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CONSERVA(}Z\O DE SEMENTES E MORFOANATOMIA FOLIAR DE
ESPECIES DE Tillandsia (Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA,
BRASIL

RESUMO: Tillandsia pertence a familia Bromeliaceae e abriga uma enorme
variedade de habitos, tamanhos e coloragdes. Estudos relacionados a
morfoanatomia vegetal de Tillandsia sdo relevantes para auxiliar em trabalhos
taxdbnomicos, principalmente na classificacdo intraespecifica de Bromeliaceae,
revelando espécies proximamente relacionadas. Os estudos de conservagao sao
igualmente importantes para Tillandsia, ja que as espécies possuem alto potencial
ornamental, o que tem levado muitas espécies a extingdo, devido ao extrativismo
predatério para comercializagdo. O alto grau de endemismo das espécies também
favorece a extincdo, o que torna indispensavel a realizagdo de estudos para
desenvolver estratégias para conservagao do género, além de subsidiar estudos
semelhantes para outras espécies de Bromeliaceae. A manuteng¢ao de germoplasma
vegetal, por exemplo, as sementes, em temperaturas baixas e ultrabaixas permite
resguardar material genético a longo prazo em espacgos reduzidos, tornando-se uma
alternativa altamente viavel e custo relativamente baixo. Esta dissertacdo esta
dividida em dois capitulos, que abrangem estudos de conservagao de sementes
(Capitulo 1) e de morfoanatomia foliar (Capitulo 2) de 20 e 25 espécies
de Tillandsia ocorrentes na Bahia, respectivamente. O primeiro capitulo aborda a
conservacao de sementes dessas espécies, a partir de duas estratégias, com uma
de médio prazo, a -5°C e outra de longo prazo, mais especificamente, por
criopreservacao a -196 °C. O armazenamento em nitrogénio liquido foi um método
promissor para a conservagao de sementes de 20 espécies de Tillandsia quando
dessecadas a um teor de agua de aproximadamente 7%. Pode-se concluir que os
resultados aqui apresentados apoiam o estabelecimento de um criobanco
de Tillandsia, principalmente para espécies endémicas e vulneraveis a extingdo. Ja
0 segundo capitulo apresenta estudos sobre a morfoanatomia foliar utilizando
microscopia eletronica de varredura e microscopia de luz, a fim de contribuir para os
estudos taxondmicos do género e entender suas adaptag¢des ao habitat. Os estudos
morfoanatdmicos foliares permitiram o agrupamento das espécies a partir dos
subgéneros, com excecado de T. linearis que formou um agrupamento separado
de Phytarrhiza. Os caracteres morfoanatdémicos permitiram estabelecer um padrao
para as espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, além de indicar caracteres
relacionados a forma de vida epifita nos diferentes ambientes, principalmente em
ambientes xéricos.

Palavras-chave: Bromélia, Criopreservagdo, Ecologia, @ Monocotiledénea,
Taxonomia, Tillandsioideae.



SEED CONSERVATION AND LEAF MORPHOANATOMY OF
Tillandsia SPECIES (Bromeliaceae) OCCURRENT IN BAHIA STATE,
BRASIL

ABSTRACT: Tillandsia belongs to the Bromeliaceae family and is home to a huge
variety of habits, sizes and colours. Studies related to Tillandsia's plant
morphoanatomy are relevant to assist in taxonomic studies, especially in the intra-
species classification of Bromeliaceae, revealing closely related species.
Conservation studies are equally important for Tillandsia, as the species have high
ornamental potential, which has led many species to extinction due to predatory
extractivism for commercialization. The high degree of endemism of the species also
favors extinction, which makes it indispensable to conduct studies to develop
strategies for the conservation of the genus, in addition to subsidizing similar studies
for other species of Bromeliaceae. Maintaining plant germplasm, such as seeds, at
low and ultra-low temperatures allows to protect genetic material in the long term in
reduced spaces, becoming a highly viable and relatively low cost alternative. This
dissertation is divided into two chapters, which cover conservation studies of seeds
(Chapter 1) and foliar morphoanatomy (Chapter 2) of 20 and 25 Tillandsia species
occurring in Bahia, respectively. The first chapter deals with the conservation of
seeds of these species, based on two strategies, one medium-term, -50C and the
other long-term, more specifically cryopreservation at -1960C. Liquid nitrogen
storage was a promising method for the conservation of seeds of 20 Tillandsia
species when dried at a water content of approximately 7%. It can be concluded that
the results presented here support the establishment of a Tillandsia cryobank, mainly
for endemic and endangered species. The second chapter presents studies on foliar
morphoanatomy using scanning electron microscopy and light microscopy in order to
contribute to taxonomic studies of the genus and to understand its adaptations to the
habitat. The foliar morphoanatomical studies allowed the grouping of the species
from the subgenera, with the exception of T. linearis, which formed a separate
grouping of Phytarrhiza. The morphoanatomic characters allowed to establish a
pattern for the Tillandsia species occurring in Bahia, besides indicating characters
related to the epiphytic life form in different environments, mainly in xeric
environments.

Keywords: Bromeliad, Cryopreservation, Ecology, Monocot, Taxonomy,
Tillandsioideae.
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INTRODUGAO

Tillandsia L. é o género mais representativo da familia Bromeliaceae. E
composto por aproximadamente 746 espécies (GOUDA et al., 2020), dentre as quais
€ possivel encontrar plantas rupicolas, terrestres, epifitas e saxicolas. No Brasil
ocorrem 86 espécies de Tillandsia, das quais, mais da metade sdao endémicas ou
microendémicas (FLORA DO BRASIL 2020 em constru¢do). Para o estado da Bahia,
estdo registradas 26 espécies, agrupadas em quatro subgéneros: Anoplophytum
(Beer) Baker, Phytarrhiza (Vis.) Baker, Tillandsia (G. Nicholson) e Diaphoranthema
(Beer) Baker (BARFUSS et al., 2016; FLORA DO BRASIL 2020 em construgao).

Neste trabalho, foram estudadas 26 espécies do género Tillandsia: T. bulbosa
Hook.f. (Figura 1a), T. juncea (Tuiz & Pav.) Poir (Figura 1b), T. paraensis Mez
(Figura 1c), T. polystachia (L.) L. (Figura 1d), T. pruinosa Sw. (Figura 1e) (subgénero
Tillandsia); T. loliaceae Mart. ex Schult. & Shult.f. (Figura 1f), T. recurvata (L.) L.
(Figura 1qg), T. tricholepis Baker (Figura 1h), T. usneoides (L.) L. (Figura 1i)
(subgénero Diaphoranthema); T. linearis Vell. (Figura 1j), T. streptocarpa Baker 1
(Figura 1k), T. streptocarpa 2 (Figura 1l), Tillandsia sp. (Figura 1m) (subgénero
Phytarrhiza); e T. chapeuensis Raul (Figura 1n), T. gardneri Lindl. (Figura 10), T.
geminiflora Brongn (Figura 1p), T. globosa Wawra (Figura 2a), T. heubergeri Ehlers
(Figura 2b), T. milagrensis Leme (Figura 2c), T. pohliana Mez (Figura 2d), T.
sprengeliana Klotzsch ex Mez (Figura 2e), T. stricta Sol. 1 (Figura 2f), T. stricta Sol. 2
(Figura 29), T. stricta var. subsp. piniformis Rauh ex.Ehers & H.Heidt (Figura 2h), T.
tenuifolia L. (Figura 2i) e T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm. (Figura 2j)
(subgénero Anoplophytum).

Esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos, que abrangem estudos de
conservagao de sementes (Capitulo 1) e de morfoanatomia foliar (Capitulo 2) das
especies de Tillandsia ocorrentes na Bahia.

O primeiro capitulo aborda a conservacdo de sementes dessas espécies, a
partir de duas estratégias, uma de médio prazo, a -5 °C, e outra de longo prazo,
mais especificamente, por criopreservagao a -196 °C de 20 espécies de Tillandsia.
Os estudos de conservagao sdo importantes para esse género, ja que as especies
de Tillandsia possuem alto potencial ornamental, o que tem levado muitas a

extingdo, devido ao extrativismo predatério para comercializagdao (FORZZA et al.,
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2013). A manutengéo de germoplasma vegetal em temperaturas baixas e ultrabaixas
permite resguardar material genético a longo prazo em espagos reduzidos,
tornando-se uma alternativa altamente viavel e de custo relativamente baixo. O alto
grau de endemismo dessas espécies também favorece a extingédo, ja que muitas
espécies ocorrem somente em uma regido ou microrregido geografica, o que torna
indispensavel a realizagdo de estudos para desenvolver estratégias para
conservagao do género, além de subsidiar estudos semelhantes para outras
espécies de Bromeliaceae e de outras familias.

Ja o segundo capitulo apresenta estudos sobre a morfoanatomia foliar
utilizando microscopia eletrénica de varredura e microscopia de luz de 25 espécies
de Tillandsia, a fim de contribuir para os estudos taxonémicos do género e entender
as relagbes com o ambiente. A realizagdo de estudos voltados a anatomia vegetal
de Tillandsia é relevante para auxiliar os trabalhos de taxonomia, diferenciando ou
agrupando espécies proximamente relacionadas, auxiliando na classificagéo
intraespecifica de Bromeliaceae. A partir de estudos filogenéticos ja disponiveis na
literatura e do entendimento da plasticidade fenotipica, onde a mesma espécie pode
apresentar diferentes caracteristicas de acordo com os ambientes onde ocorre, é
possivel determinar se grupos morfologicamente diferentes sdo anatomicamente

iguais, por exemplo.



Figura 1. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil. a) T. bulbosa Hook.f.;
b) T. juncea (Tuiz & Pav.) Poir.; c) T. paraensis Mez; d) T. polystachia (L.) L.; e) T.
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pruinosa Sw.; f) T. loliaceae Mart. ex Schult. & Shult.f.; g) T. recurvata (L.) L.; h) T.
tricholepis Baker; i) T. usneoides (L.) L.; j) T. linearis Vell.; k) T. streptocarpa Baker 1;
|) T. streptocarpa Baker 2; m) Tillandsia sp.; n) Tillandsia chapeuensis Rauh; o) T.
gardneri Lindl.; p) T. geminiflora Brongn.

Figura 2. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil. a) T. globosa Wawra;
b) T. heubergeri Ehlers; c) T. milagrensis Leme; d) T. pohliana Mez; e) T.
sprengeliana Klotzsch ex Mez; f) T. stricta Sol. 1; g) T. stricta Sol. 2; h) T. stricta
subsp. piniformis Rauh ex.Ehers & H.Heidt; i) T. tenuifolia L.; j) T. tenuifolia var.
vaginata (Wawra) L.B.Sm.



14

REVISAO DE LITERATURA

Bromeliaceae

Bromeliaceae Juss., pertencente a Ordem Poales (APG 1V, 2016), abrange
atualmente 77 géneros e 3.628 espécies (GOUDA et al., 2020). No Brasil séo
encontrados aproximadamente 46 géneros e 1.736 espécies (GOUDA et al., 2020).
Destas, 1.178 espécies, agrupadas em 20 géneros, sdo endémicas. Apesar de
haver registros da ocorréncia de espécies em todos os biomas do pais, a Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica sdo os biomas de maior representatividade da familia,
ocorrendo respectivamente 127, 257 e 922 espécies, sendo a Mata Atlantica um dos
centros de diversidade (MARTINELLI et al.,, 2008; FLORA DO BRASIL 2020 em
construcéo).

Smith e Downs (1974; 1977; 1979) organizaram a familia em trés
subfamilias (Pitcairnioideae, Bromelioideae e Tillandsioideae) a partir de estudos
morfolégicos das flores, frutos e sementes. Givnish et al. (2007; 2011)
reclassificaram a subfamilia Pitcairnioideae em mais cinco, a partir de dados
moleculares e filogenéticos, passando a familia possuir oito subfamilias:
Bromeliodeae (991 spp.), Tillandsioideae (1.492 spp.), Navioideae (112 spp.),
Brocchinioideae (20 spp.), Lindmanioideae (45 spp.), Picairnioideae (667 spp.),
Hechtioideae (75 spp.), e Puyoideae (226 spp.) (GOUDA et al., 2020). A familia
ocorre tipicamente em zonas tropicais e subtropicais das Américas, com excecao de
Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms e Mildbraed, que ocorre no continente africano,
na regiao de Guiné (SMITH; DOWNS, 1974).

Tillandsioideae possui 0 maior numero de espécies dentre as subfamilias de
Bromeliaceae, e engloba alguns géneros de grande interesse comercial, como
Alcantarea (E.Morren ex Mez) Harms (41 spp.), Barfussia Manzan. & W.Till (3 spp.),
Guzmania Ruiz & Pav. (215 spp.), Vriesea Lindl. (231 spp.) e Tillandsia (746 spp)
(GOUDA et al., 2020), dada a sua forma bastante ornamental. A forma de vida
epifitica caracteristica de seus representantes demonstra maior independéncia em
relagcdo ao ambiente de cultivo, visto que estas utilizam os tricomas, e nao as raizes,
para absorver nutrientes e agua da atmosfera (CRAYN et al., 2004).

Como as bromélias sao encontradas em locais de condigdes tao
diferenciadas, adaptando-se a diversas situacbes de umidade, sombreamento,

temperatura e altitude, foi possivel que as mesmas obtivessem sucesso evolutivo,
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possuindo algumas espécies até mesmo o habito epifitico facultativo. Os tricomas
escamiformes sdo a caracteristica morfolégica de grande importancia em
Bromeliaceae, sendo responsavel pela absor¢ao de agua e nutrientes (PIERCE et
al., 2001).

Os representantes de Bromeliaceae possuem papel importante em
atividades comerciais como ornamentacdo, alimentacdo, produgdao de fibras,
enzimas, dentre outras utilidades, além de terem consideravel fungdo ecoldgica
dentro dos ecossistemas (SOUZA et al.,, 2018; LADINO et al., 2019). Muitas
espécies de Bromeliaceae abrigam dentro de suas folhas em forma de roseta seu
préprio ecossistema com o acumulo agua. Estas espécies promovem o habitat para
uma diversidade de microrganismos, insetos, aracnideos, anfibios e répteis
(RATSIRARSON; SILANDER, 1996), além de desempenhar um papel de nurse
plants para muitas espécies correlacionadas (TSUDA; CASTELLANI, 2015)
deixando bem evidente sua importancia dentro de um bioma.

Além disso, diversas espécies sao utilizadas como alimento para inumeros
grupos de animais, desde mamiferos até aves e insetos, que se alimentam e muitos
acabam polinizando as flores. Beija-flores e morcegos sdo os grupos que mantém
relagbes mais proximas com as bromélias (VARASSIN; SAZIMA, 2000;
MALDONADO et al., 2013; QUEIROZ et al., 2016; KESSLER et al., 2020). Esses
autores afirmam que Bromeliaceae, por possuir ampla distribuicdo tanto vertical
quanto horizontal, pode se traduzir em um modelo excelente para estudar as

interagdes entre planta e animal, e as relagdes entre sua diversidade.

Tillandsia L.

Dentre as espécies de Tillandsia, &€ possivel observar espécies rupicolas,
terrestres, epifitas e saxicolas. A plasticidade adaptativa desse género permite que
possam se desenvolver em ambientes com diferentes condicbes edaficas e
climaticas, como em desertos, florestas umidas e planaltos, além de desenvolver
relagdes simbidticas com pequenos invertebrados (STEFANO et al., 2008). Este é
também, um dos géneros de maior ocorréncia na Caatinga (PONTES; AGRA, 2006),
sendo este o0 Unico bioma exclusivamente brasileiro (SILVA et al., 2019).

As bromélias epifitas sdo também ferramentas para se estudar a presenca

de determinados compostos na atmosfera (SANTOS et al., 2013a). Como elas
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absorvem nutrientes do ar e ndo de substratos, através dos elementos minerais
acumulados em suas folhas é possivel inferir com alta precisdo sobre a poluigao
atmosférica por meio de espectrometria de massa, dentre outros. Ha registros de
especies de Tillandsia sendo utilizadas como bioindicadores de contaminacao
ambiental em Recife (PE) (SANTOS et al., 2013a), Juiz de Fora (MG) (COSTA et al.,
2019), Sao Paulo (SP) (ALBUQUERQUE et al., 2013), Curitiba (PR) (PIAZZETTA et
al., 2019), Lima (Peru) (BEDREGAL et al., 2009) e Florenca (Italia) (BRIGHIGNA et
al., 2002).

De acordo com Pontes e Agra (2006) e Barfuss et al. (2016), Tillandsia pode
ser reconhecida por algumas caracteristicas: folhas distribuidas ao longo do caule,
desprovidas de espinhos, de filotaxia distica ou polistica, com margens inteiras. O
limbo das folhas pode ter caracteristica ligulada, lanceolada ou linear-filiforme. Seu
revestimento pode ser levemente acinzentado, com tricomas simétricos ou
assimétricos. O contorno das folhas pode ser variado, desde irregular até
arredondado ou triangular. O escapo floral pode variar, desde muito saliente até
ausente. Possui inflorescéncias em formato de espiga, simples ou ramificada, com
flores dispostas na inflorescéncia de forma distica ou polistica. Raramente pode
ocorrer uma unica flor. A bractea floral € muito desenvolvida, e pode ter formato
eliptico, oval-lanceolada ou eliptico-lanceolada. As flores sdo sésseis e eretas com
sépalas simeétricas, livres ou soldadas. As pétalas sao livres, e podem se apresentar
em variadas cores (brancas, réseas, amarelas, azuis, lilases e verde-amareladas).

