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ASPECTOS MORFOANATOMICOS E REPRODUTIVOS DE Tillandsia L.
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL

RESUMO: As espécies de Tillandsia L. (Bromeliaceae) destacam-se pelo importante
papel ecolégico que desempenham nos ecossistemas. Sdo plantas ornamentais
tropicais com grande diversidade de cores e formas que as tornam extremamente
apreciadas. O crescente interesse pelas bromélias para os diversos usos, o
extrativismo predatério e a acelerada destruicdo dos habitats, resultou na entrada de
varias espécies na lista vermelha de espécies ameacadas de extincdo. O estudo da
biologia floral associado aos mecanismos reprodutivos € de fundamental importancia
para a conservacao das espécies e para o melhoramento genético de plantas, pois
auxiliam na definigdo de técnicas mais apropriadas a serem usadas para esses
objetivos. Além disso, esses estudos ajudam a gerar informagdes taxonémicas,
ecologicas e de evolugado das espécies. O objetivo desse trabalho foi avaliar alguns
aspectos reprodutivos de 24 espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, tais como
morfologia, produgdo e viabilidade polinica por meio da germinagao in vitro e
histoquimica. Foram também caracterizados, morfoanatomicamente, os estigmas e
sua receptividade por meio do peroxido de hidrogénio e a-naftil-acetato + fast blue B
salt. Os resultados deste trabalho evidenciaram que o padrdo de abertura dos graos
de pdlen foi monocolpado para Tillandsia e confirmado para as espécies ocorrentes
na Bahia. Variagdes na ornamentacdo e no tamanho dos gréos de polen foram
observadas entre as espécies estudadas. A maioria apresentou graos de pdlen de
tamanho médio e simetria bilateral, monocolpados com contornos irregulares, com
exina variando de semitectada, reticulada a heterobrocada. Os graos de polen das
espécies estudadas apresentam elevadas taxas de germinagdo, comprimento do
tubo polinico e viabilidade, exceto para T. recurvata, T. usneoides e T. loliacea. O
meio de cultura SM e a coleta dos grdos de pdlen no estadio de antese floral foram
0s mais adequados para as especies de Tillandsia. Foram observados trés tipos de
estigma: conduplicado-espiral para as espécies do subgénero Tillandsia, simples-
ereto para as espécies do subgénero Diaphoranthema, coraliforme para as espécies
do subgénero Phytahrriza. As espécies do subgénero Anoplophytum apresentam
duas variagdes morfologicas, quanto ao tipo de estigma, conduplicado-espiral e
simples-ereto. Todas as espécies estudadas apresentaram estigma trifido, com
epiderme uniestratificada, numerosos idioblastos contendo rafides no parénquima
fundamental e feixes vasculares individuais para cada carpelo. Ambas as
metodologias para avaliar a receptividade do estigma foram eficientes, sendo que a
maior atividade enzimatica foi observada na antese, em todas as espécies
estudadas. Esse estudo demostrou algumas caracteristicas taxonédmicas que podem
ser usadas para identificar espécies, delimitar os subgéneros e para futuros estudos
de conservagao.

Palavras-chave: Biologia floral e reprodutiva; Conservagdo; Estigma; Graos de
polen; Plantas Ornamentais; Receptividade do estigma; Taxonomia.



MORPHOANATOMIC AND REPRODUCTIVE ASPECTS OF Tillandsia L.
(Bromeliaceae) OCCURRENT IN BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT: Tillandsia L. (Bromeliaceae) species stand out for their important
ecological role in ecosystems. They are tropical ornamental plants with a great
diversity of colors and shapes that make them extremely appreciated. The growing
interest in bromeliads for different uses, the predatory extraction and the accelerated
destruction of habitats, resulted in the entry of several species in the red list of
endangered species. The study of floral biology associated with reproductive
mechanisms is of fundamental importance for the conservation of species and for the
genetic improvement of plants, because they help in the definition of the most
appropriate techniques to be used for these purposes. In addition, these studies help
to generate taxonomic, ecological and species evolution’s information. The objective
of this work was to evaluate some reproductive aspects of 24 species of Tillandsia
occurring in Bahia, such as morphology, production and pollen viability through in
vitro germination and histochemistry. The stigmas and their receptivity through
hydrogen peroxide and a-naphthyl-acetate + fast blue B salt were also
morphologically characterized. The results of this work showed that the pattern of
pollen grains opening was monocolpate for Tillandsia and confirmed for the species
occurring in Bahia. Variations in ornamentation and pollen grain size were observed
between the species studied. The majority presented pollen grains of medium size
and bilateral symmetry, monocolpate with irregular contours, with exine varying from
semitectate, reticulate to heterobrochate. The pollen grains of the studied species
showed high germination rates, pollen tube length and viability, except for T.
recurvata, T. usneoides and T. loliacea. The SM culture medium and the collection of
pollen grains at the stage of floral anthesis were the most suitable for the species of
Tillandsia. Three types of stigma were observed: conduplicate-spiral for species of
the subgenus Tillandsia, simple-erect for species of the subgenus Diaphoranthema,
coraliform for species of the subgenus Phytahrriza. The species of the subgenus
Anoplophytum present two morphological variations, as to the type of stigma,
conduplicate-spiral and simple-erect. All species studied showed trifid stigma, with
uni-stratified epidermis, numerous idioblasts containing raffids in the fundamental
parenchyma and individual vascular bundles for each carpel. Both methodologies for
assessing the receptivity of stigma were efficient, with the highest enzyme activity
being observed in anthesis, in all species studied. This study demonstrated some
taxonomic characteristics that can be used to identify species, delimit the subgenera
and for future studies of the conservation.

