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ABSTRACT

Bromeliaceae is currently divided in eight subfamilies: Brocchinioideae, Lindmanioideae,
Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae and Bromelioideae.
General data on stamens are poorly known and neglected for the family as a whole. The
morphoanatomy of 23 species belonging to the eight subfamilies was analyzed and a review
of the androecial organization was carried out. The presence of adnation between stamens and
other whorls occurs in all subfamilies, except in Puyoideae, which has stamens always free.
The conation between stamens is present in Dyckia (Pitcairnioideae) and Bromelia
(Bromelioideae). Staminodes are characteristic of Hechtioideae. All the analyzed species
presented bitecas anthers with four loci and longitudinal dehiscence. Almost all species
showed raphides in the anthers, in variable locations. In addition to being found in the thecal
arc, thickening is also present in the dorsal connective region in some species. Elongated cells
are found in the anthers septum in species of Bromelioideae. The diverse characteristics
analyzed here for the subfamilies need more research due to the existing variability and also

due to the lack of knowledge about the floral development of the characteristics approached.
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INTRODUCAO

Bromeliaceae é uma das familias mais diversas da Ameérica, compreendendo 51
géneros e 3.475 espécies (Christenhusz & Byng, 2016), e apresenta ampla distribuicdo na
regido neotropical, com apenas uma especie ocorrendo fora do continente americano, no oeste
da Africa (Soltis et al. 2018). A origem da familia provavelmente se deu onde hoje é o
Escudo das Guianas, hd 100 milhdes de anos (Givnish et al. 2011) e de |4 se expandiu para a
sua distribuicdo hoje conhecida. O caminho evolutivo seguido pelas bromélias deixou escasso
registro fossil, com apenas um registro confiavel confirmado - Karatophyllum bromelioides
LD Gomez (Baresch et al. 2011) - dificultando a compreensdo do processo de diversificacao e
trazendo a necessidade de outras formas de estudos para elucidar a historia evolutiva do
grupo.

Durante sua histéria evolutiva, a familia passou por oscilagdes climaticas (Zanella et
al. 2012), e também por mudancas relacionada de fauna, em especial polinizadores, com
impactos que possivelmente tenha dirigido o desenvolvimento das diversas estruturas hoje
conhecidas. A diversidade de adaptacfes encontradas dentro da familia, como tricomas
absortivos, diferentes vias da fotossintese (C3, C4 e CAM), formacdo de tanques e sindromes
de polinizacdo e dispersdo variadas permitiram a ocupacdo de diversos ambientes (Benzing,
2000). Essas inovagdes sdo conhecidas por estarem relacionadas a diversificacdo das
linhagens nas bromélias (Males, 2016), e consequentemente, pela grande diversidade
taxondmica do grupo. Desde a publicacdo de grandes tratamentos taxonémicos para a familia,
nas monografias da Flora Neotropica (Smith & Downs, 1974,1977, 1979), um grande namero
de novas espécies foi descritas e alteracfes na sua classificacdo tém sido frequentes em
diversos estudos. A taxonomia de Bromeliaceae tem passado por inimeras mudancas, desde
as subfamilias, passando das tradicionais Tillandsioideae, Pitcairnioideae, e Bromelioideae
para Brochinioideae, Lindmanioideae, Hechtioideae, Navioideae, Tillandsioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae, as quatro primeiras segregadas de Pitcairnioideae
(Givnish et al. 2007, 2011), além de mudangas recorrentes nos niveis inter- e infragenéricos
(Barfuss et al. 2016; Aguirre-Santoro, 2017; Leme et al. 2017). Todas essas mudangas séo
baseadas principalmente em estudos moleculares, uma importante ferramenta para elucidar a
historia evolutiva do grupo e que, de forma integrada a outras técnicas, como anatomia e
morfologia, pode contribuir para o0 melhor entendimento da familia.

O uso de dados anatdmicos tem trazido bons resultados em todos os niveis

taxondmicos (Stuessy, 2009) e junto a outras fontes de informacdo (dados ecologicos,



morfoldgicos, fisioldgicos, genéticos, geograficos, dentre outros) podem auxiliar na
delimitacdo de tdxons e também na compreensdo das relacdes entre eles. Dentre os diversos
caracteres tradicionalmente usados, atencdo € dada aos caracteres reprodutivos, uma vez que
tais caracteres apresentam alta conservacdo e tém sido amplamente usados em sistemas de
classificacdo (Naik 1984; Tobe 1989). Caracteres anatomicos, incluindo o desenvolvimento
de anteras, rudimentos seminais e sementes sdo Uteis no estudo da filogenia de plantas (Kuhn
et al. 2016), e combinadas, a sistematica molecular e as analises estruturais podem oferecer
uma melhor resolucédo as arvores filogenéticas (Endress et al. 2000). Nas ultimas décadas
contribuicbes importantes tém sido apresentadas através de estudos morfoldgicos e
anatdbmicos em Bromeliaceae, principalmente em relacdo as estruturas reprodutivas, tais como
ovario e rudimento seminal (Sajo et al. 2004; Fagundes & Mariath, 2014; Nogueira et. al.
2015; Kunh et al. 2016), estigma (Brown & Gilmartin, 1984; Schill et al. 1988; Souza et al.
2015), fruto (Fagundes & Mariath, 2010; Santos et al. 2015) e semente (Varadarajan &
Gilmartin 1988, Gross 1992, 1993; Palaci et al. 2004, Magalhdes & Mariath, 2012). Estames,
entretanto, tém sido relativamente negligenciados e poucos estudos avaliam essa estrutura
(Sajo et al. 2005, Carvalho et al. 2016), embora estudos em Tillandsioideae (Gardner, 1986) e
chaves com uso das caracteristica de estames (Robinson & Taylor, 1999) tenham sido feitos
com este enfoque.