As flores possuem sempre seis estames, inclusos ou exsertos, de filetes
cilindricos ou complanados, e anteras deiscentes, de abertura longitudinal, e podem
se apresentar brancas, amarelas, lilds ou negras. O ovario é supero, nao
apresentando tricomas na superficie, com muitos évulos, o que geralmente implica
em grande quantidade de sementes nos frutos. O estigma pode variar de simples-
ereto, coraliforme, espiral-conduplicado ou lamina-convoluta (BROWN; GILMARTIN,
1984). Recentemente uma nova classificagdo morfologica para os estigmas da
subfamilia Tilllandsioideae foi proposta por Barfuss et al. (2016): conduplicado-ereto,
conduplicado-patente, conduplicado-pinatisecta, conduplicado-espiral, lamina-
convoluta I, lAmina-convoluta I, convoluta-obcdnico, convoluto-umbrella, coraliforme,
cupulado, simples-ereto, simples-patente, simples-pinatisecta, simples-truncado,
tubo-laciniado, urceolado. Ja o fruto € uma capsula que se abre através dos loculos,
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e as sementes possuem formato fusiforme ou cilindrico, dotadas de apéndices
basais plumosos e de cor castanha.

A maioria dos representantes de Bromeliaceae apresenta metabolismo CAM
(Metabolismo Acido das Crassulaceas), o que também ocorre em Tillandsioideae
(QUEZADA et al., 2018). O metabolismo CAM se trata de uma adaptagao a climas
mais aridos, ja que, durante o dia, as plantas sdo expostas a condigbes excessivas
de luminosidade e a estresse hidrico (CHOMTHONG; GRIFFITHS, 2020). No
entanto, a capacidade que essas plantas possuem de fechar seus estébmatos
durante o dia e abri-los somente a noite permite reduzir a perda de agua e CO:2 para
o ambiente (PIMENTEL, 1998; CHOMTHONG; GRIFFITHS, 2020). Essa
caracteristica representa um importante ganho evolutivo e adaptativo, pois permitiu,
juntamente com os tricomas escamiforme das folhas e bracteas, que sdo um
caracter apomorfico da familia, que as Tillandsia adquirissem a capacidade de
absorver agua e nutrientes diretamente do ar, sem a necessidade de manter suas
raizes em contato com o solo (PIAZZETTA et al., 2019). As raizes, por vez, possuem
a funcao de fixacdo, permitindo seu crescimento e desenvolvimento em troncos e
galhos de espécies arboreas e afloramentos rochosos, sendo mortas na maturidade
(PROENCA; SAJO, 2007).

Diversos estudos vém sendo realizados tendo como alvo de investigagéo os
tricomas escamiformes de Tillandsia (ROBINSON, 1969; BENZING, 1970; 1976;
BENZING; RENFROW, 1974; BENZING et al., 1976; SCATENA; SEGECIN, 2005;
PROENCA; SAJO, 2007; STEFANO et al.,, 2008; VERSIEUX et al., 2010; 2013;
VERSIEUX; MEDEIRQOS, 2018). Stefano et al. (2008) afirmam que os tricomas s&o a
chave para o sucesso do epifitismo do género. Esses tricomas sao estruturas
multicelulares, constituidos horizontalmente por células basais pedunculares, e por
um escudo de arranjo concéntrico (células centrais, células periféricas e células
subperiféricas) que se desenvolve sobre a superficie foliar e penetrando
verticalmente no mesofilo (BENZING, 2000; TOMLINSON, 1969; SMITH; DOWNS,
1974). Stefano et al. (2008) afirmam ainda que existe relagdo direta entre os
tricomas e a frequéncia de estdbmatos nas folhas para o subgénero Tillandsia. As
células periféricas do escudo sao responsaveis pela absor¢do de agua, que é
transportada para as células mais internas, e flui através de eixos subjacentes, que
distribuem a agua para os tecidos mais internos da planta (BENZING, 2000; SMITH;

DOWNS, 1974); tal mecanismo pode ser comparado, em termos de funcionalidade,
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aos mecanismos de funcionamento das raizes das plantas terrestres. Se as plantas
estdo secas, passando por um estresse hibrido, por exemplo, as partes moveis (asa)
dos tricomas se contraem e se elevam, atribuindo as folhas um aspecto acinzentado.
Quando estdo umidas, as asas dos tricomas se voltam para baixo e conferem a
planta uma cor verde brilhante (BENZING et al., 1976; BENZING, 1976; STEFANO
et al. 2008).

Além da capacidade de absorgao, os tricomas podem atuar como uma
barreira, protegendo contra a radiagao solar e bloqueando a entrada de particulas
organicas para o interior da roseta, e também s&o habitat para outros
microrganismos como bactérias, fungos, leveduras e até mesmo cianobactérias
fixadoras de nitrogénio (BENZING, 1970; 1976; BENZING; RENFROW, 1974;
BENZING et al., 1976; PROENCA; SAJO, 2007; STEFANO et al., 2008).

Conservagédo de germoplasma e criopreservagao

As técnicas de conservagao de germoplasma tém por finalidade resguardar
a variabilidade genética de espécies de importancia econémica, ecoldgica, cultural,
em perigo de extingdo, dentre outras. A conservagdo de germoplasma vem se
tornando prioridade para muitos paises, devido a grande necessidade de se
resguardar a diversidade genética, tanto de plantas como de animais e
microrganismos, tendo em vista as ag¢des antropicas nas areas de ocorréncia
natural. Estas a¢des sdo responsaveis por elevar o grau de extingdo de diversas
espécies, devido a destruicdo das areas de matas nativas (RAZDAN, 2003).

A conservagao de recursos genéticos vegetais pode ser de forma in situ ou
ex situ (HEYWOOD; IRIONDO, 2003; RAJPUROHIT; JHANG, 2015). A conservagao
in situ trata de manter as populagdes naturais em seus locais de origem, a exemplo
da criagcado de unidades de conservagao ou reservas legais. Ja a forma ex situ trata
de manter as espécies fora de seu local de origem, armazenadas em bancos de
germoplasma, que podem estar em condi¢gdes de campo ou laboratoriais. Ambos os
métodos possuem vantagens e desvantagens, especialmente em se tratando de
estrutura fisica necessaria, recursos financeiros e mao de obra especializada
(ENGELMANN, 2011). Apesar dos varios aspectos positivos da estratégia de
conservagao in situ, a dependéncia de politicas publicas tem dificultado muito sua
implementagdo nos biomas citados, o que contribui para tornar a forma de

conservacao ex situ mais viavel.
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Os bancos de germoplasma s&o formados e mantidos com o objetivo de
conservar e disponibilizar materiais genéticos, como sementes, grdaos de pdlen, e
outras estruturas de propagagao vegetativa, como gemas e calos, prontamente para
as empresas, universidades e organizagdes que os mantém (VEIGA et al., 2012).
Por serem constituidos de varios gendtipos, como no caso do Banco Ativo de
Germoplasma de Abacaxi (SOUZA et al., 2012), ou por varias espécies da mesma
familia, como o Banco de Germoplasma de Bromélias (SOUZA et al., 2013), ambos
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, estes bancos abrigam uma grande diversidade
genética, com a finalidade de desenvolver projetos de melhoramento genético,
desenvolvimento de novas cultivares, conservagcdo e propagacao de espécies em
risco de extingado, dentre outras atividades (SOUZA et al., 2012; SILVA et al., 2016).

Os bancos de germoplasma podem ser classificados como colegao de base,
colecao ativa, colegcédo in vitro, colecado de trabalho, colegdo de campo, colegao
nuclear, criopreservagado e banco genémico (VEIGA et al., 2012). Cada um possui
diferentes fungdes, a depender do objetivo da instituigdo responsavel pela
manutencao desses bancos. Em se tratando de bancos de sementes, € a condi¢ao
(ortodoxa, intermediaria ou recalcitrante) que ira designar a forma como as espécies
serdo conservadas. As espécies de sementes ortodoxas aceitam dessecacao até
aproximadamente 5% do conteudo inicial de agua contido na semente, e toleram
temperaturas em torno de -18 °C, o que torna viavel e facilita sua conservacao
(ROBERTS, 1973). Ja as sementes recalcitrantes sao mais sensiveis a desidratagao
e ao resfriamento, implicando na perda de viabilidade se armazenadas em
condigdes semelhantes as toleradas pelas sementes ortodoxas; e as intermediarias
sao moderadamente sensiveis, ou seja, um meio termo entre as ortodoxas e as
recalcitrantes (ELLIS et al., 1990; 1991; ROBERTS, 1973; SANTOS, 2000). Quanto
mais sensiveis, maior sera a necessidade de se encontrar métodos alternativos para
sua conservacgao.

Diversas estratégias de conservacao de germoplasma sao utilizadas, desde
bancos em campo, em casa de vegetagdo ou em laboratério, que podem ser a
conservagao in vitro ou a criopreservagao. As diferencas entre elas se relacionam,
principalmente, em como manter o germoplasma, a dependéncia em relagdo a mao
de obra e, consequentemente, o custo e a seguranca de sua manutencao
(WITHERS; WILIAMS, 1998; PRIYADARSHAN, 2019). Essas estratégias possuem

vantagens e desvantagens, ja que ao instalar um banco em campo, o mesmo fica
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sujeito as intempéries da natureza e demanda uma grande area fisica, além da
manutencdo constante, o que ndo acontece quando o banco se localiza em
laboratério. Os bancos em laboratério, por sua vez, demandam uma estrutura mais
elaborada e mao de obra especializada (ENGELMANN, 2011), mas podem ser
seguros e de mais baixo custo a longo prazo. Para a grande maioria das espécies
funcionam como duplicatas de seguranga. Os bancos em casa de vegetacéo
também podem funcionar, em alguns casos, como uma duplicata de seguranga da
colecdo principal, no entanto, da mesma forma, existe a necessidade de
manutengdo e limpeza, além de uma boa estrutura de iluminagdo e irrigagéao
constantes.

A conservagao de germoplasma via sementes é uma alternativa para grupos
de plantas que se propagam mais eficientemente desta forma e cujas sementes
atendem aos requisitos para sua manutencdo (MALIK; CHAUDHURY, 2019).
Permite resguardar a variabilidade genética, o que € muito util para a conservacéao e
para programas de melhoramento genético.

Dentre as diversas estratégias de conservagao de sementes em laboratério,
a criopreservagao € uma técnica que utiliza nitrogénio liquido (-196 °C) ou sua fase
de vapor (-150 °C) para manter estruturas vegetais e animais conservadas por longo
periodo, até mesmo durante décadas (KARTHA, 1985; WANG et al.,, 2020). As
baixas temperaturas possibilitam que o metabolismo celular seja reduzido até um
nivel que mantenha paralisado o desenvolvimento dos tecidos, mas que nao
provoque a sua morte e permita sua regeneragdo quando em temperatura ambiente
(PANIS; LAMBARDI, 2006; LI et al., 2017; 2019; WANG et al., 2020).

Os criobancos tém se tornado uma estratégia viavel para conservagao de
germoplasma vegetal, ainda que seja necessario o desenvolvimento de protocolos
especificos (MALIK; CHAUDHURY, 2019). Além disso, materiais selvagens,
cultivares, hibridos, por exemplo, ainda que se trate de uma mesma espécie, podem
apresentar comportamento diferente quando conservados, o que reforca a
importancia de se desenvolver estudos individuais para os diferentes genoétipos que
se deseja conservar. Ainda assim, varios estudos sao realizados para se encontrar
um protocolo basico, que deve ser ajustado posteriormente para otimizar a resposta
em relagdo a variedades, genaotipos ou espécies (SOUZA et al., 2016; SILVA et al.,
2017). E preciso considerar ainda, que diferentes partes da planta possuem resposta

diferenciada ao processo de criopreservacado, sendo que as menores estruturas
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respondem melhor a tais procedimentos, visto que os conteudos internos de agua
sdo muito menores e mais uniformes (SANTOS, 2000), implicando diretamente em
uma maior eficiéncia no processo de desidratagao.

A manutencao de qualquer estrutura vegetal em temperaturas ultrabaixas
pode ocasionar a formagéo de cristais de gelo e o rompimento de membranas, de
modo que a quantidade de agua presente dentro dos tecidos é sempre um fator
decisivo para manter a integridade das células quando em criopreservagdo (MAZUR,
1984; ENGELMANN, 2004). Além disso, também ¢é possivel que a desidratagao
excessiva cause danos as membranas celulares, de modo que é necessario manter
um nivel 6timo de agua dentro das células para que, ao mesmo tempo, torne
possivel a regeneracdo apds o processo de criopreservacao e também diminua a
formagéao de cristais (WALTERS et al., 2008; PRITCHARD; NADARAJAN, 2008).

Existem algumas substancias (solu¢des criopretetoras) que protegem as
células de danos causados pelo resfriamento (SANTOS, 2001; ROSSI et al., 2003).
Essas solugdes sao utilizadas para materiais mais sensiveis, como meristemas
apicais, gemas axilares e calos. No entanto, para sementes ortodoxas, a utilizagao
apenas da desidratacdo como técnica para prevencgao de fissuras nas membranas,
tem se mostrado eficiente (GONZALES-BENITO et al., 2009). Para sementes
recalcitrantes, que nao suportam desidratacdo em niveis muito baixos, o uso desses
crioprotetores ¢é indispensavel (STEGANI et al., 2017).

Nos ultimos anos, ja vém sendo realizados com sucesso alguns trabalhos
sobre a criopreservacdo e armazenamento de sementes de Bromeliaceae (TARRE
et al., 2007; PEREIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014; FERRARI et al., 2016).
Estes autores desenvolveram protocolos para a criopreservagcao de sementes de
varios géneros da familia, como Alcantarea, Dyckia Schult.f., Encholirium Mart. Ex
Schult. & Schult.f., Nidularium Lem., Pitcairnia Ragel, Vriesea e Wittrockia Lindm..
Dentre as metodologias utilizadas, sdo propostas técnicas de vitrificagdo com
crioprotetores para tentar diminuir os danos causados pelas baixas temperaturas; de
dessecacao, objetivando encontrar o nivel ideal de agua nas células que garanta a
germinagao das sementes apos o congelamento, além de testes para investigar as
melhores condicdes de temperatura e luz para a germinacao. E importante ressaltar,
ainda, que varias espécies de Bromeliaceae sdo endémicas ou microendémicas,
além de a familia também possuir inumeros representantes de interesse comercial, 0

que justifica o emprego de tais técnicas para a conservagao da sua biodiversidade.
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Indmeras consequéncias sado originadas a partir da destruigdo dos biomas
brasileiros, como a fragmentagédo e perda de habitats, a invasdo de grandes areas
por espécies exoticas que competem com as espécies nativas, erosdo do solo,
extingdo de espécies, especialmente as endémicas e microendémicas, degradagao
de ecossistemas, dentre muitas outras (SALATI et al., 2006).

Na Bahia, os biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica apresentam
ocorréncia de Bromeliaceae (FLORA DO BRASIL 2020 em construgéo). O Cerrado é
o segundo maior bioma do Brasil ocupando uma area de 2.036.448 Km?,
aproximadamente 22% em extensao territorial, superado apenas pela Amazdnia
(BORLAUG, 2002; AQUINO; OLIVEIRA, 2006; MMA, 2020a). No entanto,
aproximadamente 50% de sua area original ja foi devastada ou transformada em
pastos e lavouras (MACHADO et al., 2004; MMA, 2020a). Considerando que o
Cerrado é um hotspot de biodiversidade (MYERS et al., 2000; SILVA; BATES, 2002)
Sd0 necessarias agdes emergenciais para sua conservagao. No entanto, ndo se tem
dedicado tanta atengcao a esse bioma quando comparado a Mata Atlantica ou a
Amazébnia, ja que apenas cerca de 8% de seu territorio total & protegido por lei
(MMA, 2020a). Sendo assim, & necessario realizar estudos com as espécies de
ocorréncia natural desse bioma, principalmente em Bromeliaceae, em relagcado a sua
fisiologia e desenvolvimento, alta representatividade de espécies no bioma, relagbes
ecoldgicas, reproducgao, especies em extingao, dentre outros.

A Mata Atlantica, principal centro de diversidade de Bromeliaceae, conta
atualmente, com 29% de sua area original (MMA, 2020b) abrigando ainda duas das
maiores metropoles do Brasil (Sdo Paulo e Rio de Janeiro). Dessa forma, os niveis
mais altos de atividade antropica estdo concentrados nesse bioma, o que demanda
urgéncia em acdes de conservagao e preservaciao das espécies de ocorréncia
natural. O alto nivel de endemismo presente no bioma também contribui para que o
mesmo seja considerado como area prioritaria para conservagao (FONTOURA et al.,
1991; WERNECK et al., 2011). O bioma também abriga cerca de 35% de todas as
espécies vegetais existentes no Brasil (MMA, 2020b).

A Caatinga ocupa 11% do territério nacional (MMA, 2020c) e € o unico bioma
totalmente inserido no territério brasileiro. Muitas das espécies encontradas nao
apresentam ocorréncia em outros locais do mundo e, das espécies florestais
ocorrentes na Caatinga, muitas sdo exploradas por suas propriedades medicinais,

para uso em construgdo, ou simplesmente para conversdao em agricultura e
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pastagem (MMA, 2020c). Como as Bromeliaceae epifitas possuem relagéao
ecologica direta com espécies florestais, a supressao de espécies florestais da
Caatinga afeta diretamente a densidade populacional da familia. Ja existem muitas
unidades de conservacgao criadas para proteger as espécies da Caatinga (MMA,
2020c), mas as atividades antropicas ainda persistem no bioma.