Keywords: Floral and reproductive biology; Conservation; Stigma; Pollen grains;
Ornamental plants; Stigma receptivity; Taxonomy
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INTRODUCAO

Bromeliaceae Juss. possui 3.620 espécies distribuidas em 76 géneros
(GOUDA; BUTCHER, 2020) e atualmente esta dividida em oito subfamilias
(Bromelioideae, Brocchinioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae) com base nos caracteres morfolégicos,
filogenéticos e moleculares (GIVNISH et al., 2007; 2011). A familia apresenta
distribuicdo neotropical com apenas uma espécie ocorrendo na costa oeste africana
(SMITH; DOWNS, 1974). O Brasil abriga 1.736 espécies (GOUDA; BUTCHER,
2020) com varios géneros endémicos, que podem ser encontrados em todos os
biomas, sendo representados por plantas terrestres, rupicolas e epifitas (SMITH;
DOWNS, 1974; REITZ, 1983; BENZING, 2000).

A subfamilia Tillandsioideae consiste em plantas predominantemente epifitas
com folhas de margens inteiras, ausentes de espinhos, escamas peltadas e
sementes plumosas (BARFUSS et al., 2016). Esses mesmos autores, reconhecem
seis géneros amplamente aceitos [Alcantarea E.Morren ex Mez Harms, Catopsis
Griseb., Glomeropitcairnia Mez, Guzmania Ruiz & Pav., Racinaea M.A.Spencer &
L.B.Sm. e Werauhia J.R.Grant e propdem a divisdo de Mezobromelia L.B.Sm.,
Tillandsia L. e Vriesea Lindl. em grupos menores para melhor caracterizagéo
morfologica.

O género Tillandsia € caracterizado por ervas, epifitas ou rupicolas, de
tamanho variavel (PONTES; AGRA, 2006). Algumas espécies desse género
apresentam inflorescéncia simples, composta e extremamente exuberante, podendo
ser de longa duragéo, requisito importante para o comércio de plantas ornamentais,
que constitui o principal uso das bromélias (PAULA; SILVA, 2004; PONTES; AGRA,
2006; ANACLETO; NEGRELLE, 2013a; 2013b). Algumas espécies de
Bromeliaceae, com destaque para o abacaxi [Ananas comosus (L.) Merr.] também
podem ser utilizadas na alimentagdo humana (SOUZA et al., 2018), na producéo de
fibras (SENA NETO et al., 2015; 2017; SOUZA et al., 2018; SILVA et al., 2019), na
producdo de enzimas de acgao proteolitica e metabdlitos secundarios (MANETTI et
al., 2009; MIRANDA et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

Em decorréncia do crescente interesse pelas bromélias para os diversos

usos, o extrativismo predatoério, que se intensificou nos ultimos anos e, a acelerada
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destruicdo dos habitats, resultou na entrada de varias espécies na lista vermelha de
espécies ameacgadas de extingdo (FORZZA et al., 2013).

Considerando o grande numero de espécies e géneros que compdem a
familia Bromeliaceae, poucos sdo os estudos publicados a respeito da biologia floral
e os aspectos reprodutivos. O estudo da biologia floral associado aos mecanismos
reprodutivos das espécies vegetais é de fundamental importancia para a
conservagao das espécies e para o melhoramento genético de plantas, pois auxiliam
na definicdo de técnicas mais apropriadas a serem usadas. Além disso, esses
estudos ajudam a gerar informacdes de processos reprodutivos (ecologia
reprodutiva e genética) das espécies, bem como elucidar alguns entraves
taxondmicos em nivel especificos e genéricos. Assim, o conhecimento de aspectos
da biologia floral e reprodutiva das espécies tende a ter fundamental importancia
para a ciéncia.

Neste trabalho, foram estudadas 24 espécies do género Tillandsia (T. bulbosa
Hook.f. (Figura 1a), T. juncea (Tuiz & Pav.) Poir (Figura 1b), T. polystachia (L.) L.
(Figura 1c), T. loliaceae Mart. ex Schult. & Shult.f. (Figura 1d), T. recurvata (L.) L.
(Figura 1e), T. tricholepsis Baker (Figura 1f), T. usneoides (L.) L. (Figura 1g), T.
streptocarpa Baker 1 (Figura 1h), T. streptocarpa 2 (Figura 1i), Tillandsia sp. (Figura
1j), T. chapeuensis Raul (Figura 1k), T. gardineri Lindl. (Figura 1l), T. geminiflora
Brongn (Figura 2a), T. globosa Wawra (Figura 2b), T. heubergeri Ehlers (Figura 2c),
T. milagrensis Leme (Figura 2d), T. pohliana Mez (Figura 2e), T. sprengeliana
Klotzsch ex Mez (Figura 2f), T. stricta Sol. 1 (Figura 2g), T. stricta 2 (Figura 2h), T.
Stricta var. subsp. piniformis Rauh ex.Ehers & H.Heidt (Figura 2 i), T. tenuifolia L.
(Figura 2 j ), T. tenuifolia var. saxicola Griseb. (Figura 2k), T. tenuifolia var. vaginata
(Wawra) L.B.Sm. (Figura 2I).

