity
level within species distributed in different
populations  of  inselbergs  (Sarthou et al
20011 The karvological evaluaton of such
natural hvbrids, including moderm methods as
GISH {genomic in site hvbndization) could
bring interesting evidences for the understand-
ing of chromosome spedation processes within
this [amilv.

In view of the presented features and up to
date lierature data, the karyvological evalution
in Bromehacese can be summarized by (1)
conservation regarding interphase nucle struc-
ture and chromosome condensing behavior;
(11} hmited chromosome number diversification
with dominance of 2n =350, with few excep-
tons; (M) minute chromosomes with low
amount of heterochromating {iv) presence of
one o bwo pairs of NOR-bearmg chromo-
somes in species with 2n =350, sugeesting that
this ploidy level corresponds to the original
tetraploid level; (v) presence of bimodal kary-
olvpes m some diploid spedes (2n=50) with

polvploids (2n= 100, 150, 1603 showing smal-
ler chromosomes of similar sizes.

The present work shows that, despite the
importance  of chromosome numbers,  the
agerazation of additonal karvological leatures
in the evaluation of Bromelisceas mav bring
very interesting evidences about the phyloge-
netic relatonships of its members and should
be considered as a uselul ool for the under-
standing ol evelulionary trends i the Family.
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7.0 RESUMO

Face ao seu exotismo e diversidade, a familia Bromeliaceae esta entre as mais admiraveis da
flora neotropical. Embora existam contagens cromossomicas para cerca de 200 espécies (10%
dos membros do grupo), poucas sdo as analises cariologicas prévias agregando informagdes
citogenéticas adicionais, como morfologia cromossdmica, caracterizacdo de nucleos interfasicos,
dos padrdes de condensacdo cromossomica, ou técnicas de bandeamento. Do ponto de vista
molecular, a maioria das inferéncias tém ocorrido em nivel macrotaxonémico, com base na
analise de seqiiéncias nucleares e extra-nucleares, havendo poucas andlises em nivel
infragenérico e interespecifico com marcadores moleculares. O presente estudo fornece novas
evidéncias citogenéticas para 73 espécies, dentre as quais 48 espécies e nove géneros analisados
pela primeira vez. Os resultados apontam para uma relativa conservacdo quanto ao padrao de
condensagado (proximal em todas as espécies analisadas) e ao principal tipo de ntcleo interfasico
(semi-reticulado), embora existam diferengas perceptiveis na forma e distribuicdo dos
cromocentros. A maioria das espécies apresenta cromossomos diminutos, havendo uma
tendéncia a bimodalidade em alguns taxa analisados. Para as espécies Aechmea aquilega
(Salisbury) Grisebach, 4. bromelifolia (Rudge) Baker, Ananas comosus L. Merrill, A. nanus
L.B.Smith, Greigia sphacelata (Ruiz & Pavon) Regel, Ochagavia litoralis (Phil.) Zizka,
Trumpler & Zoellner, Puya coerulea Lindley e Tillandsia bourgarei Baker, foram efetuadas
analises com os fluorocromos CMA/DAPI, revelando predomindncia de heterocromatina
CMA/DAPT rica em GC (Guanina-Citosina) associada as RONs (regides organizadoras de
nucléolos). A coloracdo com nitrato de prata também foi aplicada, revelando um ou dois pares
portadores de RONs nas espécies analisadas. As analises de AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism ou Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos Amplificados), aplicadas a 40
entidades taxondmicas do subgénero Ortgiesia do género Aechmea Ruiz & Pav. revelaram um
clado basal incluindo espécies do complexo 4. candida-A.coelestrix (composto de cinco
genotipos relacionados), a partir do qual as demais provavelmente derivaram, emergindo em trés
ramos adicionais distintos e parcialmente consistentes com as caracteristicas fitogeograficas e
taxonomicas conhecidas. Os resultados gerados, especialmente aqueles relacionados as espécies

de classificacdo controversa, sao discutidos no trabalho.

Palavras Chave: Coloragao com fluorocromos, Subgénero Ortgiesia , Analise molecular AFLP.



8. ABSTRACT

The Bromeliaceae is between the most typical neotropical plant families, very admired due to its
ecological and ornamental value. Bromeliads are important components of a wide range of
habitats, from rain forests to dry savannas, campos rupestres and semi-arid regions. Chromosome
counts are available for only 200 species (ca. 10% of its members) with few works including
karyomorphological descriptions, as condensing behaviour, nuclear structure, chromosome
morphology and banding patterns. Regarding molecular evaluations, most studies have been
applied to solve macrotaxonomical questions, using nuclear and extra-nuclear sequences, but few
analysis have been done with molecular markers to compare taxa at the intraspecific and
infrageneric level. The present study brings new cytological information and chromosome counts
in 73 species, among them, data for 48 species and nine genera are reported for the first time. All
analyzed species presented very small chromosomes, semi-reticulated interphase nuclei and
proximal chromosome condensing behavior. The fluorocrome staining with CMA/DAPI in
Aechmea aquilega (Salisbury) Grisebach, A. bromelifolia (Rudge) Baker, Ananas comosus L.
Merrill, A. nanus L.B.Smith, Greigia sphacelata (Ruiz & Pavon) Regel, Ochagavia litoralis
(Phil.) Zizka, Trumpler & Zoellner, Puya coerulea Lindley and Tillandsia bourgarei Baker
revealed CMA /DAPI” (GC rich) bands probably corresponding to the NORs. The silver staining
(AgNOs) revealed one to two pairs of nuclei correspondent to the NO-chromosomes. The AFLP
procedure (Amplified Fragment Length Polymorphism) including 1265 characters was applied to
40 species of the subgenus Ortgiesia (genus Aechmea Ruiz & Pav.) revealing a basal clade
including the species of the A. candida-A. coelestrix complex (composed of five related
genotypes ) from which three distinct clades emerged and formed subgroups of species, partially
consistent with the previous known phytogeographic and taxonomic evidences. The results

generated, especially regarding controversial species, are further discussed.

Keywords: Fluorocrome staining, subgenus Ortgiesia , AFLP markers.