A conservacdo de cada um desses biomas € importante, devido
especialmente ao alto grau de endemismo em cada um deles. Com relagdo as
bromélias, também se destaca a importancia ecologica desse grupo, ja comentada
anteriormente. Das 26 espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, sete sao
endémicas do Cerrado, trés da Mata Atlantica e seis da Caatinga; e as outras
espécies ocorrem de forma simultdnea em mais de um bioma (FLORA DO BRASIL

2020 em construgao).

Anatomia Foliar em Bromeliaceae

A morfoanatomia foliar em Bromeliaceae tem sido alvo de diversos estudos
ha varios anos (ex. HABERLANDT, 1914; SOLEREDER; MEYER, 1929; KRAUSS,
1948; TOMLINSON, 1969; ROBINSON, 1969; BENZING, 1970; 1976; BENZING et
al., 1976; BENZING; RENFROW, 1980; SCATENA; SEGECIN, 2005; SOUSA et al.,
2005; PROENCA; SAJO, 2007; VERSIEUX et al.,, 2010; 2013; VERSIEUX;
MEDEIROS, 2018). E uma das éareas onde as pesquisas sdo concentradas
principalmente nos estudos taxondmicos com o intuito de poder diferenciar os
subgrupos (espécies, géneros, subgéneros, subfamilias) dentro de uma familia tao
diversa (PROENCA; SAJO, 2007).

A posicao dos estbmatos (anfiestomatica, hipoestomatica ou epiestomatica),
a estrutura das escamas foliares e a estrutura do mesofilo sdo caracteristicas que
permitem, por exemplo, diferenciar as principais subfamilias dentro de Bromeliaceae
(TOMLINSON, 1969). A taxonomia vegetal se beneficia diretamente dos estudos
anatémicos, visto que, segundo Strehl (1983), Horres et al. (2007), Almeida et al.
(2009) e Mantovani et al. (2012), por meio da anatomia foliar tem sido possivel inferir
sobre as linhagens filogenéticas dentro de Bromeliaceae. Outros autores também
utilizam a comparagao entre diferentes géneros via anatomia foliar para delimitar
géneros ou mesmo para elaborar chaves de identificagdo de géneros e espécies
(SAJO et al., 1998; PROENCA; SAJO, 2004).
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Geralmente, os caracteres reprodutivos, como a estrutura da inflorescéncia e
da flor sdo muito uteis para os trabalhos de taxonomia de Bromeliaceae. No entanto,
muitas vezes, espécies morfologicamente semelhantes apresentam diferencas
apenas em alguns aspectos florais e, ja que estas sao estruturas efémeras, a
anatomia foliar pode auxiliar na resolucdo de problemas desse tipo. Estudos
anatbmicos envolvendo Tillandsia foram realizados por alguns autores, que
analisaram, além da anatomia da folha (SCATENA; SEGECIN, 2005; BATISTA et
al., 2009; SILVA; SCATENA, 2011), as raizes, rizomas, escapos florais, nectarios, e
outras estruturas florais (SEGECIN; SCATENA, 2004a, b; MOSTI et al., 2013; HUHN
et al., 2016), relacionando as caracteristicas anatébmicas com as adaptagdes ao
ambiente, bem como ao habito epifitico caracteristico da maioria das espécies da
subfamilia Tillandsioideae.

Considerando os aspectos ecologicos, e devido aos diferentes ambientes em
que uma mesma espécie vegetal pode ser encontrada, pode existir a plasticidade
fenotipica, ou seja, as mesmas podem apresentar formatos externos ligeiramente ou
muito diferentes, o que interfere diretamente nos tecidos internos (RIBEIRO et al.,
2012; SANTOS et al., 2013b). Além disso, a disponibilidade de nutrientes no
ambiente também pode afetar a forma como as plantas os absorvem
(MARSCHNER, 1995), o que implica na composi¢do, coloragdo e organizagao
estrutural dos tecidos, mudando seu formato, tamanho e quantidade (ROSOLEM,;
LEITE, 2007; CASTRO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012; SANTOS et al., 2013b,
VIEIRA et al., 2017).
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CAPITULO 1

CONSERVAGAO DE SEMENTES DE ESPECIES DE Tillandsia
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL'

1 Capitulo a ser formatado e submetido ao periddico cientifico Scientia Horticulturae.
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CONSERVAGCAO DE SEMENTES DE ESPECIES DE Tillandsia
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL

RESUMO: Tillandsia (Bromeliaceae) possui alto potencial ornamental devido as
suas inflorescéncias vistosas e altamente procuradas para comercializagdao. O alto
grau de endemismo e o extrativismo predatorio tem causado a extingdo ou a
reducdo populacional de muitas espécies. Tudo isso torna necessario realizar
estudos de conservagéo para essas espécies, a fim de resguardar a variabilidade
genética ainda existente, e para isso, uma alternativa bastante viavel é a
conservagdao de sementes. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi avaliar duas
estratégias de conservacédo de sementes (freezer a -5 °C e criopreservacéo a -196
°C), em 20 espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia visando a obtencdo de um
protocolo que possa garantir e resguardar a variabilidade genética. Inicialmente
foram avaliados a morfometria, massa de mil sementes e conteudo de agua de
todas as espécies. Para os ensaios de germinacdo e dessecacdo foram utilizadas
quatro espécies (cada espécie representando um subgénero ocorrente na Bahia),
dois ambientes de cultivo (MS/2 e papel Germitest), e trés temperaturas (20, 25 e
30°C), com quatro repeticdes de 25 sementes por tratamento. Apods estabelecidas a
melhor temperatura e ambiente de cultivo foram realizados os ensaios de
dessecacdo em silica gel ativada por 3, 6, 9 e 12 horas. A avaliagdo da germinagao
foi a mesma adotada no ensaio anterior. Apds selecao do melhor resultado dos
ensaios de germinacgao (papel Germitest e incubacao a 30°C) e dessecagéao (3 h em
silica), foi estabelecido os ensaios de conservagao, utilizando-se dois ambientes
(freezer a -5 °C e nitrogénio liquido a -196 °C) para todas as 20 espécies. Foram
realizadas avaliagdes diarias por aproximadamente 20 dias, e foi contabilizada a
porcentagem de sementes germinadas e o indice de velocidade de germinagao
(IVG). A analise de variancia evidenciou que as 20 espécies se comportaram de
forma diferente entre si, a partir dos dois ambientes de conservagéo e ao longo das
avaliacoes (1, 7, 30 e 180 dias). Todas as espécies apresentaram germinacao
superior a 75% com uma média de 90 %, exceto para T. tricholepis (45%) e T.
tenuifolia (60%). Em relacdo ao IVG, os valores variaram de 3 a 6, com 0os menores
valores registrados em T. tricholepis e T. tenuifolia, com indices de 3 a 3,5. As
menores porcentagens de germinagao foram em T. stricta 2 (25%) e T. tricholepis
(45%), independente da temperatura e tempo de avaliagdo. O menor IVG foi
observado em T. stricta 2 com valor maximo de 2,5 aos 180 dias em nitrogénio
liguido. Aos 180 dias pode-se observar uma redugdo na porcentagem de
germinacao e no IVG quando as sementes foram conservadas em geladeira nas
especies T. juncea, T. paraensis, T. polystachia, T. streptocarpa, T. streptocarpa, T.
chapeuensis, T. geminiflora, T. globosa, T. tenuifolia var. vaginata, chegando a
auséncia de germinagao e IVG zero em T. stricta 2. Pode-se afirmar que o
armazenamento em nitrogénio liquido € um método promissor para a conservagao
de sementes das 20 espécies de Tillandsia estudadas, quando dessecadas a um
teor de agua de aproximadamente 7%. Este método de conservacao deve ser eficaz
para outras espécies de Tillandsia, e sendo assim, nossos resultados apoiam o
estabelecimento de um criobanco de Tillandsia, principalmente para espécies
endémicas e vulneraveis a extingao.

Palavras-chave: Tillandsioideae, Criopreservacgao, Nitrogénio Liquido,
Desidratacao, Bromélias, Plantas Ornamentais
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SEED CONSERVATION OF Tillandsia SPECIES (Bromeliaceae)
OCCURRENT IN BAHIA STATE, BRASIL

ABSTRACT: Tillandsia (Bromeliaceae) has high ornamental potential due to its
showy and highly sought after inflorescences. The high degree of endemism and
predatory extractivism has caused the extinction or reduction of many species. All
this makes it necessary to conduct conservation studies for these species in order to
safeguard the genetic variability that still exists, and for this, a very viable alternative
is the conservation of seeds. Thus, the objective of the work was to evaluate two
seed conservation strategies (freezer at -5 oC and cryopreservation at -196 oC), in
20 Tillandsia species occurring in Bahia in order to obtain a protocol that can
guarantee and safeguard genetic variability. Initially, the morphometry, mass of a
thousand seeds and water content of all species were evaluated. For germination
and desiccation tests, four species (each species representing a subgenus occurring
in Bahia), two cultivation environments (MS/2 and Germitest paper), and three
temperatures (20, 25 and 30°C) were used, with four repetitions of 25 seeds per
treatment. After establishing the best temperature and growing environment, silica
gel drying tests were performed for 3, 6, 9 and 12 hours. The germination evaluation
was the same as in the previous test. After selecting the best result of germination
(Germitest paper and incubation at 30°C) and desiccation (3 h on silica), the
conservation trials were established, using two environments (freezer at -5 oC and
liquid nitrogen at -196 oC) for all 20 species. Daily evaluations were performed for
approximately 20 days, and the percentage of germinated seeds and the germination
velocity index (IVG) were counted. The analysis of variance showed that the 20
species behaved differently from each other, from the two conservation environments
and throughout the assessments (1, 7, 30 and 180 days). All species presented
germination higher than 75% with an average of 90%, except for T. tricholepis (45%)
and T. tenuifolia (60%). Regarding IVG, the values varied from 3 to 6, with the lowest
values recorded for T. tricholepis and T. tenuifolia, with indexes from 3 to 3.5. The
lowest germination percentages were in T. stricta 2 (25%) and T. tricholepis (45%),
regardless of temperature and time of evaluation. The lowest IVG was observed in T.
stricta 2 with a maximum value of 2.5 at 180 days in liquid nitrogen. At 180 days a
reduction in germination percentage and in IVG can be observed when the seeds
were conserved in refrigerator in the species T. juncea, T. paraensis, T. polystachia,
T. streptocarpa, T. chapeuensis, T. geminiflora, T. globosa, T. tenuifolia var.
vaginata, reaching the absence of germination and IVG zero in T. stricta 2. It can be
stated that liquid nitrogen storage is a promising method for the conservation of
seeds of the 20 Tillandsia species studied, when dried at a water content of
approximately 7%. This conservation method should be effective for other Tillandsia
species, and therefore our results support the establishment of a Tillandsia cryobank,
mainly for endemic and endangered species.

Keywords: Tillandsioideae, Cryopreservation, Liquid Nitrogen, Dehydration,
Bromeliads, Ornamental Plants
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INTRODUGCAO

O género Tillandsia L. € o mais representativo dentre as Bromeliaceae Juss.,
com aproximadamente 746 espécies (GOUDA et al., 2020), distribuidas em sete
subgéneros (BARFUSS et al., 2016). Na Bahia sédo registradas 26 espécies de
quatro subgéneros, Anoplophytum (Beer) Baker, Diaphoranthema (Beer) Baker,
Phytarrhiza (Vis.) Baker e Tillandsia (G. Nicholson) e sdo encontradas nos biomas
Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado (FLORA DO BRASIL 2020 em construgéo). O
alto grau de endemismo combinado com o extrativismo predatorio e a destruicdo de
habitats naturais tem colocado em extingdo muitas das espécies de Tillandsia e
outras bromélias, o que justifica o desenvolvimento de métodos para a conservagao
dessas espécies.

A conservagao de germoplasma permite resguardar a variabilidade genética
de espécies de importancia ecologica, econdmica, ou em perigo de extingao,
principalmente devido as agbes antropicas. A conservagdo ex situ de recursos
genéticos vegetais € uma importante estratégia para resguardar a variabilidade
genética de diversas espécies (KARTHA, 1985; ENGELMANN, 1991; WITHERS;
WILLIAMS, 1998), ja que permite que o material genético de interesse esteja
disponivel para uso imediato para pesquisa nas instituicbes e empresas que 0s
mantém. O estabelecimento de bancos de germoplasma é essencial para a
conservacgao, para subsidiar programas de melhoramento genético auxiliando no
desenvolvimento de novas cultivares, e na propagacao de espécies (SILVA et al.,
2016).

A criopreservagao também permite conservar material genético, mas a longo
prazo e em espaco reduzido. Trata-se de manter armazenado, em nitrogénio liquido
(-196 °C) ou em sua fase de vapor (-150 °C), partes vegetativas como calos, apices
caulinares, gemas, graos de polen e sementes. As baixas temperaturas permitem
que o metabolismo das células seja reduzido até um nivel que mantenha paralisado
o desenvolvimento dos tecidos, mas que permita sua regeneracdo quando em
temperatura ambiente (KARTHA, 1985, PANIS; LAMBARDI, 2006). Em se tratando
de conservar sementes, o aspecto mais importante a ser considerado € o conteudo
de agua ideal, que pode ser fator decisivo na manutengcdo da viabilidade das
sementes apds o processo de congelamento, e consequentemente, interferir na
porcentagem final de sementes regeneradas. Rodrigues et al. (2014), que

estudaram dez espécies de Bromeliaceae, incluindo trés espécies de
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Tillandsioideae, indicam que todas as espécies possuem comportamento ortodoxo,
sendo necessario a desidratagdo das sementes antes dos procedimentos de
conservacao.

As sementes s&o estruturas reprodutivas ideais para armazenar a
variabilidade genética de uma determinada espécie, garantindo a conservacéo de
um pool génico (GOSLING, 2003; SILVA et al., 2020). Assim, estudar diferentes
métodos de conservagao de sementes € uma forma de contribuir para a preservagao
das espécies e, em alguns casos, de resgata-la de uma situagcéo de vulnerabilidade
e ameaca. Alguns trabalhos envolvendo a conservacédo de sementes de espécies de
Bromeliaceae, em temperaturas ultrabaixas, estdo disponiveis na literatura, a
exemplo de Tarré et al. (2007), Rodrigues et al. (2014), Ferrari et al. (2016) e Silva et
al. (2020).

Tarré et al. (2007) e Ferrari et al. (2016) realizaram estudos sobre a
criopreservacao de espécies de Encholirium Mart. ex Schult. & Schult. f. e Dyckia
Schult. & Schult. f., e observaram resultados de germinagdo semelhantes ou
superiores aos do tratamento controle apdés um ano de conservagao. Rodrigues et
al. (2014) estudaram principalmente o conteudo 6timo de agua nas sementes em
dez espécies de bromélias endémicas e ameacadas de extingdo. Esses autores
relatam que conteudo de agua abaixo de 7 % afeta a viabilidade das sementes e
que o conteudo ideal para a criopreservagéo € em torno de 6 a 7 %. Nao existem
registros para o género Tillandsia e por isso esse estudo é considerado inédito.

Diante do exposto, esse trabalho teve por objetivo, avaliar a conservagao de
sementes em freezer a -5 °C e criopreservagcao a -196 °C, de 20 espécies de
Tillandsia ocorrentes na Bahia de diferentes subgéneros, a fim de se obter um

protocolo que possa garantir e resguardar a variabilidade genética dessas espécies.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram estudadas 20 espécies de Tillandsia ocorrentes no Estado da Bahia,
Brasil (Tabela 1). As sementes foram coletadas de frutos maduros em populagbes
naturais de forma aleatéria, mantendo a variabilidade dentro das populagdes.
Exemplares das espécies foram coletados e incorporados no Herbario do
Recbéncavo (HURB) (Tabela 1) e no Banco de Germoplasma de Bromélias situado
na Embrapa Mandioca e Fruticultura, no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil
e que pertence ao Programa de Pés-graduacao em Recursos Genéticos Vegetais da
Embrapa Mandioca e Fruticultura e Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

As coletas foram realizadas conforme autorizagcdo do SISBIO n°: 69870-1 e
as atividades realizadas estdo devidamente cadastradas no SISGEN sob a
autorizacao n°: A9QE9F8D.

Morfometria e massa de 1.000 sementes

Os apéndices plumosos foram removidos com auxilio de uma tesoura para
evitar a proliferagdo de microrganismos. Foi contabilizado o numero de sementes
por capsula, utilizando-se trés capsulas por espécie de diferentes plantas. Foram
mensurados o0 comprimento e espessura de 25 sementes, a partir de imagens
obtidas em estereomicroscopio Leica EZ4 D (Leica, Wetzlar, Alemanha) com auxilio
do programa Imaged 2 (RUEDEN, 2017). A massa de 1.000 sementes foi
determinada utilizando balanca analitica de precisdo, conforme as Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).