Esta dissertagdo esta dividida em dois capitulos que abrangem estudos da
morfologia e viabilidade de grédos de pdlen (Capitulo 1), assim como a
morfoanatomia e receptividade do estigma (Capitulo 2).

O primeiro capitulo aborda a morfologia e viabilidade de grédos de pdlen de
espéecies de Tillandsia de ocorréncia da Bahia visando contribuir para os estudos
taxondmicos do género bem como subsidiar agdes voltadas para a conservagao e
programas de melhoramento genético das espécies. Neste sentido, o objetivo foi
caracterizar os padrées da morfologia polinica utilizando Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) e Microscopia de Luz (ML) e avaliar a fertilidade estaminal por
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meio de testes histoquimicos e germinagéao in vitro de grédos de pdlen em espécies
de Bromeliaceae.

Por fim, o segundo capitulo apresenta estudos sobre a morfoanatomia do
estigma e estilete utilizando-se MEV e ML, além da receptividade estigmatica que
consiste fator fundamental para a determinagcdo do melhor periodo de polinizagao e
sucesso nas polinizagdes controladas. Em muitas espécies, os graos de pdlen se
aderem no estigma por meio de exsudatos produzidas pelo estigma que promovem
também a hidratagdo, germinacéo e crescimento do tubo polinico, contribuindo para
uma provavel fertilizagdo, com formacao de frutos e sementes. Desta forma, neste
capitulo verificamos a eficiéncia de diferentes metodologias para subsidiar acdes de
reprodugcdo e conservagdo das espécies, bem como para programas de

melhoramento genético da familia Bromeliaceae.
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Figura 1. Espécies de Tillandsia de ocorréncia na Bahia, Brasil. a) T. bulbosa; b) T.

juncea; c) T. polystachia; d) T. loliaceae; e) T. recurvata; f) T. tricholepsis; g) T.
usneoides; h) T. streptocarpa 1; i) T. streptocarpa 2; j) Tillandsia sp.; k) T.

chapeuensis; |) T. gardineri.
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Figura 2. Espécies de Tillandsia de ocorréncia na Bahia, Brasil. a) T. geminiflora; b)

T. globosa; c) T. heubergeri; d) T. milagrensis; e) T. pohliana; f) T. sprengeliana; Q)
T. stricta 1; h) T. stricta 2; i) T. stricta subsp. piniformis; j) T. tenuifolia; k) T. tenuifolia

var. saxicola; |) T. tenuifolia var. vaginata.
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REVISAO DE LITERATURA

Bromeliaceae

Bromeliaceae pertence a Ordem Poales (APG 1V, 2016), abrange 76 géneros
e 3.620 espécies (GOUDA; BUTCHER, 2020). Atualmente, esta dividida em oito
subfamilias, com base na morfologia das flores, frutos, sementes, e, principalmente
por dados filogenéticos e moleculares: Bromelioideae, Brocchinioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e
Tillandsioideae (GIVNISH et al., 2007; 2011). A familia apresenta distribuicdo
Neotropical, exceto para Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms e Mildbraed que ocorre
na costa oeste da Africa, na Guiné Francesa (SMITH; DOWNS, 1974; GIVNISH et
al., 2011; LUTHER, 2012).

As bromélias teriam surgido ha cerca de 70 milhdes de anos, no Escudo das
Guianas. Em seguida, se espalharam pela América Central, América do Sul até
alcancarem a Africa Ocidental tropical, por meio da dispersdo de sementes a longa
distancia (GIVNISH et al.,, 2007). Atualmente s&o reconhecidos quatro grandes
centros de diversidade, o Escudo das Guianas, América Central, Andes e costa leste
do Brasil (GIVNISH et al., 2011).

As bromélias se destacam por apresentar grande diversidade de habitats,
ocorrendo no Brasil, em todos os biomas (PIMENTEL; MACIEL, 2018). O Brasil
abriga mais de 48% das espécies (1.736 spp.) com grande endemismo (1.177 spp.),
principalmente na Mata Atlantica (LEME; MARIGO, 1993; GIVNISH et al., 2011;
FLORA DO BRASIL, 2020), bioma que & construido por um conjunto de formacdes
florestais e ecossistemas associados que o torna um hotspot de biodiversidade do
mundo. Contudo, em virtude da degradagédo ao longo dos anos, restam cerca de
20% de remanescentes da vegetacdo original em diferentes estagios de
regeneragcdo, com apenas 7% desses remanescentes em bom estado de
conservacgao, desta forma, a conservagao in situ das espécies de bromélias torna-se
um desafio (MMA, 2015). A Caatinga também é um importante bioma onde séo
encontradas bromélias endémicas, adaptadas ao ambiente xérico, geralmente com
folhas em rosetas que acumulam agua e nutrientes ideais para o equilibrio ecolégico
no ecossistema (ISLAIR et al., 2015).