Assim, propde-se o estudo anatbmico e morfoldgico dos estames das oito subfamilias
de Bromeliaceae para auxiliar no entendimento e melhor resolucdo taxonémica e das relacdes
em nivel subfamiliar e da familia como um todo. Uma amostragem ampla para o estudo
anatbmico é apresentada, incluindo todas as subfamilias, e uma revisdo bibliogréafica para

caracterizacdo da organizacdo do androceu e sua morfologia é aqui compilada.

MATERIAIS E METODOS
MATERIAL VEGETAL

Individuos de 23 espécies de 17 géneros pertencentes as oito subfamilias de
Bromeliaceae foram coletadas da cole¢éo viva do Laboratério de Anatomia Vegetal (LAVeg)
na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), do Jardim Botéanico de Porto
Alegre (Rio Grande do Sul- Brasil) e do Marie Selby Botanical Garden (Florida- Estados
Unidos) e amostras concedidas da cole¢do do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ)
também foram utilizadas nas analises. As espécies utilizadas estdo relacionadas na Tabela 1, e
o0s testemunhos depositados nos herbarios ICN (UFRGS), RB (JBRJ) e SEL (Marie Selby).
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As espécies com origem no Brasil estdo cadastradas sob o nimero A73E102 no SISGEN
(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado).
PREPARACAO PARA MORFOLOGIA EXTERNA E INTERNA

Os estames das 23 espécies estudadas foram fixadas em 1% glutaraldeido e 4%
formaldeido em tampdo fosfato, pH 7.2 (MacDowell & Trump, 1976) e, posteriormente,
dissecadas, lavadas em tampéo fosfato 0.1 M, pH 7.2 (Gabriel, 1982), desidratadas em série
ascendente de etanol, pré-infiltradas em solucdo (1:1) de 2-hidroxietilmetacrilato e etanol
absoluto, incluidas em 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) e polimerizadas com adi¢cdo de
catalisador Technovit® 7100 em estufa a 70°C. SecOes longitudinais, do &pice a base, e
transversais, na por¢do mediana das anteras foram realizadas em micrétomo de rotacdo Leica
RM2265 a 5 um de espessura e coradas com Azul de Toluidina O 0.05%, pH 4.4 (O’Brien &
McCully, 1981). As laminas foram fotomicrografadas em microscopia de campo claro Leica
DMR HC com cdmara digital Zeiss Axiocam HRc. As analises morfoldgicas foram realizadas
com observacdo e fotomacrografias das anteras em estereomicroscopio Leica M165 FC com

camera digital DFC 500. A analise foi baseada em caracteres morfologicos e anatémicos.
CARACTERIZAGAO E ORGANIZAGAO GERAL DO ANDROCEU

Uma extensiva revisdo na literatura em obras de descricdo original de espécies,
disponivel em material suplementar, e nas obras de revisdo da familia (Smith & Downs, 1974,
1977, 1979) foi realizada para a caracterizacdo da organizacdo geral do androceu nas oito
subfamilias de Bromeliaceae e as ilustracfes baseadas na revisdo foram criadas no software
livre Inkscape seguindo os modelos de Bell (1967). A simetria floral para a reconstrucéo dos
diagramas florais foi ignorada e apenas apresenta a relacdo de dependéncia (adnagdo e

conacao) entre os diferentes verticilos.

RESULTADOS

Todos os estames em Bromeliaceae apresentaram anteras bitecas, quatro I6culos (Fig.
1A), com deiscéncias longitudinais e com a presenca dos quatros estratos parietais, a
epiderme, endotécio, camada média e tapete, os dois Ultimos ndo presentes em anteras
maduras. Estaminodios estdo presentes em flores pistiladas de Hechtioideae, subfamilia

caracterizada pela dioicia.



Algumas espécies apresentam espessamento da parede celular que se expande para o
conectivo (Fig. 1A). Nessas espécies, o0 eixo de deposi¢do das bandas de espessamento nao é
0 mesmo na regido do conectivo e no arco da teca e sdo restritas a poucas camadas abaixo da
epiderme do lado dorsal do conectivo, exceto em Dyckia velascana, onde ambos seguem o
mesmo padrdo e todo o conectivo apresenta espessamento. Assim, nas espécies em geral o
conectivo apresenta deposicdo das bandas de espessamento no sentido longitudinal (apice-
base), e 0 arco da teca no sentido transversal (Fig. 1A, B, C). No arco da teca pode haver
espessamento fibroso em mais de uma camada celular, de origem histogénica nao
determinada (Fig. 1D, E, F, G, H; 3L). Na parede do l6culo voltada para o conectivo ndo foi
observada a presenca de espessamento, exceto em regides muito proximas ao surgimento do
arco das tecas, como em Vriesea platynema (Fig. 1D). As variacdes no nimero de camadas
com espessamento no arco da teca, apresentadas na Tabela 2, foram obtidas em dois pontos
do arco, na regido préxima da insercdo do arco ao conectivo no lado dorsal, onde existe maior
variagao entre 0s grupos, e na regido mediana do arco.