Tabela 1. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil, utilizadas no presente estudo.
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Espécie Subgénero Municipio de coleta Bioma HURB
T. bulbosa Hook.f. Tillandsia llhéus Mata Atlantica/ Restinga 25395
T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. Tillandsia Santa Terezinha Caatinga 22220
T. paraensis Mez Tillandsia Entre Rios Mata Atlantica 25754
T. polystachia (L.) L Tillandsia Milagres Caatinga 22131
T. pruinosa Sw. Tillandsia Brejoes Mata Atlantica 22152
T. loliacea Mart. ex Schult. & Schult.f. Diaphoranthema Milagres Caatinga 22130
T. recurvata (L.) L. Diaphoranthema Milagres Caatinga 22149
T. tricholepis Baker Diaphoranthema Ibitiara Caatinga 25753
T. streptocarpa Baker 1 Phyrarrhiza Milagres Caatinga 18591
T. streptocarpa Baker 2 Phyrarrhiza Milagres Caatinga 25006
T. chapeuensis Rauh Anoplophytum  Morro do Chapéu Caatinga/ Campo Rupestre 23983
T. gardneri Lindl. Anoplophytum llhéus Mata Atlantica 25393
T. geminiflora Brongn. Anoplophytum Brejoes Mata Atlantica 22222
T. globosa Wawra Anoplophytum Muritiba Mata Atlantica 25569
T. pohliana Mez Anoplophytum  Morro do Chapéu Caatinga/ Campo Rupestre 23978
T. stricta Sol. 1 Anoplophytum [lhéus Mata Atlantica 25384
T. stricta Sol. 2 Anoplophytum Milagres Caatinga 22180
T. stricta subsp. piniformis Rauh ex. Ehers & Heidt Anoplophytum  Morro do Chapéu Caatinga/ Campo Rupestre 23977
T. tenuifolia L. Anoplophytum Milagres Caatinga 15626
T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm. Anoplophytum Cruz das Almas Mata Atlantica 24541
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Conteudo de agua das sementes

O conteudo de agua das sementes foi avaliado utilizando trés amostras de
100 sementes recém-colhidas de cada espécie, a partir do método de massa fresca
por aquecimento a 105 °C por 24 h, de acordo com as Regras para Anadlise de
Sementes (BRASIL, 2009).

Ensaio de germinacéo e dessecacao

Para o teste de germinacao, foram utilizadas sementes de quatro espécies,
cada uma representando um dos subgéneros de ocorréncia na Bahia: T.
streptocarpa (subgénero Phytarrhiza), T. recurvata (subgénero Diaphoranthema), T.
stricta 1 (subgénero Anophophytum) e T. polystachia (subgénero Tillandsia), em dois
ambientes de cultivo (papel Germitest® e meio de cultura) (MURASHIGE; SKOOG,
1962), em trés temperaturas de incubagéao (20, 25 e 30 °C).

Um lote foi posto para germinar em placas de Petri contendo duas folhas de
papel Germitest® autoclavado, umedecidas com 2,5 vezes seu peso (em gramas) de
agua destilada autoclavada. Outro lote de sementes foi desinfestado em camara de
fluxo laminar com etanol 70 % por 5 minutos, solugao de hipoclorito de sddio a 2 %
por cerca de 20 minutos e em seguida enxaguadas trés vezes em agua destilada
autoclavada. As sementes foram estabelecidas em placas de Petri contendo metade
da concentragédo de sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
3 % de sacarose e solidificado com 2 g L' de Phytagel®, sendo o pH ajustado para
5,8 antes da autoclavagem.

Em seguida, as sementes foram incubadas em trés temperaturas (20, 25 e
30 °C). A emergéncia do eixo embrionario (1 mm) foi o critério utilizado para
considerar o inicio da germinagdo (PEREIRA et al., 2008). As porcentagens de
germinagédo (G %) e o indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) foram calculados
conforme: G (%) = (N/A) x 100, onde N = Numero de sementes germinadas e A =
numero total de sementes; IVG = X (Gi/ni), onde Gi = numero de sementes
germinadas e ni = dia da contagem.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 2 x 3 (espécies x ambientes x temperatura) com quatro repeticdes, sendo
cada repeticdo composta por 25 sementes, totalizando 100 sementes por

tratamento. Os dados de porcentagem de germinacado e IVG foram submetidos a
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analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <0,01), sendo

os dados de germinagdo previamente transformados em arc sen (V*/100) As
analises foram realizadas no programa SAS Institute (2010). As avaliagées foram
realizadas diariamente durante 20 dias.

Para os ensaios de dessecacao, sementes dessas mesmas espécies foram
condicionadas em camara com silica gel ativada por 3, 6, 9 e 12 horas. Um lote foi
avaliado quanto ao conteudo de agua da semente, conforme metodologia descrita
acima e outro lote posto para germinar em papel Germitest® a temperatura de 30 °C.

A avaliagdo da germinacgao foi a mesma adotada no ensaio anterior.

Conservacéao das sementes

As sementes tiveram seus apéndices removidos, e foram separadas em
lotes de 100, onde foram depositadas em tubos criogénicos (3 mL) e dessecadas
por trés horas em silica gel ativada (melhor tratamento de dessecacado). Apds
selecdo do melhor resultado dos ensaios de germinacéo, foi estabelecido o ensaio
de conservacgao, utilizando-se dois ambientes (freezer a -5 °C e nitrogénio liquido a -
196 °C).

Avaliou-se a germinacado das sementes e o IVG nos periodos de 1, 7, 30 e
180 dias. O descongelamento foi realizado em temperatura ambiente por 30 min e
as sementes foram colocadas para germinar em camara de crescimento tipo B.O.D.
a 30 °C, com fotoperiodo de 16 horas. As avaliacdes foram feitas diariamente até o
15 ° dia e a emergéncia do eixo embrionario (1 mm) foi também o critério usado para
se considerar o inicio da germinagdo. O tratamento controle se constituiu em
sementes retiradas do dessecador e alocadas diretamente em placas de Petri sobre
papel Germitest®, nas mesmas condi¢cdes do ensaio de conservacgéo.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 20 x 2 x 4 (espécies x ambientes de conservagao x tempos de avaliagao).
Para cada tratamento foram usadas quatro repeticbes, sendo cada repeticdo
constituida de 25 sementes, totalizando 100 sementes por tratamento. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott (p<0,01) para as espécies, teste F (p < 0,01) para os ambientes de

conservagao e teste Tukey (p<0,01) para os tempos de avaliagdo, sendo os dados
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de germinacdo previamente transformados em arc sen (VX/100) As analises foram

realizadas no programa SAS Institute (2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfometria, massa de 1000 sementes e conteudo de agua

A partir da analise de variancia, foi possivel observar diferenca significativa
entre as espécies para o numero de sementes por capsula, comprimento, diametro e
conteudo de agua nas sementes recém-colhidas. Na Tabela 2 é possivel observar
os valores de cada uma dessas caracteristicas, bem como o coeficiente de variagao.

A maior quantidade de sementes por capsulas foi observada em T. pohliana
com uma meédia de 202,33 e as menores quantidades foram observadas em T.
loliacea (44,33), T. streptocarpa 2 (34,33), T. chapeuensis (24,30), T. stricta subsp.
piniformis (30,33), T. tenuifolia var. vaginata (35,67), nao havendo diferenga
estatistica entre elas (Tabela 2). Segundo Rodrigues et al. (1999), o numero de
sementes por fruto possui uma relagao direta com o numero de 6vulos, de modo que
as espécies que apresentam maior quantidade de 6vulos tem mais chances de
produzir mais sementes, garantindo assim sua perpetuagdo no ambiente. Outros
fatores importantes que se pode inferir sobre 0 numero de sementes sao a eficiéncia
no sistema de polinizacao (SCROK; VARASSIN, 2011; BASTOS et al., 2017) e a
auséncia de barreiras reprodutivas (SOUZA et al., 2017). No entanto, para
confirmacao desses dados, seriam necessarios estudos complementares aos que
foram realizados nesse trabalho.

Para o comprimento das sementes, as espécies T. streptocarpa 1 e T.
streptocarpa 2 apresentaram as maiores médias, com 5,63 e 5,68 mm,
respectivamente e as espécies espécies T. pruinosa (2,94 mm) e T. tenuifolia var.
vaginata (2,74 mm) apresentaram as menores médias (Tabela 2). Em relagdo ao
diametro das sementes, T, chapeuensis apresentou a maior média, com 0,56 mm, e
as espécies T. pruinosa (0,35 mm), T. loliacea (0,32 mm), T. recurvata (0,31 mm), T.
tricholepis (0,32 mm), T. streptocarpa 1 (0,33 mm), T. globosa (0,33 mm), T. stricta 1
(0,31 mm), T. stricta 2 (0,30 mm) e T. tenuifolia var. vaginata (0,33 mm),
apresentaram as menores meédias, ndo havendo diferenca significativa entre elas
(Tabela 2). De forma geral, todas as espécies apresentaram a mesma morfologia

com formato alongado, estreito e filiforme com apéndice plumoso na regido basal,
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apesar das pequenas variagcbes no comprimento e espessura para cada espécie.
Essas caracteristicas permitem uma melhor dispersdo das sementes pelo vento
(SMITH; DOWNS, 1977; MAGALHAES; MARIATH, 2012; BARFUSS et al., 2016).

Em relacdo a massa de mil sementes, houve uma variagdo de 0,09 g para T.
tricholepis a 0,54 g para T. gardneri (Tabela 2). Alguns autores correlacionam
positivamente a alta porcentagem de germinagéo e algumas vezes a velocidade de
germinagao ao maior tamanho e a maior massa das sementes (MARTINS et al.,
2000; SILVA et al, 2010; SOCOLOWSKI et al., 2011). Os resultados aqui
apresentados confirmam que as menores massas de sementes (T. tricholepis, T.
chapeuensis e T. stricta 2) foram as que apresentaram menores porcentagens de
germinagao e menores indices de velocidade de germinacgao.

Quanto ao conteudo de agua nas sementes recém-coletadas, o maior valor
observado foi em T. streptocarpa 2 (14,58%), T. gardneri (14,31%) e T. paraensis
(14,16%), e o menor em T. loliacea (10,35%), T. tricholepis (10,16%) e T. stricta 2
(10,48%). Naturalmente, sementes ortodoxas ja possuem baixos teores de agua
(FERRARI et al., 2016). Araujo et al. (2016) obtiveram resultados positivos
estudando a criopreservacdo de sementes de maracuja com teor de agua de
aproximadamente 12%. Além disso, Stanwood (1985) afirma que as sementes
ortodoxas ou semi recalcitrantes devem ser armazenadas com teor de umidade

abaixo de 10%, resultados estes semelhantes ao encontrado nesse trabalho.
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Espécie NSC COM DIA CAG MMS
T. bulbosa Hook.f. 63,00+ 8,19 ¢ 3,130,147 h 0,47 £0,06 c 11,98+ 0,12d 0,35
T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. 117,00+ 26,21¢c 3,10+£0,32h 0,46 £0,05¢c 13,56+ 0,10 b 0,41
T. paraensis Mez 118,33+ 17,95¢c 3,63+0,29¢g 0,51+0,09b 14,16 £ 0,08 a 0,51
T. polystachia (L.) L 155,33+ 11,02b  3,93+0,25f 0,39+0,05d 13,58+ 0,12 b 0,42
T. pruinosa Sw. 60,00 £ 10,58 e 2,94 +0,27 i 0,35+£0,04 e 11,31+0,21e 0,21
T. loliacea Mart. ex Schult. & Schult.f. 44 33 + 14,47 f 4,79 +0,56d 0,32+ 0,07 e 10,35+ 0,10 f 0,21
T. recurvata (L.) L. 52,33+8,39e 3,561+0,32¢g 0,31+£0,06 e 11,18+ 0,12 ¢ 0,21
T. tricholepis Baker 65,00+ 10,82 e 4,35+0,34 ¢ 0,32+0,07e 10,16+ 0,16 f 0,09
T. streptocarpa Baker 1 82,67 +1501d 5,63+0,51a 0,33+ 0,06 e 13,33+0,10 b 0,42
T. streptocarpa Baker 2 3433+4,16f 5,68 +0,88 a 0,52+0,07b 14,58 £ 0,16 a 0,51
T. chapeuensis Rauh 24,30+ 9,00 f 5,36 +0,48b 0,56+ 0,07 a 12,16 £ 0,21 ¢ 0,12
T. gardneri Lindl. 71,33+£9,02 e 4,36 +£0,54 ¢ 0,47 £ 0,07 c 14,31+ 0,18 a 0,54
T. geminiflora Brongn. 57,33+ 5,03 e 511+0,36 ¢c 0,41 +0,06d 11,86 £0,05d 0,25
T. globosa Wawra 53,33+ 4,16 e 470+0,74d 0,33+ 0,06 e 12,86 + 0,08 ¢ 0,35
T. pohliana Mez 202,33+1464a 3,87 +0,25f° 0,50+0,06b 13,87 +0,11b 0,45
T. stricta Sol. 1 66,67 6,11 e 3,750,269 0,31+0,06 e 12,13+ 0,12 ¢ 0,35
T. stricta Sol. 2 59,00 + 10,82 e 3,16+ 0,36 h 0,30+ 0,06 e 10,48 £ 0,14 f 0,15
T. stricta subsp. piniformis Rauh ex. Ehers & Heidt 30,33 £ 2,52 f 3,63+£0,18¢g 0,38+0,05d 12,56 £ 0,09 c 0,37
T. tenuifolia L. 97,33+13,28d 3,94 +0,28 f 0,41+0,05d 11,67 £ 0,07 d 0,32
T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm. 3567+551f 2,74 £ 0,35 0,33+0,07 e 11,26+ 0,11 e 0,23

CV (%) 10,43 15,63 15,70 11,32

NSC = numero de sementes por capsula, COM = comprimento de 25 sementes (mm), DIA = didmetro de 25 sementes (mm), CAG = conteudo
de agua nas sementes recém-colhidas, MMS = massa de mil sementes.
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Ensaios de dessecacédo e germinagéo

Apo6s a mensuragdo dos dados morfométricos, conteudo de agua e massa de
1.000 sementes, foram realizados os ensaios de dessecagdo e germinagédo para
quatro espécies de Tillandsia, uma de cada subgénero, servindo assim, como
subsidio para os demais estudos de conservagao (Figura 1, Tabela 3).

A dessecacao das sementes em silica gel ativada por trés horas apresentou
resultados significativos na diminuicdo do conteudo de agua de aproximadamente 12
a 13% para 7 a 8%, estabilizando-se apos esse tempo (Figura 1). Essa redugéo no
conteudo de agua nao influenciou nas porcentagens de germinagao das sementes.
Com base nesses resultados, optou-se pela dessecacao por trés horas para ser
usada nos ensaios de conservacao.

A partir dos dados avaliados, € possivel inferir que as sementes de Tillandsia
apresentam comportamento ortodoxo, se mantendo viavel a baixa umidade. Esse
comportamento de tolerancia a dessecacdo em Bromeliaceae foi descrito por
Rodrigues et al. (2014) e Silva et al. (2020) estudando dez e trés espécies de
diferentes subfamilas, respectivamente, incluindo Tillandsioideae. Esses mesmos
autores conseguiram reduzir o conteudo de agua das sementes para niveis muito
baixos (2,2 %) mantendo sua viabilidade.

Para que seja possivel conservar as sementes de uma espécie vegetal, é
necessario diminuir e estabilizar o conteudo de agua dentro das sementes
(FIGUEIREDO et al., 2017), evitando assim a formacao de cristais de gelo dentro
das células no caso de sementes criopreservadas, ou degradacdo nas sementes
conservadas em temperaturas mais elevadas, o que pode comprometer a
integridade dos tecidos (PEGG, 2010; FIGUEIREDO et al.,, 2017). Além disso, a
tolerancia a dessecacao é uma caracteristica importante a se conhecer sobre as
especies que se deseja conservar, visto que um menor conteudo de agua dentro das
células pode elevar a morte do embrido e afetar as condicdes sanitarias das
sementes (MELLO et al., 2010; VILLELA; PERES, 2004; MASSETO; FARIA, 2019).
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Figura 1. Relagcdo da porcentagem de germinagédo e conteudo de agua de sementes de
Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil em diferentes tempos de dessecagéo
em silica gel ativada.

Em relacdo a porcentagem de germinacédo e indice de velocidade de
germinagao, nao houve interacao significativa entre os fatores meio de cultura MS e
papel Germitest® para as quatro espécies estudadas (Tabela 3). Em relagdo a
temperatura, as sementes de T. streptocarpa 1 e T. polystachia apresentaram
porcentagens de germinacido mais baixas, independente do ambiente de cultivo,
quando cultivadas a 20 °C.

Para o indice de velocidade de germinagao, também a temperatura de 20 °C
proporcionou menores valores para as quatro espécies. As porcentagens de
germinagao variaram em uma amplitude de 76 % em T. streptocarpa 1 com 20 °C a

98 % em T. recurvata com 30 °C (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de germinacéo, indice de velocidade de germinacéao (IVG) de quatro
espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil em fungao de diferentes
condi¢des de cultivo.

T. streptocarpa 1 T. recurvata T. stricta 1 T. polystachia

MS PG MS PG MS PG MS PG

Germinacéo (%)

20°C 80 aB 76 aB 96 aA 95 aA 86 aA 88 aA 82 aB 79 aB
25°C 96 aA 92 aA 92 aA 91 aA 88 aA 81 aA 91 aA 90 aA
30°C 92 aA 89 aA 98 aA 94 aA 82 aA 83 aA 94 aA 92 aA

CV (%) 22,38

indice de Velocidade de Germinacéo

20°C 1,40aB 1,15aB 3,08aB 296aB 044aB 0,35aB 2,30aB 2,60aB
25°C 3,25aA 3,02aA 434aA 456aA 223aA 233aA 421aA 421aA
30°C  3,06aA 386aA 477aA 480aA 221aA 201aA 411aA 3,83aA

CV (%) 16,22

MS = meio de cultura contendo a metade da concentragao de sais MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962). PG = papel Germitest®.