15

A Bahia possui uma area de 564.692,669 km? e destaca-se por apresentar
trés biomas de grande importancia para as bromélias como a Caatinga, a Mata
Atlantica e o Cerrado, além da Zona Costeira, com seus ecossistemas que se
repetem ao longo de todo o litoral como praias, restingas, lagunas e manguezais. A
vegetacdo do Estado é caracterizada com uma grande diversidade de ecossistemas,
campos rupestres, manguezal, restinga, areas de transicdo, além de florestas
estacionais e os ecossistemas ja citados. Sdo também identificados no Estado, trés
tipos climaticos: o clima de savana, o clima superumido e o clima semiarido quente
(CBPM, 2020). Portanto, justifica-se a necessidade da realizagdo de estudos
ampliados para essa familia neste estado (LANDAU, 2003; PALHA et al., 2018).

As bromélias sao plantas herbaceas que podem ser: epifitas, rupicolas ou
terricolas. As folhas sdo disticas ou polisticas, distribuidas ao longo do caule ou
formam rosetas, sua superficie apresenta tricomas especializados que sao
responsaveis pela adaptagdo das espécies nos mais variados habitats (BENZING,
2000).

A inflorescéncia pode variar em racemosa, simples ou composta, com posi¢cao
terminal, raramente axilar, geralmente, o escapo floral e as bracteas sédo coloridas.
As flores podem ser poucas ou numerosas, bissexuadas ou funcionalmente
unissexuadas, trimeras, normalmente com bractea vistosa (CRONQUIST, 1981;
DAHLGREN et al., 1985; WANDERLEY; MARTINS, 2007). As sépalas apresentam
diferentes cores, variando de verdes, amarelas, vermelhas ou brancas. De modo
semelhante, as pétalas sao coloridas, podendo apresentar apéndices na face
interna, responsavel principalmente por proteger o néctar (SIQUEIRA-FILHO;
MACHADO, 2001). Os estames (3+3) diplosttmone podem formar um tubo pelo
concrescimento dos filetes (andréforos), estar livres (dialistémone) ou conado as
pétalas (epipétalas). As anteras s&o bitecas com deiscéncia rimosa (WANDERLEY;
MARTINS, 2007). Os graos de pdélen possuem padrdo de abertura variado, sendo
classificados em porado, monocolpado ou inaperturado (SMITH; DOWNS, 1974;
MOREIRA, 2007). O ovario pode ser supero a infero, tricarpelar, trilocular com
estilete terminal trifido. O estigma pode apresentar formatos variados como, simples-
ereto, coraliforme, espiral-conduplicado ou lamina- convoluta (BROWN; GILMARTIN,
1984). Recentemente uma nova classificagdo com tipos e subtipos de estigmas foi
proposta para a subfamilia Tilllandsioideae: conduplicado-ereto, patente-

conduplicado, conduplicado-pinatisecta, conduplicado-espiral, |amina-convoluta |,
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lamina-convoluta |l, convoluta-obconico, umbrela-convoluta, coraliforme, cupulado,
simples-ereto, simples-patente, simples-pinatisecta, simples-truncado, tubo-
laciniado, urceolado (BARFUSS et al., 2016). Os 6vulos podem ser numerosos com
placentacdo axial. Os frutos podem variar de capsulas a bagas. Quanto as
sementes, as mesmas sdo pequenas podendo apresentar apéndices carnosos,
plumosos e alados (CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et al., 1985; WANDERLEY;
MARTINS, 2007).

O metabolismo acido das crassulaceas (CAM) e o habito epifito representam
apomorfias para a Bromeliaceae, em virtude de essas caracteristicas serem raras ou
ausentes em outras Poales. Essas caracteristicas podem ter surgido
independentemente ou varias vezes na historia evolutiva da familia (CRAYN et al.,
2004). Em Tillandsioideae, por exemplo, a fotossintese CAM ocorre em todas as
Tillandsia epifitas e rupicolas (MARTIN, 1994). Esse mecanismo € de extrema
importancia para a manutencdo de um estado hidrico favoravel, por meio da qual a
planta reduz de forma drastica a perda de agua pelo fechamento dos estématos
durante o dia e abertura durante a noite (VASCONCELOS et al., 2013).