Em relacdo as rafides, foram observadas na regido da inser¢do do septo para quase
todas as espécies (Fig 2D, E, J, K) entre os grdos de poélen e em Puya ferruginea na regiao
dorsal do conectivo (2B, C). Réfides foram tambem observadas no arco da teca em
Brocchinia reducta, Pitcairnia imbricata (Fig. 1H) e Aechmea organensis (Fig. 3C), que
também apresenta idioblastos com réafides na insercdo do arco com o lado dorsal e ventral do
conectivo (Fig. 3A). Quesnelia liboniana apresentou idioblastos com rafides no dorso do
conectivo (Fig. 21). Réfides ndo foram visualizadas em Hecthia tillandsioides (Fig. 31), mas
estdo presentes em Hechtia epigyna.

Quanto a vascularizacdo, o traco vascular € simples para todas as espécies, exceto em
Aechmea organensis (Fig. 3E), Puya ferruginea (Fig. 2B) e Vriesea platynema, as quais
apresentam dois polos de xilema. A vascularizacdo também é observada no filete dos
estaminodios em Hechtia epygina (Fig. 2H). No traco vascular, o floema é mais abundante
em relagéo ao xilema (Fig. 3K).

A epiderme € presente no estdgio maduro, continua, e tem variacdo no tamanho das
células e no seu formato, que geralmente sdo arredondadas, ovaloides, ou por vezes
retangulares em secdo transversal, com diferentes formatos presentes em uma mesma antera.
Algumas células aparecem colapsadas ou achatadas. Bromelia antiacantha apresenta células
epidérmicas alongadas anticlinalmente no lado dorsal do conectivo (Fig. 3F, 3G). Células

epidérmicas alongadas anticlinalmente na regido do estdmio foram observadas em algumas



espécies de Bromelioideae (Fig. 3B, H). Quesnelia liboniana apresenta células epidérmicas
papilosas (Fig. 21I).

Quanto a insercdo do filete, foram observadas anteras dorsifixas, com insercdo em
alturas variaveis, e basifixas (Fig. 4). Expansdes no apice do conectivo, como um apéndice
apical (Fig. 4), sdo observadas em Puya ferruginea, Cryptanthus acaulis, Hechtia
tillandsioides, Neoglaziovia variegata, Pitcairnia imbricata e Brocchinia sp. Em Puya a trago
vascular se estende até o inicio do apéndice apical. Os esporangios estdo situados na mesma
altura, exceto em Ortophytum lemei (Fig. 41) que apresenta um desnivel entre as tecas. Os
resultados detalhados séo apresentados na Tabela 2.

Segundo a literatura revisada, baseado em 144 espécies, 0s estames em Bromeliaceae
podem ser insertos ou exsertos, ser totalmente livres, adnatos as pétalas e/ou as sépalas ou
conatos entre si (Fig. 5). As anteras podem ser dorsifixas, basifixas e versateis, baseadas na
compilacdo de 134 especies pertencentes as diferentes subfamilias. Os resultados detalhados
da revisdo estdo disponiveis em material suplementar e a caracterizacdo e organizagdo geral

do androceu para a familia é apresentada abaixo, na discussao.

DISCUSSAO
ORGANIZA(;AO DO ANDROCEU E MORFOLOGIA

Bromeliaceae possui seis estames organizados em dois verticilos, um interno e outro
externo, livres ou adnatos ao perianto, conatos ou livres entre si. As anteras sdo basifixas,
dorsifixas e/ou versateis (Smith & Downs, 1974, 1977, 1979; Smith & Till, 1998, Benzing,
2000). Ocasionalmente o verticilo mais externo é mais longo que o interno, em Catopsis,
Tillandsioideae (Palaci, 1997) e algumas espécies de Brocchinia (Smith & Downs, 1974). A
organizacdo geral do androceu em cada subfamilia é sumariada abaixo, de acordo com a

descricdo das espécies de cada linhagem (veja material suplementar).

Brocchinioideae: Estames adnatos as pétalas e/ou sépalas ou livres, sempre insertos. Anteras
dorsifixas, eretas, geralmente ovais. Referéncias para anteras versateis

Lindmanioideae: Estames livres ou adnatos as pétalas, insertos ou exsertos. Anteras
dorsifixas ou basifixas (algumas espécies de Lindmania e para o género Connellia).
Referéncias para anteras versateis.

Tillandsioideae: Estames livres ou adnatos as pétalas e/ou sépalas, insertos ou exsertos.
Anteras dorsifixas, basifixas ou versateis. Formato das anteras muito diverso.



Hechtioideae: Estames usualmente insertos, as vezes exsertos, livres ou as vezes o verticilo
mais externo adnato a corola, rudimentares nas flores pistiladas. Anteras dorsifixas, menos
comum basifixas, horizontais, geralmente ovais. Referéncias para anteras versateis.

Navioideae: Estames livres ou com o verticilo interno adnato as pétalas, comumente insertos
ou exsertos. Anteras basifixas (Navia e Brewcaria) ou dorsifixas (Navia, Sequencia e
Steyerbromelia). Navia com anteras lineares. Referéncias para anteras versateis (Navia,
Steyerbromelia e Cottendorfia).

Pitcairnioideae: Estames livres ou adnatos as pétalas e/ou sépalas, ou conatos entre si em
Dyckia, geralmente insertos ou exsertos. Anteras amplamente basifixas (Pitcairnia,
Fosterella), dorsifixas proximas a base (Dyckia, Encholirium, Deuterocohnia) e menos
comum dorsifixas (Encholirium). Geralmente lineares.

Puyoideae: Estames livres, geralmente insertos ou as vezes exsertos. Anteras mais
comumente dorsifixas ou as vezes basifixas ou com inser¢do proxima a base, comumente
lineares, menos comum oblongas. Referéncia para anteras versateis.