Médias seguidas por letras iguais minuscula na linha e maiusculas nas colunas para cada
espécie, nao diferem entre si a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A temperatura € um fator determinante para a germinagao de sementes para
algumas espécies vegetais, participando inclusive na superagao de dorméncia, no
crescimento embrionario, agindo na velocidade de absor¢cdo de agua e nas reagdes
bioquimicas e fisioldgicas (SILVA et al., 2002; CASTRO et al. 2004; VIVIAN et al.,
2008). No caso desse trabalho, ndo foi observada dorméncia em nenhuma das
especies estudadas, mas as temperaturas mais elevadas proporcionaram maior
porcentagem de germinagéo e maior indice de velocidade de germinagéo.

Para Bromeliaceae, o fator genético deve estar fortemente relacionado a
temperatura ideal para a germinacdo das sementes, pois diversos autores indicam
que uma faixa de temperatura de 15 a 35 °C ¢ ideal para a germinagdo, mas um
ajuste de temperatura € fundamental para maximizar essas porcentagens
(MERCIER; GUERREIRO FILHO, 1990; NARA; WEBBER, 2002; PINHEIRO;
BORGHETTI, 2003; VIEIRA et al., 2007).

Pereira et al. (2010) afirmam que nao houve diferenga no potencial
germinativo da bromélia Nidularium innocentii Lem., quanto submetida as
temperaturas de 20 °C, 25 °C, e nas temperaturas de 20 °C e 30 °C alternadas. Para
Tarré et al. (2007), também nao houve diferenga significativa nas porcentagens de
germinagao para as espécies dos géneros Encholirium Mart. ex Schult. & Schult. f. e
Dyckia Schult. & Schult. f., quando submetidos as temperaturas de 20, 25 e 30 °C.
Ja para D. tuberosa (Vell.) Beer, Vieira et al., (2007) estudou uma variagao de 10 a

45 °C e observaram que as temperaturas cardeais ndo apresentaram germinagéo e
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as ideais foram de 30 a 35 °C para uma maxima porcentagem e maximo indice de
velocidade de germinagéo.

Desse modo, por questdes de praticidade e pelo indice de velocidade de
germinagao das quatro espécies estudadas, uma vez que, ndo apresentaram
diferencas significativas entre as espécies dos diferentes subgéneros, decidiu-se
proceder aos ensaios de conservagdo no papel Germitest® a uma temperatura de
30°C.

Conservacéao das sementes

A analise de variancia evidenciou que as 20 espécies se comportaram de
forma diferente entre si, em relagcdo as duas condi¢gbes de conservagao (geladeira a
-5 °C e nitrogénio liquido a -196 °C), e ao longo dos tempos de avaliagéo (1, 7, 30 e
180 dias). Os resultados das porcentagens de germinagdo podem ser observados
nas Figuras 2 e 3, e os indices de velocidade de germinacao (IVG) nas Figuras 4 e
5.

De acordo com os resultados encontrados, T. bulbosa (Figura 2a, 4a), T.
pruinosa (Figura 2e, 4e), T. loliacea (Figura 2f, 4f), T. tricholepis (Figura 2h, 4h), T.
gardneri (Figura 3b, 5b), T. pohliana (Figura 3e, 5e), T. stricta 1 (Figura 3f, 5f), T.
stricta subsp. piniformis (Figura 3h, 5h) e T. tenuifolia (Figura 3i, 5i) nao
apresentaram diferenga significativa na porcentagem de germinagéo (Figuras 2 e 3)
e no indice de velocidade de germinacao (Figuras 4 e 5) entre as duas temperaturas
até os 180 dias das sementes conservadas. Todas essas espécies apresentaram
germinagao superior a 75% com uma média de 90 %, exceto para T. tricholepis
(Figura 2h), com uma média de 45 %, e T. tenuifolia, com 60 %. Em relagdo ao IVG,
os valores variaram de 3 a 6, com os menores valores registrados nas espécies T.

tricholepis e T. tenuifolia, com indices de 3 a 3,5 (Figura 4h, 5i).
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Figura 2. Porcentagem de germinacdo de sementes de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia, Brasil conservadas em temperatura de -5°C e criopreservada (-196°C) ao longo de 180 dias. a)
T. bulbosa, b) T. juncea, c) T. paraensis, d) T. polystachia, e) T. pruinosa, f) T. loliacea, g) T.
recurvata, h) T. tricholepis, i) T. streptocarpa, j) T. streptocarpa. Médias seguidas por letras iguais
minusculas (temperatura) e mailusculas (tempo) ndo diferem pelo teste F e Tukey (p<0,01),
respectivamente.
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Figura 3. Porcentagem de germinacdo de sementes de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia, Brasil conservadas em temperatura de -5°C e criopreservada (-196°C) ao longo de 180 dias. a)
T. chapeuensis, b) T. gardneri, c) T. geminiflora, d) T. globosa, e) T. pohliana, f) T. stricta 1, g) T.
stricta 2, h) T. stricta subsp. piniformis, 1) T. tenuifolia, j) T. tenuifolia var. vaginata. Médias seguidas
por letras iguais minusculas (temperatura) e maiusculas (tempo) nao diferem pelo teste F e Tukey
(p<0,01), respectivamente.
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Figura 4. indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) de sementes de Tillandsia (Bromeliaceae)
ocorrentes na Bahia, Brasil conservadas em temperatura de -5°C e criopreservada (-196°C) ao longo
de 180 dias. a) T. bulbosa Hook.f. b) T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. ¢c) T. paraensis Mez. d) T.
polystachia (L.) L. €) T. pruinosa Sw. f) T. loliacea Mart. ex Schult. & Schult.f. g) T. recurvata (L.) L. h)
T. tricholepis Baker. i) T. streptocarpa Baker. j) T. streptocarpa Baker 1. Médias seguidas por letras
iguais minusculas (temperatura) e maiusculas (tempo) ndo diferem pelo teste F e Tukey (p<0,01),

respectivamente.



53

10 10
aA aA aA
bB
BT AT ST BC 5T T ST 6T o T 59 496°C  5°C | -196°C  6°C  -196°C  5°C | -196°C bk
10 10
9
8
7
6
€s
4
3 aA 2A = ah aA aA aA
2 bB
1
0
5°C 49°C ST AT 5T AT 5T 96T 5°C  49%°C 5T 4T 5 %T ST A%C
10 10
9 9
8 8
7 7
<) ° aA A ° aA aA
20 i 2 aA 22 aA aA S5 aa aA aA aA aA aA
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0
B°C 196°C 5°C 196°C 5°C -196°C S°C 16 4 5°C 96°C  5°C  -196°C  5°C  -196°C  5°C  -196°C f[7]
10 10
9
s
7]
64
o
g jr ah A aA aA A aA - aA
3]
24
1
0 -
5°C  196°C  -5°C  -196°C  -5°C  -196°C  -5°C  -196°C ge 6 A%C 5 A9°C 5T 196°C 5T -196°C o
10 10
9 9
8 8
7 7
6 6
g s €s
aA
: aA aA aA aA aA aA aA Z
2 2
1 1
0 0-
5°C  196°C  -5°C  -196°C  -5°C  -196°C  -5°C  -196°C , 5°C  196°C  -5°C  -196°C  -5°C  -196°C  5°C  -196°C ,

B = miasy [ soziess [ 1s0miase

Figura 5. indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) de sementes de Tillandsia (Bromeliaceae)
ocorrentes na Bahia, Brasil conservadas em temperatura de -5°C e criopreservada (-196°C) ao longo
de 180 dias. a) T. chapeuensis Rauh. b) T. gardneri Lindl. c) T. geminiflora Brongn. d) T. globosa
Wawra. e) T. pohliana Mez. f) T. stricta Sol. 1. g) T. stricta Sol. 2. h) T. stricta subsp. piniformis Rauh
ex. Ehers & Heidt. I) T. tenuifolia L. j) T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm. Médias seguidas por
letras iguais mindsculas (temperatura) e maildsculas (tempo) ndo diferem pelo teste F e Tukey
(p<0,01), respectivamente.
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As menores porcentagens de germinagao foram observadas em T. stricta 2
(Figura 3g) com valores médios de 25%, e T. tricholepis (Figura 2h) com 45%,
independente da temperatura e tempo de avaliagdo. T. chapeuensis (Figura 3a)
apresentou porcentagens de germinacgao variando de 30 a 70%, e T. geminiflora
(Figura 3c) obteve porcentagem de 30 a 60%. O menor IVG foi observado em T.
stricta 2 com valor maximo de 2,5 aos 180 dias em nitrogénio liquido.

Aos 180 dias pode-se observar uma redugédo na porcentagem de germinagao
e no IVG quando as sementes foram conservadas em geladeira (-5 °C) nas espécies
T. juncea (Figura 2b, 4b), T. paraensis (Figura 2c, 4c), T. polystachia (Figura 2d, 4d),
T. streptocarpa (Figura 2i, 4i), T. streptocarpa (Figura 2j, 4j), T. chapeuensis (Figura
3a, 5a), T. geminiflora (Figura 3c, 5c), T. globosa (Figura 3d, 5d), T. tenuifolia var.
vaginata (Figura 3j, 5j), chegando a auséncia de germinacéao e IVG zero em T. stricta
2 (Figura 3g, 5g). Em contrapartida, a viabilidade permaneceu com as sementes
conservadas em nitrogénio liquido nesse mesmo periodo para todas as espécies.
Isso evidencia a parada do metabolismo obtida pela criopreservacdo, mantendo a
integridade dos tecidos ao longo do tempo.

Em T. chapeuensis (Figura 3a, 5a) houve um incremento na porcentagem de
germinacao e no IVG quando conservados em nitrogénio liquido no 1°, 30° e 180°
dias apos o estabelecimento (Figuras 2 e 3) e em T. globosa esse incremento foi
observado em todas as quatro avaliagbes (Figura 3d, 5d). Esse incremento da
porcentagem de germinagdo apds a criopreservagao ja foi relatado para Vriesea
bahiana com um acréscimo de 10% (SILVA et al., 2020) e para as espécies
Encholirum magalhaestii e E. subsecundum (TERRE et al., 2007). Acredita-se que
esse aumento esteja relacionado a aceleragdo cinética da germinagdo das
sementes, desencadeada pela sensibilidade a dessecacido, suportando assim
temperaturas ultrabaixas.

Pode-se afirmar que o armazenamento em nitrogénio liquido € um método
promissor para a conservagao de sementes de 20 espécies de Tillandsia, quando
dessecadas a um teor de agua de aproximadamente 7%. Amostras de todas as
especies encontram-se conservadas para resgate e avaliagdo com um e dois anos.

Uma amostra das plantulas advindas dos diferentes tratamentos de

conservacao apos 180 dias foi aclimatizada sobre placas de fibra de coco, e até o
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presente momento, nao apresentaram diferencas morfolégicas e nem de
desenvolvimento quando comparadas ao controle.

Pode-se concluir que nossos resultados sao promissores, e apoiam o
estabelecimento de um criobanco de Tillandsia, principalmente para espécies

endémicas e vulneraveis a extingao.
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MORFOANATOMIA FOLIAR DE ESPECIES DE Tillandsia
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL?

2 Capitulo a ser formatado e submetido ao periddico cientifico Brazilian Journal of Botany.
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MORFOANATOMIA FOLIAR DE ESPECIES DE Tillandsia
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL

RESUMO: Tillandsia é o maior género da familia Bromeliaceae, com 746 espécies
atualmente distribuidas em sete subgéneros. Quatro destes subgéneros
(Anoplophytum, Phytarrhiza, Tillandsia e Diaphoranthema) ocorrem no estado da
Bahia, sendo registradas 26 espécies distribuidas na Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga. Estudos morfoanatémicos foliares fornecem caracteres uteis para analises
filogenéticas, taxonbmicas e ecoldgicas. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
caracterizar morfoanatomicamente folhas de 25 espécies de Tillandsia ocorrentes no
estado da Bahia visando fornecer caracteres uteis para delimitar subgéneros, além
de indicar as respostas ao ambiente. A morfologia e anatomia das folhas foram
comparadas entre as espécies, sendo o0s caracteres analisados a partir de uma
analise de similaridade (método UPGMA com algoritmo de Gower). As espécies
possuem folhas rosulatas, divididas em limbo e bainha foliar com comprimentos e
larguras variadas. Todas as espécies apresentaram epiderme uniestratificada com
formato retangular e espessura variavel com cuticula espessa ou delgada. O formato
do limbo foliar variou de levemente curvado, curvo, plano-convexo e céncavo-
convexo com apice aculeado para todas as espécies. Os tricomas escamiformes
foram observados em todas as espécies, apresentando variagdes na densidade do
indumento entre as faces e no comprimento da asa e disco central. Os estdbmatos
estdo distribuidos longitudinalmente em uma ou em ambas as faces do limbo foliar.
Dezoito espécies possuem folhas hipoestomaticas, enquanto as outras sete sao
anfiestomaticas, sendo esta uma caracteristica ocorrente nos subgéneros
Diaphoranthema e Phytarrhiza. O mesofilo € dorsiventral e apresenta dois tipos de
parénquimas, aquifero e clorofiliano. Os feixes vasculares sdo colaterais e
parcialmente envolvidos por fibras, exceto em T. linearis. A partir da analise de
similaridade, foi possivel verificar a formagdo de cinco grupos. O grupo G1 foi
formado por T. linearis divergindo das demais espécies do subgénero Phytarrhiza,
apresentando feixes vasculares totalmente envolvidos por fibras periciclicas. O
grupo G2 foi formado pelas demais espécies do subgénero Phytarrhiza. O G3
apresentou as quatro espécies do subgénero Diaphoranthema. O G4 foi formado
pelas cinco espécies do subgénero Tillandsia, mostrando alta similaridade entre T.
heubergeri e T. sprengeliana, e entre T. chapeuensis e T. gardneri. O grupo G5
agrupou 12 espécies do subgénero Anoplophytum apresentando maior variabilidade
quando comparadas aos demais subgéneros. Os dados quantitativos foram os
responsaveis pelo agrupamento desse ultimo subgrupo, uma vez que apenas o
carater envolvimento parcial dos feixes vasculares por fibras foi homogéneo entre as
espécies. Com base nos resultados aqui apresentados, os caracteres
morfoanatdmicos podem ser usados para caracterizar e agrupar as espécies de
Tillandsia, além de confirmar a adaptabilidade dessas espécies aos diferentes
ambientes, principalmente em ambientes xéricos.

Palavras-chave: Bromélia, Ecologia, Epifitas, Monocotiledénea, Subgéneros,
Taxonomia, Tillandsioideae.
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LEAF MORPHOANATOMY OF Tillandsia SPECIES (Bromeliaceae)
OCCURRENT IN BAHIA STATE, BRAZIL

ABSTRACT: Tillandsia is the largest genus of the Bromeliaceae family, with 746
species currently distributed in seven subgenera. Four of those subgenera
(Anoplophytum, Phytarrhiza, Tillandsia and Diaphoranthema) occur in the state of
Bahia and 26 species are registered distributed in the Atlantic Forest, Cerrado and
Caatinga. Morphoanatomic foliar studies provide useful characters for phylogenetic,
taxonomic and ecological analyses. Thus, the objective of the work was to
characterize morphoanatomic leaves of 25 Tillandsia species occurring in the state of
Bahia in order to provide useful characters to delimit sub-genera, besides to indicate
the answers to the environment. The morphology and anatomy of the leaves were
compared among the species, and the characters were analyzed from an analysis of
similarity (UPGMA method with Gower algorithm). The species have rosulata leaves,
divided into limbus and leaf sheath with varying lengths and widths. All species
presented uniestratified epidermis with rectangular shape and variable thickness with
thick or thin cuticle. The shape of the leaf limb varied from slightly curved, curved,
flat-convex and concave-convex with acule apex for all species. The scamiform
trichomes were observed in all species, presenting variations in the density of the
monument between the faces and in the length of the wing and central disk. The
stomas are distributed longitudinally on one or both sides of the leaf limb. Eighteen
species have hypoestomatic leaves, while the other seven are anfiestomatic, this
being a characteristic occurring in the subgenera Diaphoranthema and Phytarrhiza.
The mesophilus is dorsiventral and presents two types of parenchyma, aquifer and
chlorophyllian. The vascular bundles are collateral and partially involved by fibers,
except in T. linearis. From the similarity analysis, it was possible to verify the
formation of five groups. The G1 group was formed by T. linearis diverging from the
other species of the Phytarrhiza subgenus, presenting vascular bundles totally
involved by pericyclic fibers. Group G2 was formed by the other species of the
Phytarrhiza subgenus. G3 presented the four species of the Diaphoranthema
subgenus. G4 was formed by the five species of the subgenus Tillandsia, showing
high similarity between T. heubergeri and T. sprengeliana, and between T.
chapeuensis and T. gardneri. The group G5 grouped 12 species of the
Anoplophytum subgenus showing a higher variability when compared to the other
subgenera. The quantitative data were responsible for the grouping of this last
subgroup, since only the partial involvement of vascular bundles by fibers was
homogeneous among the species. Based on the results presented here, the
morphoanatomic characters can be used to characterize and group the Tillandsia
species, besides confirming the adaptability of these species to different
environments, mainly in xeric environments.