As bromélias evoluiram para preencher inumeros nichos, com grande
diversidade de adaptacdes. Entretanto, muitos aspectos da histéria evolutiva
complexa da familia ainda n&o sdo claros. Neste sentido, diversos estudos
direcionados para a revisao de géneros, subgéneros e de espécies foram realizados
nos ultimos anos, podemos citar: VERSIEUX; WENDT, 2006; WANDERLEY et al.,
2007; VERSIEUX et al., 2012; VERSIEUX; TOMAZ; JARDIM, 2013a; VERSIEUX;
MAGALHAES; CAVALCANTE, 2013b; LOUZADA et al., 2014; HELLER et al., 2015;
SARAIVA et al., 2015; BARFUSS et al., 2016; AGUIRRE-SANTORO et al., 2017;
CRUZ et al.,, 2017; LEME et al.,, 2017; VERSIEUX et al.,, 2017; 2018; SILVA;
WANDERLEY; MELO, 2018; LEME et al., 2019.

As espécies de Bromeliaceae destacam-se pelo importante papel ecoldgico
que desempenham nos ecossistemas, pois participam do ciclo de nutrientes e da
agua e sao habitats para diversos animais, para forrageamento, reprodugédo e
refugio contra predadores (BENZING, 2000; ISLAIR et al.,, 2015; VERSIEUX;
WANDERLEY, 2015). Além disso, alguns herbivoros e insetos se alimentam de suas
folnas (PAULA; SILVA, 2004). Ja suas flores sao atrativas para diversos
polinizadores vertebrados, tais como, beija-flores e morcegos que se alimentam de

néctar e graos de polen (MARTINELLI, 2006). Desta forma, a familia constitui
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elemento importante para as comunidades e, contribui para a ampliacédo e
manutengdo da biodiversidade (ISLAIR et al., 2015; VERSIEUX; WANDERLEY,
2015).

Na economia, a familia se destaca na alimentacdo humana com o abacaxi
[Ananas comosus (L.) Merr.], que fornece o fruto in natura ou industrializado em
doces, compotas, sucos, bebidas e outros, também sdo usadas para esta finalidade
o Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F.Leal, Aechmea nudicaulis
(L.) Griseb. e Bromelia antiacantha Bertol. (ANACLETO; NEGRELLE; KOEHHLER,
2008). Outras espécies como o Caroa [Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez], e
Ananas comosus var. erectifolius (L.B.Sm.) Coppens & F.Leal sdo fornecedoras de
fibras vegetais na industria téxtil e automobilistica, respectivamente (PAULA; SILVA,
2004; SENA NETO et al., 2015; 2017; SOUZA et al., 2018; SILVA et al., 2019).
Bromelia laciniosa Mart. ex. Schult.f. conhecida como macambira & utilizada na
alimentacdo do gado (LEME; MARIGO, 1993), Tillandsia usneoides (L.) L., T.
recurvata (L.) L., T. aeranthos (Loisel.) L.B.Sm., T. streptocarpa Baker e T. pohliana
Mez. s&o usadas como bioindicadoras de qualidade do ar (ALBUQUERQUE et al.,
2013; DRAGUNSKI et al., 2009) e, outras espécies como a Bromelia balansae Mez
s&o utilizadas como cerca viva (PAULA; SILVA, 2004).

Em virtude da grande diversidade de formas e cores as bromélias também se
destacam pelo seu grande potencial ornamental (SOUZA et al., 2012; DIAS et al.,
2014; SOUZA et al., 2015; ANACLETO; NEGRELLE, 2013a; 2013b). As espécies
variam no tamanho e na coloragao das folhas, na morfologia das flores, bem como
no habito de crescimento (BENZING, 2000). Desde a década de setenta elas
despertam o interesse comercial e a curiosidade dos compradores de plantas, com
dezenas de espécies inseridas anualmente no comércio, a exemplo da Aechmea
fasciata Baker e Guzmania lingulata Mez (PULIDO et al., 2018 ; NEGRELLE;
ANACLETO, 2019).

Tillandsioideae Burnett

A subfamilia Tillandsioideae € representada por plantas epifitas, rupicolas ou
raramente terrestres, possuem folhas sem espinhos com margens inteiras e
escamas peltadas capazes de absorver agua e nutrientes. As sementes sé&o
plumosas que facilitam a dispersdo pelo vento e o sistema radicular reduzido,

direcionado, principalmente, a fixagado da planta (BARFUSS et al., 2016).
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Tillandsioideae possivelmente tem origem no Escudo das Guianas (GIVNISH
et al., 2007; 2011) e € amplamente distribuida nas Américas (SMITH; DOWNS,
1974; 1977; 1979). E a maior subfamilia de Bromeliaceae (BARFUSS et al., 2005).
Recentemente foi realizada uma revisdo taxonémica e foram propostas quatro tribos
circunscritas que constituem seis subtribos e 21 géneros com base em caracteres
morfolégicos novos ou reavaliados e em dados moleculares: Alcantarea, Barfussia
Manzan. & W.Till, Catopsis, Glomeropitcairnia, Goudaea W.Till & Barfuss,
Gregbrownia W.Till & Barfuss, Guzmania, Jagrantia Barfuss & W.Till, Josemania
W.Till & Barfuss, Lemeltonia Barfuss & W.Till, Lutheria Barfuss & W.Till,
Mezobromelia, Pitcairnia L’'Hér., Pseudalcantarea C. Presl Pinzén & Barfuss,
Racinaea, Stigmatodon Leme, G.K.Br. & Barfuss, Tillandsia, Vriesea, Wallisia Regel,
Werauhia e Zizkaea W.Till & Barfuss (BARFUSS et al., 2016).