Bromelioideae: Estames insertos ou exsertos, livres ou adnatos as pétalas, conatos entre si
em Bromelia. Anteras na sua maioria dorsifixas ou menos comumente basifixas. Formatos das
anteras muito diversos.

Embora haja uma grande variacdo na organizacdo do androceu em Bromeliaceae,
certas tendéncias sdo observadas. Os estames geralmente sdo inclusos e as anteras sao
dorsifixas para a maioria das espécies estudadas, embora anteras basifixas estejam presentes
em todas as subfamilias, exceto em Brocchinioideae. A excecdo € Pitcairnioideae em que
anteras basifixas sdo bastante expressivas, e existe uma tendéncia a insercao do filete proximo
a base, exceto em algumas espécies de Encholirium, caracterizacdo que esta de acordo com
Givnish et al. 2007. Fusdes entre partes florais também podem ocorrer. Os verticilos florais
podem ser ndo fusionados, ou pode ocorrer adnacdo entre estames e pétalas e/ou sépalas,
conacdo entre os filamentos dos estames, assim como a conacdo entre os verticilos de
protecao.

O surgimento de estames conatos entre si através da fusdo parcial entre os filamentos
apareceu pelo menos duas vezes durante a evolucdo de Bromeliaceae como sugere a filogenia
proposta por Givnish et al. (2007, 2011), de forma independente, em Dyckia (Pitcairnioideae),
que apresenta anteras dorsifixas proximas a base, e em Bromelia, uma das linhagens cedo-
divergentes dentro Bromelioideae, e que apresenta anteras basifixas ou acima da base. Ambos
0s géneros também possuem os filamentos adnatos as pétalas, ou também as sépalas em

Dyckia, formando um tubo. Segundo Ren (2008), a fusdo de filamentos podem fixar os



estames em posicOes relativamente estaveis, tornando-os mais firmes para suportar 0s
movimentos dos polinizadores e também proteger o ovario.

A adnacdo entre filamentos e os verticilos de protecdo esta presente em grande parte
das subfamilias. A fusdo de diferentes Orgdos, mesmo entre linhagens proximamente
relacionadas, pode produzir uma grande diversidade de formas florais (Spetch & Howarth,
2014). Em Brocchinioideae, analises de cpDNA realizadas por Givnish et al. (2000)
resultaram em quatro clados distintos dentro da subfamilia: os clados Prismatica, Melanacra,
Micrantha e Reducta. A fusdo dos filamentos as pétalas e sépalas, assim como estames livres
estdo presentes em todas essas linhagens, em espécies proximamente relacionadas ou ndo.
Assim, ndo existe uma relacdo clara entre a presenca dessa fusdo e a proximidade filogenética
de taxa. Nenhum clado ou espécies nele contido mostraram um agrupamento baseado na
presenca ou auséncia de adnacdo, exceto Brocchinia vestita e Brocchinia cowanni, dois
taxons com ancestral comum Gnico, que compartilham entre si estames livres. A fusdo entre
os filamentos e os verticilos de prote¢do é homoplésica, e ocorre também em Lindmanioideae,
Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae e Bromelioideae. Puyoideae € a
Unica subfamilia que apresenta apenas estames livres. Apesar da fusdo entre androceu e corola
geralmente estar associada com conagdo entre pétalas é possivel notar que nem todas as
espécies com estames adnatos possuem pétalas conatas e vice-versa. Embora Benzing (2000)
afirme que a adnacdo dos filamentos a corola ocorre comumente em espécies gamopétalas,
como Guzmania, a fusdo entre esses dois verticilos pode ser observada em muitas espécies
com pétalas e sépalas livres, como Brocchinia, Lindmania, Navia, Connelia, dentre outros.

Estames rudimentares (estaminddios) aparecem amplamente em Hechtioideae, com
anteras vestigiais presentes ou ndo, e em Catopsis (Tillandsioideae) nas flores pistiladas das
espécies didicas (subgen. Tridynandra Mez), com anteras presentes, reduzidas e estéreis (Sajo
et al. 2004). Embora Hechtioideae seja caracterizada pela presenca de dioicia em todas as suas
espécies, Hechtia gayorum apresenta poligamodiocia, como flores perfeitas, pistiladas e
estaminadas em um mesmo individuo (Espejo et al. 2005). A poligamodiocia também é
compartilhada com algumas espécies de Dyckia (Smith, 1968) pertencentes a Pitcairnioideae,
e supostamente em Cottendorfia florida, pertencente a Navioideae (Smith, 1986).

Investigacdes do desenvolvimento floral mostraram que o dioicismo em Catopsis se
deve a supressdo de orgdos florais durante o estagio intermediario da ontogenia floral. Nas
flores pistiladas, os estames aparecem formados no meristema floral, mas tornam-se nao
funcionais e abortivos nos estadios tardios (Palaci, 1997). O dioicismo de Catopsis é

possivelmente um carater derivado dentro da subfamilia Tillandsioideae (Palaci, 1997). A
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forma de desenvolvimento dos estaminddios em Hechtioideae ainda permanece desconhecida
e, portanto, ndo se sabe se a formacdo dessas estruturas é similar a encontrada em Catopsis.
Estaminodios desempenham importantes funcbes na evolucdo floral (Walker-Larsen &
Harder, 2000) e refletem o dinamismo do androceu (e da flor) em resposta as mudancas de
condigdes. Podem resultar de limitagcGes de nutrientes, alteracfes na construcdo da flor, ou
adaptacGes aos polinizadores (Decraene & Smets, 2001). Apesar de varios trabalhos
investigarem as possiveis origens da dioicia em diferentes grupos de plantas, nenhum se
dedicou a Bromeliaceae, e embora haja algumas hipoteses (Benzing, 2000), nenhuma delas
foi testada. A dioicia € incomum em Bromeliaceae e é restrita a regido da Mesoamerica e ao
sul do México (Ramirez-Morillo, 2008), onde estdo concentradas as espécies didicas de
Catopsis (Tillandsioideae) e a maioria das espécies de Hechtia (Hechtioideae), além de
Aechmea mariaereginae e Androlepsis (Benzing, 2000). Nenhuma ocorréncia € relatada para
outros taxons da América Central e América do Sul.