Keywords: Bromeliad, Ecology, Epiphytes, Monocotyledon, Subgenera, Taxonomy,
Tillandsioideae.
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INTRODUGCAO

A partir dos primeiros estudos com enfoque ecoldgico e taxondmico sobre
anatomia foliar em Bromeliaceae (KRAUSS, 1949; TOMLINSON, 1969; ROBINSON,
1969), diversos autores observaram que a variabilidade estrutural das folhas de
Bromeliaceae constitui uma importante fonte de dados para inferéncias filogenéticas,
ontogenéticas, fisiologicas, ecologicas, taxonémicas e evolutivas (SAJO et al., 1998;
ARRUDA; COSTA, 2003; PROENCA; SAJO, 2004; SOUSA et al., 2005; SOUSA et
al., 2005; HORRES et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009; MONTEIRO et al., 2011;
MANTOVANI et al., 2012; VERSIEUX et al., 2010; 2018; SILVA et al., 2018).

Monteiro et al. (2011) relataram que esses estudos podem melhorar a
delimitagcdo taxondémica de espécies, géneros e subgéneros em espécies de
Bromeliaceae, além de permitir inferéncias filogenéticas dentro da familia. Além
disso, a anatomia foliar é importante para verificar modificagdes na organizagao
celular em resposta a diferentes condigbes ambientais (RIBEIRO et al.,, 2012;
SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2018). Neste sentido, alguns autores afirmam
que as espeécies de Tillandsia L. auxiliam em estudos sobre a qualidade do ar, como
bioindicadores, devido a presenca de tricomas e outras caracteristicas foliares
(BRIGHIGNA et al., 2002; FIGUEIREDO et al., 2001; 2004; AMADO et al., 2002).

Para o género Tillandsia, estudos morfoanatdémicos foliares com abordagem
ecofisioldgica (SCATENA; SEGECIN, 2005; BENZ; MARTIN, 2006; STEFANO et al.,
2008) ou utilizando como ferramentas taxonémicas e filogenéticas foram realizados
(STREHL, 1983; SMITH; DOWNS, 1977; BRIGHIGNA et al., 1984; MOSTI et al.,
2005; SCATENA; SEGECIN, 2005; LEONI, 2011). Entretanto, apenas uma parte se
concentra nos tricomas (BENZ; MARTIN, 2006; STEFANO et al., 2008).

Segundo Gouda et al. (2020), o género Tillandsia (Tillandsioideae) apresenta
746 espeécies distribuidas em sete subgéneros: Aerobia Mez, Peseudovriesea
Barfuss & W. Till, Tillandsia (G. Nicholson), Viridantha (Espejo) W. Till & Barfuss.
Anoplophytum (Beer) Baker, Phytarrhiza (Vis.) Baker e Diaphoranthema (Beer)
Baker, sendo este ultimo, o mais representativo em Bromeliaceae com 20,6% das
espécies. As espécies desse género podem ser encontradas desde o Sul dos
Estados Unidos até o Uruguai (SMITH; DOWNS, 1977; BENZING, 2000; BARFUSS
et al., 2016). Na Flora do Brasil (2020) sdo relatadas 82 espécies em todos os
biomas, com 49 espécies endémicas. Para a Bahia sdo encontradas 26 espécies,

distribuidas na Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga.
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A maioria das espécies de Tillandsia é epifita e adaptada a ambientes
xéricos, possuindo tricomas epidérmicos foliares com capacidade de absorver agua
e nutrientes (SCATENA; SEGECIN, 2005; PAPINI et al., 2010). E possivel também
encontrar espécies de habito rupicola ou saxicola (STEFANO et al., 2008). O género
€ 0 mais representativo dentro da familia na Caatinga, bioma de condigbes
climaticas hostis durante boa parte do ano em virtude de fatores como escassez de
agua e altas temperaturas durante o dia, devido a alta incidéncia de luz solar
(PONTES; AGRA, 2006). Devido a alta adaptabilidade, as Tillandsia sdo capazes de
colonizar diferentes ambientes, além disso, a mesma espécie pode apresentar
diferengas na fisionomia a depender das diferentes condicbes ambientais (RIBEIRO
et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

Os tricomas representam um importante ganho evolutivo e adaptativo para
as Tillandsia, pois permitiu que as espécies pudessem absorver nutrientes
diretamente do ar, sem precisar utilizar as raizes para tal — as quais possuem a
funcao de fixagdo nos troncos e galhos de espécies arboreas (PROENCA; SAJO,
2007; PAPINI et al., 2010). Além disso, o metabolismo CAM (metabolismo acido das
crassulaceas) também possibilita a diminuigdo da perda de agua para o ambiente,
através da capacidade de abertura e fechamento dos estdbmatos, o que, em
condigbes ambientais mais hostis, € uma caracteristica altamente relacionada a
sobrevivéncia das espécies (CRAYN et al., 2000; PROENCA; SAJO, 2007; PAPINI
et al., 2010).

Assim, sabendo da importdncia anatdbmica das folhas de espécies de
Bromeliaceae, incluindo os aspectos taxondmicos e ecoldgicos, esse estudo
objetivou caracterizar e comparar as folhas de 25 espécies dos quatro sugnéneros
de Tillandsia ocorrentes na Bahia e realizar inferéncias adaptativas as respostas

ambientais.



Tabela 1. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil, estudadas no presente trabalho.
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Sigla Espécie Subgénero Municipio de coleta Bioma HURB
CHA T. chapeuensis Rauh Anoplophytum  Morro do Chapéu Caatinga/ Campo Rupestre 23983
GAR T. gardneri Lindl. Anoplophytum llhéus Mata Atlantica 25393
GEM T. geminiflora Brongn. Anoplophytum Brejoes Mata Atlantica 22222
GLO T. globosa Wawra Anoplophytum Muritiba Mata Atlantica 25569
HEU T. heubergeri Ehlers Anoplophytum Brejoes Mata Atlantica 17894
MIL T. milagrensis Leme Anoplophytum Milagres Caatinga 17887
POH T. pohliana Mez Anoplophytum  Morro do Chapéu Caatinga/ Campo Rupestre 23978
SPR T. sprengeliana Klotzsch ex Mez Anoplophytum Palmeiras Mata Atlantica/ Campo Rupestre 23997
SNO T. stricta Sol. 1 Anoplophytum Milagres Caatinga 22180
SRO T. stricta Sol. 2 Anoplophytum lIhéus Mata Atlantica 25384
TEM T. tenuifolia L. Anoplophytum Milagres Caatinga 15626
TEV T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm.  Anoplophytum Cruz das Almas Mata Atlantica 24541
TRI T. tricholepis Baker Diaphoranthema Ibitiara Caatinga 25753
LOL T. loliacea Mart. ex Schult. & Schult.f. Diaphoranthema Milagres Caatinga 22130
REC T. recurvata (L.) L. Diaphoranthema Milagres Caatinga 22149
USN T. usneoides (L.) L. Diaphoranthema Milagres Caatinga 22152
LIN T. linearis Vell. Phyrarrhiza Itapebi Mata Atlantica 25757
STR T. streptocarpa Baker 1 Phyrarrhiza Milagres Caatinga 18591
STC T. streptocarpa Baker 2 Phyrarrhiza Milagres Caatinga 25006
STN Tillandsia sp. Phyrarrhiza Milagres Caatinga 18592
BUL T. bulbosa Hook.f. Tillandsia llhéus Mata Atlantica/ Restinga 25395
JUN T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. Tillandsia Santa Terezinha Caatinga 22220
PAR T. paraensis Mez Tillandsia Entre Rios Mata Atlantica 25754
POL T. polystachia (L.) L. Tillandsia Milagres Caatinga 22131
PRU T. pruinosa Sw. Tillandsia Brejoes Mata Atlantica 22152
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram estudadas 25 espécies de Tillandsia ocorrentes no Estado da Bahia,
Brasil (Tabela 1). Os vouchers das espécies foram incorporados no Herbario do
Recdncavo da Bahia (HURB) e estdo em cultivo no Banco de Germoplasma de
Bromélias do Programa de Pds-graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais da
Embrapa Mandioca e Fruticultura e Universidade Federal do Recéncavo da Bahia,
no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. As coletas foram realizadas
conforme autorizagdo do SISBIO n° 69870-1 e as atividades realizadas estao

devidamente cadastradas no SISGEN sob a autorizagao n°: ASEQF8D.

Morfoanatomia foliar

Para as analises morfolégicas e anatdbmicas, foram realizadas secg¢des de 0,5
x 0,5 cm na regiao central (terco mediano) de trés folhas maduras de trés individuos
diferentes, todos coletados em populacdes naturais.

A caracterizagdo morfolégica das folhas foi estudada sob microscopia
eletrébnica de varredura (MEV). As seccbes foliares foram fixadas em solugao de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada [glutaraldeido (2%), paraformaldeido
(2%), CaClz (0,001 M), tampao cacodilato de sodio (0,05 M), em pH 7,2], por 48
horas. Em seguida, as secgdes foram desidratadas em série etilica crescente (35-
100%) a cada 30 minutos. As amostras foram secas ao ponto critico através de CO2
liquido e montadas sobre suportes metalicos e metalizadas com ouro. As imagens
foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura de pressao variavel JEOL
JSMIT300LV (Tokyo, Japao) operando a 15 kV sendo as imagens digitalizadas.

Para as analises anatdmicas, as seccgobes foliares foram fixadas na mesma
solugao de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada, por 48 horas, desidratadas
em série etilica crescente (35-100%), por 30 minutos, infiltradas e emblocadas
utilizando-se o kit Historesina (hidroxietilmetacrilato, Leica Heldelberg). A
polimerizagdo da resina foi feita a temperatura ambiente por 48 horas. Cortes
histologicos seriados (5 pm) foram obtidos em microtomo rotativo Leica RM 2155
(Leica, Nussloch, Alemanha), dispostos em l|aminas histolégicas e corados com
fucsina &acida (0,1% p/v), seguido de azul de toluidina (0,05% p/v) (FEDER,
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O’BRIEN, 1968). Os cortes histologicos foram analisados e fotografados em
fotomicroscopio Axiosckop 2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Os dados morfométricos foram obtidos em cinco folhas maduras de trés
diferentes plantas e a partir de cinco micrografias utilizando o software ImageJ
1.4.3.67 (RUEDEN, 2017). Foram mensurados: comprimento da folha (cm), largura
da bainha foliar (cm), largura do limbo (cm), espessura do limbo (mm), densidade de
tricomas na face adaxial e abaxial (n°® mm=2), maior comprimento da asa dos
tricomas (uM), comprimento maior do disco central dos tricomas (uUM) e espessura
da epiderme da face adaxial e abaxial (uM).

Para as caracteristicas qualitativas foram observados: formato do limbo,
predominédncia do parénquima aquifero nas faces da folha, organizagdo do
parénquima clorofiliano, presenca ou auséncia de epiderme com células de paredes
espessas, cuticula delgada ou espessa, formato das células do mesofilo do
parénquima aquifero (alongadas ou arredondadas), presenga ou auséncia de canais
de ar, tamanho dos feixes vasculares (feixes de mesmo tamanho ao longo do
parénquima ou alternados com feixes menores), presenga ou auséncia de
idioblastos, envolvimento total ou parcial das fibras no feixe vascular, formato das
células dos canais de ar (braciformes ou isodiamétricas), nivel dos estdbmatos na
epiderme (em depressdo ou no mesmo nivel da epiderme), posigdo dos estdmatos
(anfiestomatica ou hipoestomatica), presengca de camara subestomatica e simetria
da asa dos tricomas.

Uma analise conjunta dos dados qualitativos e quantitativos foi realizada
para estimar a similaridade genética entre as espécies, com base no algoritmo de
Gower (1971). Os agrupamentos hierarquicos das espécies foram obtidos pelos
métodos de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average)
a partir da distancia euclidiana média entre todas as espécies. A validagao dos
agrupamentos foi determinada pelo coeficiente de correlagcédo cofenético (r) (SOKAL,;
ROHLF, 1962).

Foi utilizado o programa estatistico (R Development Core TeaM., 2018) para
as analises de divergéncia genética, de agrupamentos hierarquicos e de correlagao
cofenética. A significancia da correlagdo cofenética foi calculada pelos testes t e de

Mantel (10.000 permutagdes).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfoanatomia foliar

As espécies de Tillandsia apresentaram folhas de margens inteiras, simples
com comprimento variando de 1,2 cm em T. tricholepis a 45,11 cm em T. polystachia
(Figura 1 e Tabela 2-3).
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Figura 1. Morfologia foliar das 25 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) organizadas
por subgéneros: Anoplophytum (CHA-TEV), Diaphoranthema (TRI-USN),
Phytarrhiza (LIN-STN) e Tillandsia (BUL-PRU) ocorrentes na Bahia, Brasil. CHA =
Tillandsia chapeuensis; GAR = T. gardneri; GEM =T. geminiflora; GLO = T. globosa;
HEU = T. heubergeri; MIL = T. milagrensis; POH = T. pohliana; SPR = T.
sprengeliana; SNO = T. stricta 1; SRO = T. stricta 2= TEM = T. tenuifolia; TEV = T.
tenuifolia var. vaginata; TRI = T. tricholepis; LOL = T. loliacea; REC = T. recurvata,;
USN = T. usneoides; LIN = T. linearis; STR = T. streptocarpa 1; STC = T.
streptocarpa 2; STN = Tillandsia sp.; BUL = T. bulbosa; JUN = T. juncea; PAR = T.
paraensis; POL = T. polystachia; PRU = T. pruinosa. Barra: 10 cm.
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Tabela 2. Morfometria foliar de 13 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) dos subgéneros Diaphoranthema, Phytarrhiza e Tillandsia
ocorrentes na Bahia, Brasil.

Diaphoranthema Phytarrhiza Tillandsia
TRI LOL REC USN LIN STR STC STN BUL JUN PAR POL PRU
Limbo foliar
Comprimento da folha (cm) 1,20 5,50 7,20 8,50 20,80 46,50 22,40 17,30 26,00 38,11 21,92 4511 14,05
Largura da folha (cm) 0,10 0,30 0,10 0,10 0,10 1,20 1,41 0,60 0,36 0,25 0,35 2,80 0,60
Espessura do limbo foliar (mm) 0,87 0,34 0,73 0,49 0,40 0,88 1,49 1,17 0,82 0,91 1,23 0,73 1,01
Formato do limbo foliar PCX CUR CCX PCX CUR CCX CCX CCX CUR LCR PCX LCR CUR
Largura da bainha foliar (cm) 0,25 0,60 0,11 0,12 0,35 1,50 1,81 0,83 3,67 1,15 1,35 3,92 2,87
Espessura da epiderme adaxial (UM) 15,68 12,42 18,36 16,97 22,00 1590 44,07 25,60 8,63 36,90 33,25 2252 1593
Espessura da epiderme abaxial (UM) 16,03 19,82 34,46 23,43 18,28 22,02 48,03 13,12 9,79 31,74 16,80 24,10 18,71
Cuticula DEL DEL DEL DEL DEL ESP ESP ESP ESP ESP DEL DEL DEL
Predominancia do parénquima aquifero NDA NDA NDA NDA ADA NDA NDA NDA ADA ADA NDA ADA ADA
Organizagao do parénquima clorofiliano DPA DPA DPA DPA DPA DPA DPA DPA BDE BDE DPA DPA BDE
Epiderme com cél. de paredes espessas PRE PRE PRE PRE AUS PRE PRE PRE AUS PRE PRE PRE LEV
Formato das cél. do paréng. aquifero ARR ARR ARR ARR ARR ARR ARR ARR ARR ARR ARR ARR ALO
Canais de ar AUS AUS AUS AUS PRE AUS AUS AUS PRE PRE PRE PRE PRE
Feixes vasculares (tamanho) AME AME AME AME AME AME AME AME AME AME AME AME AME
Idioblastos PRE AUS PRE PRE AUS PRE PRE PRE AUS PRE AUS AUS PRE
Envolvimento das fibras no feixe vascular PEF PEF PEF PEF TEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF
Forma das cél. dos canais de ar - - - - ISO - - - BRA BRA ISO ISO ISO
Estomatos
Nivel dos estématos na epiderme NNE NNE NNE NNE NNE NNE NNE NNE NNE NNE NNE NNE NNE
Posicao dos estdmatos HIP HIP HIP HIP ANF ANF ANF ANF HIP ANF HIP HIP HIP
Camara subestomatica OCL OCL OCL OCL PRE PRE PRE PRE OCL OCL OCL OCL PRE
Tricomas

Dens. de tricomas na face adaxial (n° mm?) 24,75 49,51 13,15 32,49 23,21 37,13 78,91 68,85 26,30 47 19 58,02 79,68 63,43
Dens. de tricomas na face abaxial (n°mm? 29,40 52,60 16,25 39,45 20,89 46,32 89,74 73,49 70,40 55,70 6343 89,74 61,89
Simetria da asa dos tricomas ASS ASS ASS ASS SIM ASS ASS ASS SIM SIM SIM SIM ASS

Asa dos tricomas (> comp.) (M) 266,66 343,47 383,44 367,31 368,10 667,78 181,95 214,05 203,62 201,42 21761 176,44 368,74
Disco central dos tricomas (> comp.) (uM) 104,01 119,72 139,96 126,51 149,18 114,53 95,90 88,07 106,46 97,39 106,10 85,99 120,00

TRI = Tillandsia tricholepis; LOL = T. loliacea; REC = T. recurvata; USN = T. usneoides; LIN = T. linearis; STR = T. streptocarpa 1; STC = T. streptocarpa 2; STN = Tillandsia sp.; BUL = T. bulbosa; JUN = T. juncea; PAR = T.
paraensis; POL = T. polystachia; PRU = T. pruinosa; ADA = face adaxial; AMB = ambos; AME = alternado com menores; ANF = anfiestomatica; ARR = arredondadas; ASS = assimétrico; AUS = ausente; BDE = bem
delimitado; BRA = braciforme; CCX = concavo-convexo; CUR = curvo; DEL = delgada; DPA = desorganizado, misturado com o parénquima aquifero; ESP = espessa; HIP = hipoestomatica; ISO = isodiamétricas; LCR =
levemente curvado; LEV = levemente espessada; MTA = mesmo tamanho; NDA = nenhuma das faces; NNE = no nivel da epiderme; OCL = ocluida; PCX = plano-convexo; PEF = parcialmente envolvidos por fibras
periciclicas; PRE = presente; SIM = simétrico; TEF = totalmente envolvidos por fibras periciclicas.
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Tabela 3. Morfometria foliar de 12 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) do subgénero Anoplophytum de ocorréncia na Bahia,

Brasil.