Tillandsia L. é o maior género dentre as bromélias, responsavel pela grande
amplitude geografica da familia (BENZING, 2000), sendo composto por 745
espécies distribuidas em sete subgéneros: Aerobia Mez, Anoplophytum (Beer)
Baker, Diaphoranthema (Beer) Baker, Phytarrhiza (Vis.) Baker, Peseudovriesea
Barfuss & W. Till, Tillandsia (G. Nicholson) e Viridantha (Espejo) W. Till & Barfuss. O
género esta distribuido desde o sul dos Estados Unidos até o Uruguai sendo
encontradas desde o nivel do mar até grandes altitudes (SMITH; DOWNS, 1977;
BENZING, 2000; BARFUSS et al., 2016).

O centro de diversidade do género Tillandsia € o norte da América Central e a
Cordilheira dos Andes (BARFUSS et al., 2016) onde ocorrem mais de 20% das
espécies. No Brasil, ocorrem 82 espécies de Tillandsia ao longo de todo territorio
nacional (FLORA DO BRASIL, 2020), sendo 29 espécies atualmente registrada na
regido Nordeste, com mais de 70% (24 spp.) de ocorréncia no Estado da Babhia.
Além disso, podemos encontrar espécies em todas as fitofisionomias brasileiras,
desde as florestas umidas até o Cerrado, destacando-se a Mata Atlantica por
apresentar o maior numero de espécies (59 spp.), seguido pelo Cerrado (27 spp.) e
Caatinga (22 spp.) (FLORA DO BRASIL, 2020).

A Tillandsia pode ser encontrada como ervas caulescentes até caules
inconspicuos, com habito epifito, rupicola ou raramente terrestre. As folhas podem
ser rosuladas, distribuidas ao longo do caule, polisticas ou disticas, imbricadas, com
margens inteiras, laminas estreitamente liguladas, lanceoladas ou linear-filiformes; o

indumento pode ser pouco a fortemente cinérea, as escamas podem ser simétricas
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ou assimétricas com contorno arredondado, triangular ou irregular. O escapo varia
desde bem distinto até ausente. A inflorescéncia apresenta-se em espiga, simples
ou ramificada, com flores disticas ou polisticas, raramente reduzidas a uma unica
flor. A bractea € conspicua, eliptica, eliptico-lanceolada ou oval-lanceolada. As flores
sdo sésseis, eretas. As sépalas sdo simétricas, podem ser livres ou as posteriores
soldadas, carenadas ou ecarenadas. As pétalas sao livres com coloracdo que varia
em lilas, amarela, rosa, branca, azul ou verde-amarelada. Os estames sdo inclusos
ou exsertos; com filetes cilindricos ou complanados; as anteras com deiscéncia
rimosas, com coloracdo amarela ou preta. O ovario € supero, com O&vulos
numerosos, caudados e o estilete é cilindrico. O estigma pode ser simples-ereto,
conduplicado-espiral, simples-truncado, simples-patente, |amina-convoluta | e
conduplicado-patente (BARFUSS et al., 2016). O fruto € uma capsula septicida e as
sementes cilindricas ou fusiformes, com apéndices basais, plumosos e brancos
(PONTES; AGRA, 2006).

Biologia Floral e Reprodutiva em Bromeliaceae
A biologia floral e reprodutiva de uma comunidade vegetal € fundamental para

o entendimento das interagdes planta-animal, por permitir que se tenha
conhecimento dos aspectos da organizacdo espago-temporal dos recursos
presentes no ambiente que estdo disponiveis aos animais associados (TALORA,;
MORELLATO, 2000). Além disso, o entendimento do sucesso reprodutivo,
competigdo e partilha por polinizadores e varios temas relacionados a manutengéo
do fluxo génico entre espécies podem ser compreendidas a partir de estudos
fenolégicos associados ao conhecimento de aspectos sobre biologia floral e da
polinizagc&do. Esses estudos contribuem no desenvolvimento de estratégias voltadas
para a conservagao de habitats naturais em fragmentacdo (MACHADO; LOPES,
2002), de espécies endémicas ou em risco de extingdo, bem como podem subsidiar
programas de melhoramento genético.

As estratégias reprodutivas em Bromeliaceae sdo bastante diversificadas
(MATALLANA et al., 2010; ZANELLA et al., 2012; GIVNISH et al., 2014; BASTOS et
al., 2017; SOUZA et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2019), com espécies ornitofilas
(SANTANA; MACHADO, 2010) quiropterdfilas (MARQUES; TAGLIATI; FARIA,
2015), melitofilas (KAMKE et al., 2011), e esfingdfilas (BENZING, 2000; PALMA-

SILVA et al.,, 2011). Em relagdo ao sistema reprodutivo pode ser autocompativel
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(MATALLANA et al., 2010), autoincompativel (SOUZA et al., 2017), autbgamo,
potencialmente alégamo, cleistogamo (CULLEY; KLOOSTER, 2007) ou protandrico
(MARTINELLI, 1994). Parte dessa diversidade é atribuida as caracteristicas das
flores e inflorescéncias em sua maioria vistosas e com recursos florais variados
(GIVNISH et al., 2014).