As diferentes alturas de insercdo dos estames relativas ao perianto possivelmente estdo
ligadas a apresentacdo do pdlen aos diferentes agentes polinizadores e esta intimamente ligada
a coordenacdo do tempo de alongamento do filete durante a maturacdo das flores. Por
exemplo, flores polinizadas por beija-flores geralmente possuem estames exsertos, enquanto
que flores polinizadas por abelhas, e possivelmente outros insetos, possuem estames insertos
(Yuan et al. 2013). Como o modo de polinizacdo ancestral das bromélias é aparentemente
entomofilo (Givnish et al. 2007), espera-se que as linhagens mais cedo-divergentes dentro de
Bromeliaceae ou amplamente polinizadas por insetos possuam estames insertos. Isso é
visualizado em Brocchinioideae, a linhagem mais cedo-divergente da familia e que apresenta
estames caracteristicamente insertos.

A presenca de anteras versateis € amplamente sugerida para os diversos clados de
Bromeliaceae, e aparecem em Brocchinioideae e Lindmanioideae, as linhagens mais cedo
divergentes em Bromeliaceae. As anteras versateis sdo capazes de balancar quando tocadas, e
consequentemente espalhar polen mais facilmente (D’Arcy & Keating, 1996). O agente
polinizador ao tocar anteras versateis se “sujam” de polen, aumentando assim o sucesso de
polinizagcdo. Anteras versateis sdo geralmente aceitas como adaptagdo a polinizagdo por
mariposas (Faegri & van der Pijl, 1979), e possivelmente estdo ligadas a polinizagdo por
agentes menos ativos, como insetos. Estdo presentes em clados com polinizagdo entomdfila,
como Brocchinioideae e Hechtioideae, subfamilias também com corolas néo coloridas, outro
carater entomofilo. Ja as anteras basifixas, geralmente associadas a ornitofilia (Faegri & van

der Pijl, 1979) sdo encontradas em clados com polinizacdo realizada principalmente por beija-
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flores, como Pitcairnioideae (Aguilar-Rodriguez et al. 2019). Alcantarea (Tillandsioideae)
possui, na maioria das espécies, anteras dorsifixas proximas a base, de forma rigida, e
seguindo a mesma orientacdo do filamento (Leme, 2009) e sdo polinizadas por morcegos.
Dessa forma, anteras rigidas estdo presentes em espécies adaptadas para suportar 0s
movimentos de agentes polinizadores de maior porte, como beija-flores e morcegos. Embora
incomum para Bromeliaceae, a polinizacdo anemdfila é hipotetizada para algumas espécies de
Navia, devido a presenca de flores reduzidas (Benzing, 2000) e é uma condicao considerada

derivada nas angiospermas (Culley et al. 2002).

ANATOMIA DOS ESTRATOS PARIETAIS DOS ESTAMES

As anteras em Bromeliaceae apresentam epiderme, endotécio, camada média e tapete,
além do conectivo. O tapete é obliterado durante a maturacdo dos estames e a camada média
geralmente passa pelo mesmo processo, por isso € comum que ndo estejam presentes em
anteras maduras. Sao persistentes apenas a epiderme, endotécio e conectivo, estratos que
foram avaliados no presente trabalho.

Papilas aparecem na epiderme de algumas espécies de Vriesea (Tillandsioideae) e
Quesnelia liboniana (Bromelioideae), resultados semelhantes aos encontrados por Rao &
Wee (1979) em Ananas comosus, que apresenta epiderme papilosa no estagio maduro.
Células alongadas anticlinalmente e de parede fina sdo observadas na epiderme da regido do
estbmio em espécies de Bromelioideae e talvez auxiliem na deiscéncia das anteras,
promovendo forgas durante a desidratacdo (Garcia et al, 2002). Células especializadas na
regido do estdmio estdo presentes também em outras angiospermas (Dettke & Dos Santos,
2011; Jain & Vijayaraghavan, 1992).

Imediatamente abaixo da epiderme, 0s arcos das tecas apresentam uma camada com
espessamento fibroso, as vezes aparecendo camadas adicionais, que em algumas vezes nao
forma uma camada continua. Essas camadas de origem ndo definida devido a falta de
investigacdo ontogenética poderiam originar-se ou a partir de divisdes periclinais adicionais
de células do endotécio, anterior a sua diferenciacdo completa, ou devido ao espessamento da
camada média, ou por ambos 0s processos juntos. E necessario, dessa forma, estudos
complementares para elucidar o processo envolvido. De acordo com a ontogenia do tipo
monocotileddneo proposta para Bromeliaceae (Sajo et al. 2004; Mendes et. al 2012), o
endotécio é originado a partir do estrato parietal secundario mais externo, abaixo da camada
epidérmica. Rao & Wee (1979) através de estudos embriologicos de Ananas comosus

mostram que a camada média também pode desenvolver espessamento fibroso, assim como
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em Dyckia (Carvalho et al. 2016). Assim, a permanéncia da camada média em anteras
maduras em Bromeliaceae pode resultar em camadas multiplas de espessamento. Préximo a
insercdo do arco ao conectivo hd um aumento das camadas de espessamento, que se juntam a
células espessadas do conectivo, como descrito na Tabela 2.