CHA GAR GEM GLO HEU MIL POH SPR SNO SRO TEM TEV

Limbo foliar
Comprimento da folha (cm) 21,50 37,50 10,91 15,30 6,50 9,92 26,50 4,50 13,80 14,30 8,20 6,80
Largura da folha (cm) 1,00 1,00 0,81 1,00 0,31 0,80 0,82 0,29 0,38 0,36 0,28 0,10
Espessura do limbo foliar (mm) 0,84 0,78 0,47 0,45 0,56 0,76 1,10 0,54 0,62 0,50 0,49 0,33
Formato do limbo foliar LCR LCR LCR LCR LCR PCX LCR LCR LCR LCR LCR CUR
Largura da bainha foliar (cm) 1,50 2,05 1,71 1,62 1,50 0,51 3,03 0,85 0,84 1,16 0,60 0,44
Espessura da epiderme adaxial (uM) 14,95 29,77 1580 10,48 30,34 14,87 13,78 36,06 2517 19,17 20,35 26,07
Espessura da epiderme abaxial (uM) 2527 26,84 2119 17,85 33,01 15,41 22,74 3514 13,92 10,25 25,63 23,95
Cuticula DEL DEL DEL DEL DEL ESP ESP DEL DEL DEL ESP ESP
Predominancia do parénquima aquifero AFA AFA AFA AFA ADA ADA ADA AFA ADA ADA ADA ADA
Organizacgdo do parénquima clorofiliano BDE BDE BDE BDE BDE DPA DPA BDE DPA DPA DPA DPA
Epiderme com cél. de paredes espessas AUS AUS AUS AUS LEV PRE PRE LEV PRE PRE PRE PRE
Formato das cel. mesof. do paréng. aquifero  ALO ALO AMB AMB AMB ARR ALO AMB ARR ARR AMB ARR
Canais de ar PRE PRE PRE PRE AUS PRE PRE PRE AUS AUS PRE AUS
Feixes vasculares (tamanho) AME AME AME AME AME AME MTA AME AME AME AME AME
Idioblastos PRE AUS AUS PRE PRE AUS AUS AUS AUS PRE AUS AUS
Envolvimento das fibras no feixe vascular PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF PEF
Forma das cél. dos canais de ar ISO ISO BRA BRA - BRA BRA BRA - - ISO -
Estdbmatos
Nivel dos estdmatos na epiderme NNE DEP DEP NNE NNE DEP NNE DEP DEP DEP NNE NNE
Posigéao dos estdmatos ANF HIP HIP HIP HIP ANF HIP HIP HIP HIP HIP HIP
Cémara subestomatica OCL OCL PRE OCL OCL PRE PRE PRE OCL OCL PRE PRE
Tricomas

Dens. de tricomas na face adaxial (n° mm?) 23,21 16,25 29,40 40,23 13,15 75,81 29,40 7,74 36,36 42,55 41,00 54,92
Dens. de tricomas na face abaxial (n° mm?) 2475 17,02 31,72 2243 17,02 89,74 44,09 12,38 4564 50,28 42,55 41,77
Simetria da asa dos tricomas ASS ASS SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM

Asa dos tricomas (> comp.) (uM) 532,27 556,25 352,00 171,43 424,85 229,55 241,94 422,02 344,19 270,68 226,13 233,87
Disco central dos tricomas (> comp.) (UM) 64,80 53,23 113,48 73,46 155,36 112,09 118,64 134,58 125,87 119,72 113,62 104,26

CHA = Tillandsia chapeuensis; GAR = T. gardneri; GEM =T. geminiflora; GLO = T. globosa; HEU = T. heubergeri; MIL = T. milagrensis; POH = T. pohliana; SPR = T. sprengeliana; SNO = T. stricta 1; SRO = T. stricta 2= TEM
= T. tenuifolia; TEV = T. tenuifolia var. vaginata; ABA = face abaxial; ADA = face adaxial; AFA = ambas as faces; ALO = alongadas; AMB = ambos; AME = alternado com menores; ANF = anfiestomatica; ARR = arredondadas;
ASS = assimétrico; AUS = ausente; BDE = bem delimitado; BRA = braciforme; CUR = curvo; DEL = delgada; DEP = em depressao; DPA = desorganizado, misturado com o parénquima aquifero; ESP = espessa; HIP =
hipoestomatica; ISO = isodiamétricas; LCR = levemente curvado; LEV = levemente espessada; MTA = mesmo tamanho; NDA = nenhuma das faces; NNE = no nivel da epiderme; OCL = ocluida; PCX = plano-convexo; PEF =
parcialmente envolvidos por fibras periciclicas; PRE = presente; SIM = simétrico; TEF = totalmente envolvido por fibras periciclicas.
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Todas as espécies possuem folhas em roseta, divididas em limbo e bainha
foliar. A bainha foliar foi mais evidente nas espécies do subgénero Tillandsia, com T.
polystachia, T. bulbosa, T. pruinosa e possuindo largura média de 3,92, 3,67 e 2,87
cm, respectivamente (Tabela 3 e Figura 1). O limbo foliar variou de levemente
curvado, curvo, plano-convexo e céncavo-convexo com apice aculeado para todas
as espécies (Tabelas 2-3 e Figura 1). Tillandsia streptocarpa 1 apresenta apice
fortemente recurvado (Figura 1), através dos quais se enrolam nas plantas sobre as
quais vivem como epifitas.

Os tricomas sao apéndices epidérmicos do tipo escamiformes e foram
observados em todas as espécies, apresentando variacdo entre elas em relacao a
densidade do indumento entre as faces adaxial e abaxial, comprimento da asa
(células periféricas), e comprimento do disco central, ndo sendo essas
caracteristicas diagnésticas para separar os quatro subgéneros (Tabelas 2-3 e
Figuras 2-8). Vale destacar que em Bromeliaceae, a presenga de tricomas
esacamiformes € uma sinapomorfia (caracteres compartilhados por varios taxons e
que foram adquiridos durante o processo evolutivo) (GILMARTIN; BROWN, 1987;
BENZING, 2000).

Em vista frontal, o escudo possuiu quatro células centrais, circundadas por
duas camadas de células denominadas de pericentrais (camada interna) e
subperiféricas (camada externa) (Figura 2A). Os pediculos dos tricomas sao
unisseriados e ficam localizados a um nivel mais baixo das células epidérmicas
(Figura 2B). As asas sao formadas por uma camada de células periféricas

alongadas e dispostas radialmente com tamanhos e simetrias variadas (Figuras 2-8).
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Figura 2. Morfoanatomia do tricoma (A, B) e estémato (C, D) das folhas de Tillandsia
ocorrentes na Bahia, Brasil do subgénero Tillandsia observados em microscopia
eletrénica de varredura (A, C) e microscopia de luz (B, D). A-B) T. pohliana. C) T.
bulbosa. D) T. sprengeliana. ca = camara subestomatica; cd = disco central do
tricoma; cl = cloroplasto; dc = célula do domo; ed = epiderme adaxial; eb = epiderme
abaxial; gc = célula guarda; os = ostiolo; ap = parénquima aquifero; pt = célula
periférica do tricoma; st = células subperiférica do tricoma; wi = asa. Barras: A = 100
pm; B, D =100 ym; C = 50 ym.
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Figura 3. Morfoanatomia da face adaxial (A, D, G, J, M) e abaxial (B, E, H, K, N) das folhas
de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil do subgénero Anoplophytum observados em
microscopia eletrénica de varredura (A-B, D-E, G-H, J-K, M-N) e microscopia de luz (C, F, |,
L, O). A-C) T. chapeuensis. D-F) T. gardneri. G-) T. geminiflora. J-L) T. globosa. M-O) T.
heubergeri. ac = canais de ar; ap = parénquima aquifero; cp = parénquima clorofiliano; eb =
epiderme abaxial; ef = fibra esclerénquimatica do periciclo; id = idioblasto; fl = floema; st =
estdbmato; tr = tricoma; vb = feixes vasculares. Barras: A-B, D-E, G-H, J-K, M-N = 100 pym; C,
F,1,L, O=500 um.
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Figura 4. Morfoanatomia da face adaxial (A, D, G, J, M) e abaxial (B, E, H, K, N) das folhas
de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil do subgénero Anoplophytum observados em
microscopia eletrénica de varredura (A-B, D-E, G-H, J-K, M-N) e microscopia de luz (C, F, |,
L, O). A-C) T. milagrensis. D-F) T. pohliana. G-1) T. sprengeliana. J-L) T. stricta 1. M-O) T.
stricta 2. ac = canais de ar; ap = parénquima aquifero; cp = parénquima clorofiliano; eb =
epiderme abaxial; ed = epiderme adaxial; ef = fibra esclerénquimatica do periciclo; id =
idioblasto; st = estbmato; tr = tricoma; vb = feixes vasculares. Barras: A-B, D-E, G-H, J-K, M-
N =100 ym; C, F, I, L, O =500 um.
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Figura 5. Morfoanatomia da face adaxial (A, D) e abaxial (B, E) das folhas de Tillandsia
ocorrentes na Bahia, Brasil do subgénero Anoplophytum observados em microscopia
eletrbnica de varredura (A-B, D-E) e microscopia de luz (C, F). A-C) T. tenuifolia. D-F) T.
tenuifolia var. vaginata. ac = canais de ar; ap = parénquima aquifero; cp = parénquima
clorofiliano; eb = epiderme abaxial; ed = epiderme adaxial; tr = tricoma; vb = feixes
vasculares. Barras: A-B, D-E = 100 ym; C, F = 500 pm.
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Figura 6. Morfoanatomia da face adaxial (A, D, G, J) e abaxial (B, E, H, K) das folhas de
Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil do subgénero Diaphoranthema observados em
microscopia eletrénica de varredura (A-B, D-E, G-H, J-K) e microscopia de luz (C, F, I, L). A-
C) T. tricholepis. D-F) T. loliacea. G-I) T. recurvata. J-L) T. usneoides. ap = parénquima
aquifero; cp = parénquima clorofiliano; eb = epiderme abaxial; ed = epiderme adaxial; ef =
fibra esclerénquimatica do periciclo; id = idioblasto; st = estdmato; tr = tricoma; vb = feixes
vasculares. Barras: A-B, D-E, G-H, J-K =100 um; C, F, I, L =500 pm.
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Figura 7. Morfoanatomia da face adaxial (A, D, G, J) e abaxial (B, E, H, K) das folhas de
Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil do subgénero Phytarrhiza observados em microscopia
eletrbnica de varredura (A-B, D-E, G-H, J-K) e microscopia de luz (C, F, I, L). A-C) T.
linearis. D-F) T. streptocarpa 1. G-1) T. streptocarpa 2. J-L) Tillandsia sp. ac = canais de ar;
ap = parénquima aquifero; cp = parénquima clorofiliano; eb = epiderme abaxial; ed =
epiderme adaxial; ef = fibra esclerénquimatica do periciclo; st = estdbmato; tr = tricoma; vb =
feixes vasculares. Barras: A-B, D-E, G-H, J-K =100 ym; C, F, I, L = 500 pm.
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Figura 8. Morfoanatomia da face adaxial (A, D, G, J, M) e abaxial (B, E, H, K, N) das folhas
de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil do subgénero Tillandsia observados em
microscopia eletronica de varredura (A-B, D-E, G-H, J-K, M-N) e microscopia de luz (C, F, I,
L, O). A-C) T. bulbosa. D-F) T. juncea. G-l) T. paraensis. J-L) T. polystachia. M-O) T.
pruinosa. ac = canais de ar; ap = parénquima aquifero; cp = parénquima clorofiliano; eb =
epiderme abaxial; ed = epiderme adaxial; ef = fibra esclerénquimatica do periciclo; id
idioblastos; ph = floema; st = estébmato; tr = tricoma; vb = feixes vasculares; xy = xilema.
Barras: A-B, D-E, G-H, J-K, M-N =100 um; C, F, I, L, O =500 um.
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A menor densidade média dos tricomas foi observada em T. sprengeliana
com 7,74 tricomas mm2 na face adaxial e 12,30 tricomas mm= na face abaxial. A
maior densidade média nas espécies ocorreu em T. polystachia e T. strsptocarpa 2
com valores superiores a 78 tricomas mm-, independente da face foliar (Tabelas 2-
3). O comprimento da asa (células periféricas) dos tricomas possuiu uma variagao
de 171,43 uym em T. globosa a 667,78 um em T. streptocarpa. Uma maior densidade
de tricomas pode indicar maior prote¢cao aos estdbmatos, evitando a perda de agua e
CO2 para o ambiente, além de aumentar a eficiéncia da absor¢cdo de agua e
nutrientes da atmosfera (BENZING, 2000; VOLTOLINI; SANTOS, 2011). O disco
central dos tricomas possuiu uma variagao de 64,80 ym em T. chapeuensis a 155,36
pm em T. heubergeri (Tabelas 2-3). Vale destacar que trés espécies do subgénero
Anoplophytum (T. globosa, T. tenuifolia e T. tenuifolia var. varginata) apresentaram
tricomas aderidos a superficie da epiderme na face adaxial, caracteristica esta que
pode estar relacionada as condigdes ambientais (Figura 3J, 5A, 5D).

Ainda em relagdo aos tricomas, Silva e Scatena (2011), ao estudar nove
espécies de Bromeliaceae (trés espécies de cada uma das subfamilias
Bromelioideae, Pitcairnioideae, Tillandsioideae), relataram que apesar das escamas
serem um carater comum a todas as espécies de Bromeliaceae, o género Tillandsia
apresenta estruturas mais especializadas, com uma maior capacidade de captar
agua e nutrientes do ambiete. Scatena e Segecin (2005) consideram ainda que, do
ponto de vista evolutivo, em Tillandsioideae, as escamas possuem estreita relagao
com o habito epifitico, juntamente com as raizes utilizadas apenas para fixacao,
justificando seu formato mais elaborado com escamas assimétricas aumentando a
area de contato escudo-fluido, favorecendo a absorcédo de agua e nutrientes, ja que
para tal, as Tillandsia utilizam os tricomas, em vez das raizes.

Os tricomas também realizam a regulagdo da intensidade luminosa e,
consequentemente, da temperatura interna dos tecidos, favorecendo os processos
fotossintéticos (SCATENA; SEGECIN, 2005). Essas caracteristicas favorecem o
metabolismo CAM, ja que as escamas podem funcionar como uma barreira fisica
para protecao dos estdmatos (BENZING, 2000; SCATENA; SEGECIN, 2005). Outras
funcbes sao atribuidas aos tricomas, como protecdo de predadores e atracdo de
polinizadores e dispersores, por formarem um indumento denso, refletindo luz e
secretando enzimas digestivas (BENZING, 1976; 2000).
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Os estdbmatos estdo distribuidos longitudinalmente e se localizam apenas na
face abaxial em 18 espécies estudadas (folhas hipoestomaticas) e em ambas as
faces em sete espécies (folhas anfiestomaticas), sendo uma caracteristica ocorrente
nos subgéneros Diaphoranthema e Phytarrhiza (Tabelas 2-3). A presenga de folhas
anfiestomaticas € indicacdo de adaptagbes ao ambiente seco, ja que uma densidade
maior de estdmatos nas folhas pode favorecer o metabolismo CAM dentro dessas
espécies. Fahn e Cutler (1992) argumentaram que folhas anfiestomaticas séo
comuns as plantas xéricas, embora possa ocorrer em outros ambientes. Nossos
dados corroboram com os de Scatena e Segecin (2005) e Versieux et al. (2010),
onde foi encontrada epiderme hipoestomatica na maioria das espécies estudadas.
Estes mesmos autores afirmam que tal caracteristica provavelmente tem uma maior
relacdo com a filogenia da familia do que com as fungdes ecoldgicas.

Os estbmatos sdo anomociticos (ausentes de células subsidiarias) e
circundados por células epidérmicas menores. Vale destacar que os estdbmatos sao
recobertos pelos tricomas escamiformes em ambas as faces, quando presentes, e
sua avaliacao foi realizada pelos cortes anatomicos. Tillandsia bulbosa foi a unica
espécie na qual foi possivel observar a presenca de estbmatos na face abaxial das
folhas pela microscopia eletrénica de varredura (Figuras 2C, 8A-B). Vale destacar
que a coleta das amostras foliares seguiu um padrdo para todas as espécies,
permitindo assim a comparagao entre elas. Os estdmatos cobertos por tricomas
escamiformes sdo adaptacdes relacionadas a perda de agua, e funcionam também
como um regulador de temperatura dos tecidos foliares (BENZING et al., 1976;
BRIGHIGNA et al., 1984; SCATENA; SEGECIN, 2005).