Entre os atrativos florais, o néctar fornece agua e energia, sendo o mais
requerido pelos visitantes e polinizadores (FAEGRI; VAN DER PIJL, 1979), assim
como os grédos de pdlen também sdo uma importante recompensa para o0s
polinizadores e visitantes florais (TAGLIATI; OLIVEIRA; FARIA, 2018).

A maioria dos estudos sobre a biologia reprodutiva em Bromeliaceae se
concentram na Mata Atlantica (SANTANA; MACHADO, 2010) por esse bioma
representar um dos principais centros de diversidade e endemismo da familia e por
apresentar avancado estado de degradacdo, colocando muitas espécies de
bromélias sob ameaca de extingdo (TAGLIATI; OLIVEIRA; FARIA, 2018). Todavia, o
bioma Caatinga também ¢é importante para a conservagdo dessa familia, sendo o
género Tillandsia o mais representado e com poucos estudos sobre a diversidade
neste bioma (PONTES; AGRA, 2006). Desta forma, se faz necessario mais estudos
sobre os aspectos reprodutivos em Bromeliaceae nos biomas citados, considerando
que atributos reprodutivos, tais como, fenologia e oferta de recompensas florais,
além do funcionamento e desempenho das flores e seus polinizadores, podem sofrer
alteragdes pelas agbes antrdpicas, interferindo no sucesso reprodutivo (AIZEN;
VAZQUEZ, 2006).

Com relacéo ao processo de polinizacéo, varias caracteristicas influenciam a
taxa de reproducéo por autopolinizagdo ou por polinizagdo cruzada, em virtude de
aspectos como a histéria natural e ecologia das espécies estarem correlacionados
(BENZING, 2000). Desta forma, em estudos sobre polinizagdo deve-se considerar
sua unidade funcional, o gréo de pdlen (PACINI; HESSE, 2004; SOUZA et al., 2015),
pois o conhecimento sobre sua morfologia e ultraestrutura s&o relevantes para
estudos voltados a conservagdo € mesmo para a promog¢ao do melhoramento
geneético, quando for o caso (CHAGAS et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

No grdo de pdlen, a esporoderme é constituida por uma parede celular
complexa, com camadas estratificadas e propriedades fisico-quimicas especificas
que ajudam a amenizar os possiveis danos causados pela desidratagdo excessiva
(APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2012). A exina constitui o
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estrato mais externo da esporoderme e, devido aos varios padrboes de
ornamentagdes, juntamente com a capacidade de fossilizagado tem sido muito usada
para classificagcao e distingdo taxonémica. Em Bromeliaceae a morfologia polinica &
bastante diversificada. Desta forma, o reconhecimento de caracteres como, o padrao
de abertura do gréo de polen e estrutura da exina é relevante para identificacdo de
espécies dentro da familia, uma vez que estas caracteristicas sdo geralmente
mantidas na mesma linha evolutiva (EHLER; SCHILL, 1973; ERDTMAN;
PRAGLOWSKI, 1974).

Um taxon pode ser classificado como estenopolinico, com seus gréos de
polen homogéneos morfologicamente ou euripolinico, com variagdes significativas.
Neste sentido, Bromeliaceae é uma familia euripolinica, apresentando quatro
padrées de abertura da exina, ocorrendo graos de polen inaperturados, porados,
pantoporados e 1-sulcados (ERDTMAN; PRAGLOWSKI, 1974). Quanto ao numero
de poros, pode ser fixo ou variar dentro de uma mesma espécie (ERDTMAN, 1952).
Portanto, a palinologia contribui para o entendimento das relagdes dentro da familia,
sendo a morfologia polinica um carater taxondmico relevante que deve ser mais
utilizada na taxonomia (ERDTMAN, 1952).

Para que ocorra a fecundacdo é imprescindivel que os grdos de podlen
estejam viaveis. Neste sentido, para determinar a viabilidade pode-se recorrer a
diferentes metodologias, tais como a germinagao in vitro (DUTRA et al., 2000;
PARTON et al., 2002, SOUZA et al., 2015), in vivo (OLIVEIRA; MAUES; KALUME,
2001; SOUZA et al., 2015; 2017) e os procedimentos histoquimicos a fim de verificar
substancias quimicas ou atividades enzimaticas (SOUZA et al., 2015).