No arco, 0 espessamento aparece nas paredes transversais, com padrdo helicoidal. Esse
padrdo de espessamento foi também encontrado por Sajo et al. (2004). Outros tipos também
sdo relatados para a familia, como o espessamento U-shaped (Dorneles et al. 2014, Carvalho
et al. 2016) e anelar (Oliveira et al. 2016). Carvalho et. al. (2016) ainda relata a ocorréncia de
diferentes padrdes de espessamento em uma mesma espécie em Dyckia.

O espessamento nas paredes das células do estrato subdérmico do conectivo aparecem
de forma expressiva em Brocchinia reducta (Brocchinioideae) e em Lindmania maguirei
(Lindmanioideae). Nas outras subfamilias aparece de forma reduzida em Tillandsioideae
(Tillandsia), em Navioideae (Navia cf. lactea), Hechtioideae (Hechtia tillandsioides e
Hechtia epygina) e Bromelioideae (Neoglaziovia variegata). Possivelmente este estrato
subdérmico especializado do conectivo facilita a abertura das anteras (Hufford & Endress,
1989). Carvalho et al. (2016) sugerem que o tecido mecanico do conectivo em Dyckia esta
associado a curvatura dorsal observada nas anteras no periodo de antese. A presenca de
espessamento no conectivo pode ser considerada uma simplesiomorfia nas diferentes
linhagens atuais de Bromeliaceae, ja que esta presente nas linhagens mais cedo divergentes
como Brocchinioideae e Lindmanioideae e também nas divergentes posteriormente, com
tendéncia a reducdo no numero de camadas ou perda total ao longo da historia evolutiva da
familia.

Os estames, assim como a maioria das monocotiledéneas, geralmente possuem apenas
um traco vascular. Dois polos de xilema separados por células parenquimatosas, dentro de um
mesmo traco, foram observados em Aechmea organensis (Bromelioideae), Vriesea platynema
(Tillandsioideae) e Puya ferruginea (Puyoideae). Em Puya spathacea os estames apresentam
apenas um traco, que se prolonga pelo conectivo até a base da pequena crista da antera
(Kulkarni & Pai, 1982). Kubitzki (1998) cita a presenca de mais de um ramo vascular no
filamento, que pode variar de dois a mais de seis, em Aechmea, Billbergia, Bromelia, Dyckia,
Encholirium e Vriesea. Carvalho et al. 2016 também mostra a presenca de dois polos de
xilema em Dyckia ibicuiensis e Dyckia polyclada e dois tragos para Dyckia racinae. Assim a
vascularizagdo ndo se mostra como um caréater estavel.

A orientacdo da deiscéncia das anteras € um carater extremamente estdvel em

Bromeliaceae. As anteras apresentam deiscéncia longitudinal atraves da abertura do estémio e
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desintegracdo das células do septo, possivelmente auxiliadas pela presenca das réafides, que
poderiam “rasga-las” (Pacini, 2000). Tais rafides sdo liberadas durante a deiscéncia no loculo
junto aos gréos de polen, e dessa forma podem desempenhar papel na germinacdo do polen
(D’Arcy & Keating 1996; Iwano et al. 2004). A desintegracdo do septo resulta na
confluéncia dos dois l6culos em um I6culo apenas. Além disso, uma incomum deiscéncia
apical é relatada para Navia saxicola (Smith, 1957), Navia semiserrata e Navia serrulata
(Holst, 1997), e é um estado carater apomarfico para o género. Esse carater pode indicar uma

possivel proximidade entre esses taxons dentro do género Navia.

RAFIDES

Cristais de oxalato de célcio sd comumente encontrados em células de
monocotileddneas. A formacdo desses cristais € geneticamente controlada e usualmente
ocorre em localizacdo espacial especifica e em formato especifico (Raman et al. 2014). Em
Bromeliaceae, um dos principais tipos de cristais presentes sdo as rafides, que estdo
distribuidas tanto nas estruturas vegetativas quanto nas estruturas reprodutivas (Ferreira et al.
2007; Proenca & Sajo, 2008; Silva & Scatena 2011), em células especializadas, os
idioblastos, aparecendo como uma sinapomorfia para a familia. Nas estruturas reprodutivas ha
a ocorréncia de rafides nos estames, tanto na antera como no filamento, e também nas paredes
do ovério e verticilos florais de protecdo. A presenca de cristais ja foi reportada para
Bromeliaceae em diversos trabalhos, destacando a presenca de rafides junto aos grdos de
polen por Schimd (1976), que sdo provavelmente derivados das camadas parietais e liberadas
durante a deiscéncia da antera. Observacdes sob estereomicroscopio de anteras deiscentes
imersas em agua destilada permitiram a visualizacdo da liberagdo de rafides junto aos graos
de polen (observacdo pessoal). Sajo et al. (2005) descreve para a familia a presenca de cristais
na parede das anteras, sem identificar sua localizacdo. Neste trabalho, cristais do tipo rafides
foram observados em idioblastos na regido de septo em todas as subfamilias e no arco da teca
em Brocchinia reducta, Pitcairnia imbricata e Aechmea organensis. A presenca de rafides
nos arcos das tecas parece ter surgido independente em cada subfamilia. A auséncia de
registro de rafides nas anteras de Hechtia tillandsioides ainda mostra coincidéncia com o
registro da auséncia de rafides nas folhas de H. colossa, H. podantha e H. tehuacana
(Martinez-Correa, 2010).