Apenas o subgénero Anoplophytum apresentou variagdo quanto ao nivel dos
estdmatos na epiderme foliar. Em T. gardneri, T. geminiflora, T. milagrensis, T.
sprengeliana (Figura 2D), T. stricta 1 e T. stricta 2 os estdmatos estavam inseridos
em depressao nas células epidérmicas (Tabela 3, Figuras 3-4), caracteristica esta
relacionada a menor perda de agua nos tecidos (TOMLINSON, 1969). Para as
demais espécies estudadas, os estdbmatos ocorreram no mesmo nivel da epiderme
foliar (Tabelas 2-3 e Figuras 2-8).

A maioria das espécies apresentou caémara subestomatica ocluida (T.
chapeuensis, T. gardneri, T. globosa, T. heubergeri, T. stricta 1, T. stricta 2, e todas
as espécies dos subgéneros Diaphoranthema e Tillandsia, com excegao de T.

pruinosa) (Tabela 2-3, Figuras 2-8). Essa caracteristica ja foi relatada para espécies
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de bromélias do género Aechmea e Araeococcus Brongn. (SAJO et al.,, 1998;
AOYAMA,; SAJO, 2003). Essa oclusado é originada de células hipodérmicas que se
projetam no interior das camaras subestomaticas e tem a fungdo de suporte
mecanico, ajudando na abertura do ostiolo quando a folha se torna flacida
(KRAUSS, 1949).

A presenca de cadmara subestomatica mantém comunicagdo com os canais
de ar do mesofilo na maioria das espécies estudadas. Apenas para T. pohliana do
subgénero Anoplophytum e para todas as cinco espécies do subgénero Tillandsia,
0s canais de ar estdo localizados na parte mediana do mesofilo foliar, sem, no
entanto, deixar de manter a comunicagdo com as camaras subestomaticas. A
presencga de canais de ar nas folhas torna-se um facilitador para o transporte de CO:2
dentro dos tecidos, de modo a favorecer e aumentar a eficiéncia fotossintética
(NORTH et al., 2013).

Todas as espécies apresentaram epiderme uniestratificada com formato
retangular e espessura variavel, recoberta por cuticula espessa ou delgada (Tabelas
2-3, Figuras 3-8). O mesofilo é dorsiventral e apresenta dois tipos de parénquimas,
aquifero e clorofiliano (Figuras 3-8). A localizagdo do parénquima aquifero variou
conforme as espécies, sendo presente apenas na face adaxial (T. heubergeri, T.
milagrensis, T. pohliana, T. stricta 1, T. stricta 2, T. tenuifolia, T. tenuifolia var.
vaginata, T. linearis, T. bulbosa, T. juncea, T. polystachia e T. pruinosa), em ambas
as faces (T. chapeuensis, T. gardneri, T. geminiflora, T. globosa e T. spregeliana) ou
intercaladas com o parénquima clorofiliano, sem uma delimitagdo visivel (T.
streptocarpa 1, T. streptocarpa 2, Tillandsia sp. e em todas as espécies do
subgénero Diaphoranthema).

O espessamento das células da epiderme também ja foi observado em
Bromeliaceae (TOMLINSON, 1969; BRIGHIGNA et al., 1984; SCATENA; SEGECIN,
2005). Tal caracteristica pode favorecer uma menor evaporagdo de agua nos
tecidos, funcao semelhante a cuticula, indicando mais uma forma de adaptacao aos
climas mais adversos.

O formato das células do parénquima aquifero variou de alongada em
palicada (T. chapeuensis, T. gardneri, T. pruinosa e T. pohliana), arredondadas em
T. milagrensis, T. stricta 1, T. stricta 2, T. tenuifolia var. vaginata e nas demais

espécies dos subgéneros Diaphoranthema, Phytarrhiza e Tillandsia. T. geminiflora,



81

juntamente com T. globosa, T. heubergeri, T. sprengeliana e T. tenuifolia
apresentaram ambos os tipos (Tabelas 2-3, Figuras 3-8).

A presenca de parénquima aquifero € uma estratégia igualmente importante
para o sucesso do habito epifitico em Tillandsia, e para outras espécies terricolas e
rupicolas, pois garante o armazenamento de agua, tdo importante para essas
espécies que nao podem absorver agua do solo constantemente (SCATENA,;
SEGECIN, 2005; VERSIEUX et al., 2010).

O parénquima clorofiliano é formado por camadas de células arredondadas
de paredes finas e bastante concéntricas, ao redor dos feixes vasculares e em toda
a extensao do limbo foliar (Figuras 2-8).

Os feixes vasculares sao colaterais e parcialmente envolvidos em fibras,
exceto para T. linearis, onde as fibras envolvem todo o feixe vascular (Figura 7C).
Os feixes vasculares sao de tamanhos diferentes e alternos, com exceg¢ao de T.
pohliana que possui feixes do mesmo tamanho em todo o limbo foliar. Os feixes
intercalam com os canais de ar ou com células do parénquima clorofiliano (Figuras
2-8).

A morfoanatomia foliar fornece caracteristicas potenciais a serem exploradas
em estudos taxondmicos e filogenéticos, como ocorreu em estudos sobre os
géneros Alcantarea (E.Morren ex Mez) Harms (VERSIEUX et al., 2010), Quesnelia
Gaudich. (MANTOVANI et al., 2012), Guzmania Ruiz & Pav. e Mezobromelia L.B.S,
Aechmea (AOYAMA; SAJO, 2003; FARIA et al., 2012), além de Tillandsia ocorrentes
nos campos gerais do Parana (SCATENA; SEGECIN, 2005). Segecin e Scatena
(2004a) também utilizaram caracteres anatdomicos de escapos florais de Tillandsia
para diferenciar espécies semelhantes dentro do género. Outros autores também
realizaram estudos envolvendo rizomas, raizes e nectarios, reforcando que os
trabalhos de anatomia sdao importantes ndao somente em nivel foliar, mas também
em nivel floral e radicular (SEGECIN; SCATENA, 2004b; MOSTI et al., 2013; HUHN
et al., 2016). Estes autores também relacionam as caracteristicas anatémicas as
adaptacdes ao ambiente e ao habito epifitico de muitas espécies de Tillandsioideae.

A partir da analise de similaridade (dados quantitativos e qualitativos do limbo
foliar, estbmatos e tricomas) realizada neste estudo, foi possivel verificar a formagéao
de cinco grupos (Figura 9) pelo método de agrupamento UPGMA com base no
algoritmo de Gower (GOWER, 1971), utilizando como ponto de corte a

dissimilaridade genética média (D dg = 0,30). O coeficiente de correlagdo cofenética
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do dendrograma (r=0,81, P< 0,0001, 10.000 permutagdes) revelou um bom ajuste
entre a representagdo grafica das distancias e a sua matriz original, conforme
preconizado por Rohlf e Fisher (1968).

De forma geral, a formagcdo dos agrupamentos obtidos pelos dados
morfoanatdmicos € corroborada pelos estudos filogenéticos a partir dos dados
moleculares de Barfuss et al. (2005; 2016).

O grupo G1 foi formado apenas pela T. linearis, pertencente ao subgénero
Phytarrhiza (Figura 9). Para maioria das caracteristicas morfoanatdémicas avaliadas,
T. linearis foi divergente das trés espécies do subgénero ao qual pertence, como por
exemplo: limbo curvo em T. linearis (vs. cOncavo-convexo nas demais espécies),
cuticula delgada (vs. cuticula espessa), predominancia de parénquima aquifero na
face adaxial em T. linearis (vs. auséncia de parénquima aquifero organizado em
ambas as faces), presenca de canais de ar em T. linearis (vs. auséncia de canais),
auséncia de idioblasto (vs. presenca nas trés espécies), simetria nas asas dos
tricomas (vs. asas dos tricomas assimétricos), fibras periclinais envolvendo
totalmente os feixes vasculares (vs. fibras periclinais parcialmente envolvendo as
trés espécies), auséncia de paredes espessas nas células epidérmicas (vs. paredes
espessas nas trés espécies), além de diferengas nas caracteristicas quantitativas
(Tabela 2, Figura 7).
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Figura 9. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 25 espécies de
Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil, pelo método UPGMA com
base no algoritmo de Gower (1971), a partir das caracteristicas morfoanatémicas
qualitativas e quantitativas das folhas.
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De forma geral, a formagdo dos agrupamentos obtidos pelos dados
morfoanatdmicos € corroborada pelos estudos filogenéticos a partir dos dados
moleculares de Barfuss et al. (2005; 2016).

O grupo G1 foi formado apenas pela T. linearis, pertencente ao subg.
Phytarrhiza (Figura 9). Para maioria das caracteristicas morfoanatémicas avaliadas,
T. linearis foi divergente das trés espécies do subgénero ao qual pertence, como por
exemplo: limbo curvo em T. linearis (vs. cOncavo-convexo nas demais especies),
cuticula delgada (vs. cuticula espessa), predominéncia de parénquima aquifero na
face adaxial em T. linearis (vs. auséncia de parénquima aquifero organizado em
ambas as faces), presenca de canais de ar em T. linearis (vs. auséncia de canais),
auséncia de idioblasto (vs. presenga nas trés espécies), simetria nas asas dos
tricomas (vs. asas dos tricomas assimétricos), fibras periclinais envolvendo
totalmente os feixes vasculares (vs. fibras periclinais parcialmente envolvendo as
trés espécies), auséncia de paredes espessas nas células epidérmicas (vs. paredes
espessas nas trés espécies), além de diferengas nas caracteristicas quantitativas
(Tabela 2, Figura 7).

Os feixes vasculares totalmente envolvidos por fibras periciclicas sao uma
caracteristica diagnostica de T. linearis, uma vez que das 25 espécies estudadas
nesse trabalho apenas esta possui essa conformacao. Scatena e Segecin (2005)
estudando 12 espécies de Tillandsia de diferentes ambientes observaram esta
mesma conformagao dos feixes vasculares envolvidos por fibras periclinais, para
essa unica espécie.

O grupo G2 foi formado pelas trés espécies do subgénero Phytarrhiza, todas
coletadas em Milagres (BA) no bioma Caatinga, sendo T. streptocarpa 1 ocorrendo
como epifita, e T. streptocarpa 2 e Tillandsia sp. ocorrendo como rupicola (Figura 9).
Essas trés espécies compartiiham caracteristicas semelhantes, com limbo foliar
curvo, auséncia de canais de ar, feixes vasculares alternados entre maiores e
menores, presenca de idioblastos, presenca de fibras envolvendo parcialmente os
feixes vasculares e asas dos tricomas assimétricos (Tabela 2, Figura 7D-L). Tais
caracteristicas em comum podem indicar a independéncia dessas espécies em
relagao ao substrato, além de poderem ser efeito do ambiente onde ocorrem.

Barfuss et al. (2016), realizando um estudo de filogenia envolvendo dados
moleculares e morfolégicos da subfamilia Tillandsioideae, observaram que o
subgénero Phytarrhiza é altamente polifilético, e possui algumas espécies
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correlacionadas diretamente com o subgénero Aerobia, que foi recentemente
reestabelecido, deixando assim evidente a necessidade de estudos moleculares
com T. linearis. Vale também ressaltar que T. linearis foi coletada em Mata Atlantica
e as outras trés espécies desse mesmo subgénero na Caatinga, e sendo assim, as
diferengas anatdbmicas também podem ter sido efeito do ambiente na espécie em
questdo. Donadio et al. (2014) ja tinha relatado o carater polifilético desse subgénero
com duas espécies de Diaphoranthema inclusas, sugerindo assim, a necessidade de
estudos mais aprofundados nessa subfamilia.

As quatro espécies do subgénero Diaphoranthema formam o grupo G3
(Figura 9). Essas espécies compartilham, em geral, os menores comprimentos e
larguras de folhas, parénquima aquifero desorganizado (misturado com o
parénquima clorofiliano), cuticula delgada, auséncia de canais de ar, feixes
vasculares envolvidos parcialmente com fibras e alternos com maiores e menores,
estdmatos no mesmo nivel da epiderme, presenca de epiderme com células de
paredes espessas e tricomas com asa assimétrica (Tabela 2, Figura 6).

Donadio et al. (2014), estudando a filogenia do subgénero Diaphoranthema,
relatam alto grau de homogeneidade molecular, além da morfologia da folha,
inflorescéncia, flores e frutos dessas espécies que sao muito uniformes,
corroborando com os dados obtidos nesse trabalho.

Scatena e Segecin (2005) relatam que o prolongamento assimétrico das asas
dos tricomas escamiformes aumenta a area de contato escudo/ fluido, permitindo
assim a captagdo de agua e nutrientes que estao disponiveis na atmosfera (orvalho,
neblina e chuva), principalmente, em espécies expostas diretamente ao sol e ventos,
como foi 0 caso das quatro espécies do subgénero Diaphoranthema coletadas no
bioma Caatinga. Strehl (1983) afirmou que quanto mais assimétricas s&o as asas
dos tricomas, mais extremas podem ser as condicdes ambientais onde estas
espécies ocorrem.

As cinco espécies do subgénero Tillandsia formam o grupo G4 (Figura 9), que
compartilham as mesmas caracteristicas, como a presenca de canais de ar, feixes
vasculares alternados entre maiores e menores, feixes vasculares envolvidos
parcialmente por fibras periciclicas e estdmatos no mesmo nivel da epiderme
(Tabela 2). Vale destacar que esse subgénero € bem sustentado filogeneticamente
conforme Barfuss et al. (2016).
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Em relagdo ao grupo G5, esse foi formado pelas 12 espécies do subgénero
Anoplophytum e apresenta maior variabilidade quando comparadas aos demais
subgéneros (Tabelas 2-3, Figura 2-5). Os dados quantitativos foram os responsaveis
pelo agrupamento, uma vez que apenas carater do envolvimento parcial dos feixes
vasculares por fibras foi homogéneo entre as espécies (Tabela 3).

Dentro do agrupamento do subgénero Anoplophytum, vale destacar que
Tillandsia heubergeri e T. sprengeliana foram as espécies mais semelhantes entre si
com ponto de corte de 0,05. Dos 25 caracteres avaliados, apenas seis foram
divergentes, a exemplo da predominancia do parénquima aquifero, presenca de
canais de ar e formato das células, presenca de idioblastos, nivel de estdbmatos na
epiderme da folha e oclusdo da camara subestomatica (Tabela 3). Estas duas
espécies sao muito semelhantes morfologicamente quanto ao habito da planta,
folhas e inflorescéncia. Souza (2020) ao estudar gréos de polen e Fiorato (2009) ao
realizar um estudo taxonémico das espécies de Tillandsia da Bahia, sugerem a
sinonimizacédo dessas duas espeécies, uma vez que as caracteristicas diagnosticas
das espécies representam um grau de variagcdo dentro das mesmas, sendo,
portanto, fracas em sua circunscrigao.

Outras duas espécies semelhantes sdo T. chapeuensis e T. gardneri, com
ponto de corte de 0,08, compartilhando a maioria das caracteristicas, com excecao
da presengca de idioblastos em T. chapeuensis, posicdo dos estdmatos
(anfiestomatica em T. chapeuensis e hipoestomatica em T. gardneri) e nivel dos
estdbmatos na epiderme foliar (em depressao em T. gardneri e no mesmo nivel em T.
chapeuensis). Essas duas espécies sao correlacionadas, e a proximidade entre elas
serviu como base para a descricio de T. chapeuensis (RAUH, 1986).
Morfologicamente, as espécies sdo bem semelhantes, com diferengas na estrutura
da inflorescéncia e folhas (RAUH, 1986). A proposta de sinonimizacgéo ja foi sugerida
a partir de estudos taxonémicos com morfologia dos gréaos de pdlen, necessitando
apenas de estudos moleculares para sua comprovacao (FIORATO, 2009; SOUZA,
2020).

Tillandsia stricta 1 e T. stricta 2 foram dois taxons altamente correlacionados,
ambos pertencem a mesma espécie, mas coletados em dois biomas diferentes,
Mata Atléntica e Caatinga (Tabela 1, Figura 9). As plantas provenientes da Caatinga
(T. stricta 1) possuiam bracteas verde-alaranjadas e folhas mais rigidas quando

comparadas as da Mata Atlantica, com bracteas réseas e folhas mais
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membranaceas. Anatomicamente, apenas uma divergéncia foi observada, com a
presenca de idioblasto em T. stricta 2, proveniente da Mata Atlantica. A presencga de
idioblastos € recorrente em Bromeliaceae e apresenta fungado ecolégica como
estratégia contra a herbivoria, além de servir como depdsito para algumas
substancias toxicas para as células (SILVA; SCATENA, 2011).

Pode-se concluir que os estudos morfoldégicos e anatdmicos séo relevantes
para a compreensao da sistematica de Bromeliaceae (HORRES et al., 2007; FARIA,
2006). Com base nos resultados aqui apresentados, e de acordo com dados
disponiveis em literatura, os caracteres morfoanatdmicos podem ser usados para
caracterizar e agrupar as espécies de Tillandsia, além de confirmar a adaptabilidade
dessas espécies ao habito epifito nos diferentes ambientes, principalmente em

ambientes xéricos.
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