Em Poales, caracterizada pela sinapomorfia de perda desse tipo de cristal (Clifford et
al. 1985; Carpita, 1996; Soltis et al. 2018), Bromeliaceae € uma das Unicas familias que

apresentam rafides. Arecales, ordem com divergéncia anterior a Poales, apresenta feixes de
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rafides nos estames e rafides também foram observadas entre os grdos de polen (Henderson &
Rodriguez, 1999; Askgaard et al. 2010). Assim, a presenca desses caracteres e 0
compartilhamento com ordens com surgimento anterior a Poales reforcam a posi¢do cedo
divergente de Bromeliaceae. A presenca de rafides na regido do septo pode auxiliar na
deiscéncia da antera (Horner & Wagner, 1992), contra herbivoria (Dickison, 2000), e talvez
na germinacdo do grdo de pdlen, devido a liberacdo dos cristais junto aos grdos de pdlen
(D’Arcy & Keating, 1996; Iwano et al. 2004). Todas essas hipoteses ainda precisam ser

elucidadas para Bromeliaceae.

CONCLUSAO

O estudo mostra caracteristicas bastante variaveis nos estames em Bromeliaceae. O
espessamento no conectivo € uma caracteristica comum e esta presente tanto nas subfamilias
cedo divergentes como nas divergentes tardiamente, como Bromelioideae, de forma reduzida.
O arco da teca apresenta geralmente espessamento em uma camada. Camadas adicionais
aparecem em Tillandsioideae, Bromelioideae e Pitcairnioideae. Réafides aparecem no arco das
tecas em trés subfamilias, Brocchinioideae, Bromelioideae e Pitcairnioideae. A fuséo entre
estames e outros verticilos estd presente em todas as subfamilias exceto em Puyoideae onde
0s estames sao sempre livres, mostrando-se um carater homoplésico. A fusdo entre estames é
encontrada em Dyckia (Pitcairnioideae) e Bromelia (Bromelioideae). Os estames s&o
geralmente dorsifixos, e em Pitcairnioideae sdo basifixos ou dorsifixos préximos a base.
Anteras versateis também estdo presentes. A presenca de estaminddios é caracteristica de
Hechtioideae.

Caracteristicas como o espessamento de mais de uma camada no arco da teca, as
fusBes entre mesmos verticilos ou verticilos diferentes e a presenca de dioicia, em especial em
Hecthia, mostram novas perspectivas para estudos do desenvolvimento floral de
Bromeliaceae. Além disso, muitos dos caracteres estudados, devido a grande variabilidade,

podem ser utilizados em trabalhos com énfase taxondmica para relagdes infragenéricas.
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ANEXOS

Tabela 1. Géneros e espécies estudadas e nimero de acesso.

Taxon Numero de Acesso Local
Brocchinioideae

Brocchinia reducta Baker RBS 1517 Brasil/Roraima
Brocchinia sp. RBvb 1017 Brasil/Amazonas
Lindmanioideae

Lindmania maguirei (L.B. Sm.) RBS 1058 Brasil/Amazonas
Tillandsioideae

Tillandsia geminiflora Brongniart ICN 199262 Brasil/Porto Alegre
Tillandsia aeranthos (Loiseleur) L.B. Smith | |cN 199898 Brasil/Porto Alegre
Vriesea platynema Gaudich ICN 190913 Brasil/ Rio Grande do Sul
Guzmania herrerae H.E.Luther & W.J.Kress | SEL 56620 Costa Rica/ Alejuela
Hechtioideae

Hechtia epygina (Harms) SEL 91562 México

Hechtia tillandsioides (André) L.B. Sm. SEL 91562 México

Navioideae

Navia cf. lactea L.B.Sm., Steyerm. & H.Rob. | sgL 113454 Venezuela/Amazonas
Pitcairnioideae

Pitcairnia megasepala Baker SEL 113459 Costa Rica/Puntarenas
Pitcairnia imbricata (Brongniart) Regel SEL 109746 Belize/Caio
Pitcairnia tuberculata L.B.Sm. SEL 113455 Venezuela/Nerida
Dyckia velascana Mez SEL 91563 Argentina

Puyoideae

Puya ferruginea (Ruiz & Pavon) L.B.Sm SEL 56227 Peru/ Amazonas
Bromelioideae

Aechmea orlandiana L.B.Sm ICN 187473 Brasil/Espirito Santo
Aechmea organensis Wawra. ICN 187472 Brasil/Parana
Bromelia antiacantha Bertol. ICN 185360 Brasil/Porto Alegre
Cryptanthus acaulis Beer SEL 113456 Brasil/ Rio de Janeiro
Neoglaziovia variegata Mez SEL 113457 Brasil/Bahia
Orthophytum lemei E.Pereira & 1.A.Penna SEL 113458 Brasil

Portea alatisepala Philcox ICN 185546 Brasil/Bahia
Quesnelia liboniana (De Jonghe) Mez ICN 187474 Brasil/Rio de Janeiro
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Fig 1. Se¢Bes das anteras em Bromeliaceae. (A), (B) e (C) Navia cf. lactea. Em (A) corte transversal da antera, onde é
possivel visualizar o espessamento na regido dorsal do conectivo (flecha preta) e o endotécio (flecha branca). Secdes
longitudinais mostram os sentidos de deposi¢do das bandas de espessamento no arco da teca (B), indicado pela flecha branca,
e na regido do conectivo (C), indicados pela flecha preta. (D) e (E) Vriesea platynema. Em (D) o corte transversal da antera,
indicando a presenca de rafides na regido do septo (retdngulo tracejado branco), o espessamento presente na parte do I6culo
voltada para o conectivo (cabeca de seta) e duas camadas de espessamento no arco da teca (seta preta). (E) Secéo
longitudinal, mostrando as camadas de espessamento no arco da teca. Note a morfologia alongada da célula voltada para o
interior do l6culo, indicada pela flecha larga preta. E possivel ver duas camadas de espessamento no arco da teca. (F)
Neoglaziovia variegata. Note o grande numero de camadas de tecido fibroso na regifo préxima a insercéo do arco da teca ao
conectivo no lado dorsal. (G) e (H) Pitcairnia imbricata. Note a presenca de réafides no arco da teca, destacadas pelo
retangulo tracejado em (G) e pelo asterisco em (H). O nimero de camadas de tecido fibroso também aumenta na regido de
insercdo do arco da teca ao conectivo. Barra: (A, D) 50 um; (B, C, E, H) 10 pm; (F, G) 20um.
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Fig 2. SecOes das anteras em Bromeliaceae. Em (A), (B), (C) Puya ferruginea. (A) Visdo geral em corte transversal, com
destaque para a camada Unica com espessamento encontra no arco da teca. (B) Trago vascular com dois polos, destacados
pelos circulos tracejados brancos e idioblasto marcado com asterisco. (C) Rafides na regido dorsal do conectivo, proximo a
insercdo do arco da teca. (D) Tillandsia geminiflora, com destaque para as rafides na regido do septo ap6s deiscéncia (flechas
pretas). (E) Cryptanthus acaulis com destaque para a camada Unica com espessamento encontra no arco da teca e rafide na
regido de insergdo do septo (flecha preta larga). (F) Pitcairnia megasepala, com duas camadas de espessamento no arco da
teca. (G) Dyckia velascana, com mais de uma camada de espessamento préximo a insercdo do arco ao lado dorsal do
conectivo. Note a presenca de espessamento na parede do léculo voltado para o conectivo. (H) Filete de um estaminédio em
Hechtia tillandsioides. Note a presenca de vascularizagdo (circulo tracejado branco). (I) Quesnelia liboniana, com
idioblastos contendo réfides na regido dorsal do conectivo (retangulo tracejado branco). (J) Brocchinia sp. e (K) Tillandsia
aeranthos com réafides na regido de insergdo do septo (flechas pretas). Barra: (B, C, F, G, H) 20um; (A, I) 100um; (D, J, K)
50pm.
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Fig 3. Secdes anatdmicas das anteras em Bromeliaceae. (A), (B), (C), (D) e (E) Aechmea organensis. (A) Presenca de rafides
na regido dorsal e ventral do conectivo destacadas pelos retangulos tracejados brancos. (B) Destaque das células alongadas do
estomio. (C) Réfides no arco da teca sdo indicados pelas cabegas de seta. (D) Rafides na insercdo do arco ao lado dorsal do
conectivo. (E) Trago vascular com dois polos, destacados com circulos tracejados brancos. (F), (G) e (H) Bromelia
antiacantha. Em (F) células epidérmicas alongadas no lado dorsal do conectivo sdo indicadas pela cabeca de seta branca. (G)
Destaque das células epidérmicas alongadas no lado dorsal do conectivo. (H) Destaque das células alongadas do estémio. (1),
Hechtia tillandsioides, com uma camada de espessamento no arco da teca. (J), (K), (L) Ortophytum lemei. (J) Destaque para
0 espessamento amplo do arco proximo a insercdo ao conectivo. (K) Destaque para o trago vascular, com floema mais amplo
em relagdo ao xilema. (L) Espessamento do arco, com destaque para a camada interna, delimitada por linhas tracejadas, onde
existem células espessadas (flecha preta larga) e células colabadas (flecha cinza larga). O asterisco indica células do tapete.
ph: floema; xy: xilema; vt: trago vascular. (A), (B), (C), (D) e (E) 50 um; (F) 100 pm; (1), (J) 50 um; (K) 10 pm; (L) 20 pm.
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Fig 4. Morfologia externa nas anteras em Bromeliaceae. A insercdo do filete € indicada pela flecha larga. Apéndices apicais

sdo indicados pela cabeca de seta. Em (A) Puya ferruginea, com destaque do apéndice apical. (B) Navia cf lactea, (C)
Pitcairnia imbricata, (D) Neoglaziovia variegata, (E) Lindmania maguirei, (F) Hechtia tillandsioides, (G) Brocchinia sp.,
(H) Dyckia velascana, (1) Ortophytum lemei, (J) Quesnelia liboniana, (K) Tillandsia geminiflora e (L) Aechmea orlandiana.

Barra: 1mm.
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Fig 5. Diagrama floral da organizagdo geral do androceu em Bromeliaceae com base nos dados deste estudo unificados aos
dados de revisdo bibliografica. A simetria das flores foi ignorada devido a grande variacéo, e considerou-se apenas a fusdo
ou ndo entre os verticilos. A adnacéo é representada por um traco sdlido, enquanto que a conagéo é representada por linhas

tracejadas.

26