Alguns estudos classificam o teste histoquimico como pouco confiavel em
virtude da apresentacao de resultados superestimados, principalmente com o uso do
carmim acético (SOARES et al., 2008; PARTON et al., 2002; SOUZA et al., 2015;
2017). Em vista disso, o método mais utilizado para determinar a viabilidade dos
graos de polen é a germinacgao in vitro, tendo em vista que este método permite o
desenvolvimento do tubo polinico (SOUZA et al., 2015; 2017), apesar de n&o ser
conclusivo. O sucesso desta metodologia depende de uma série de fatores como, a
espécies em si, a nutricdo das plantas, o horario e o método utilizado para a coleta
dos graos de polen, fotoperiodo, temperatura, periodo de incubagéo e, sobretudo da
composi¢cdo do meio de cultura (SOARES et al., 2008), que deve ser ajustado para
cada espécie, género ou familia (DAFNI, 1992; SOUZA et al., 2017). Neste sentido,
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a germinagao in vitro ndo garante a fertilizagdo, mas € um indicativo confiante de
viabilidade. A fertilizagdo in vivo € o método mais eficiente e conclusivo para os
estudos reprodutivos na familia (SOUZA et al., 2015).

A fertilizagdo, com formagéo de frutos e sementes esta relacionada também
com a producéo de exsudatos no estigma que promovem a aderéncia dos graos de
polen, hidratacdo, germinacéo e crescimento do tubo polinico sobre a superficie do
estigma (ALMEIDA, 2007). A presenca de enzimas, a exemplo das esterases e
peroxidases na superficie do estigma tem sido considerada um indicativo de
receptividade. Essas enzimas desempenham papel fundamental na germinagao dos
graos de pdlen, na penetragdo do tubo polinico no estigma e provavelmente nas
respostas de incompatibilidade (KULLOLI et al., 2010; SOUZA et al., 2016).

Desta forma, os métodos usados para determinar a receptividade do estigma
in vitro, geralmente, baseiam-se na identificagcdo da atividade enzimatica (DAFNI
1992). A receptividade do estigma pode influenciar na taxa de autopolinizagdo e no
sucesso da polinizagao. Assim, para obtengao de éxito em experimentos envolvendo
reproducdo, se faz necessario o monitoramento do tempo e da duracdo da
receptividade do estigma (STONE et al., 1995), para determinar o melhor momento
para a deposigcdo dos grdos de pdlen sobre o estigma e obter sucesso em
cruzamentos controlados (ALMEIDA, 2007).

Dentre as metodologias mais utilizadas destaca-se o peroxido de hidrogénio
(H202) que indica a receptividade por meio da formagdo de bolhas de ar. Esse
método € simples e de baixo custo, porém deve-se evitar qualquer dano ao tecido
para ndo incorrer em resultado falso-positivo (KEARNS; INOUYE, 1993). Todavia,
existem metodologias mais eficientes para determinar a receptividade do estigma, a
exemplo da reacdo de a-naftil-acetato com fast blue B salt que interage com a
enzima esterase, deixando os estigmas receptivos corados de marrom escuto a
preto (KEARNS; INOUYE, 1993).

Aliar os estudos morfologicos dos gréos de pdlen e estigma aos estudos de
viabilidade e receptividade estigmatica, além de servir de ferramenta para
classificagcdo taxonémica auxiliam, tanto nos estudos voltados para a conservacéo,
como podem subsidiar programas de melhoramento genético aumentando assim as

chances de fertilizagao nas polinizagdes controladas (NACATA et al., 2019).
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MORFOLOGIA E VIABILIDADE DE GRAOS DE POLEN EM Tillandsia L.
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL'

! Capitulo a ser formatado e submetido ao periddico cientifico Grana.
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MORFOLOGIA E VIABILIDADE DE GRAOS DE POLEN EM Tillandsia L.
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL

RESUMO: Tillandsia L. € o maior género dentre as bromélias e é responsavel pela
grande amplitude geografica da familia, possuindo um importante papel ecolégico
nos ecossistemas. Na economia, as espécies de Tillandsia movimentam o mercado
de plantas ornamentais. Estudos sobre a morfologia polinica sdo importantes para
subsidiar estudos taxondmicos e de conservacgao, além de cruzamentos controlados
que visam obter sele¢cbes promissoras. Com o intuito de auxiliar nesses estudos, o
objetivo deste trabalho foi avaliar alguns aspectos reprodutivos como, os padrdes da
morfologia polinica, produgado, viabilidade dos grdos de pdlen por meio da
germinacao in vitro e métodos histoquimicos aplicados a espécies do género
Tillandsia de ocorréncia na Bahia, Brasil. Para caracterizagdo morfolégica, graos de
polen foram preparados por acetolise latica (ACLAC 40) e observados em
microscopio de luz. A caracterizacdo da exina foi realizada por microscopia
eletrbnica de varredura. A germinagéo in vitro dos graos de polen foi realizada em
dois meios diferentes (BM e SM) e a viabilidade foi comparada em dois testes
histoquimicos (solugdo de Alexander e carmim acético). O padrédo de abertura
monocolpado dos gréos de podlen para Tillandsia foi confirmado para as espécies
ocorrentes na Bahia. Variagbes na ornamentagdo e no tamanho foram observadas
entre as espécies estudadas, com a maioria apresentando grédos de podlen de
tamanho médio e T. polystachia e T. juncea com graos de polen de tamanho grande.
O subgénero Anoplophytum apresentou grédos de pdlen de tamanho médio para
todas as 14 espécies estudadas, enquanto os subgéneros Diaphoranthema e
Phytarrhiza apresentaram graos de pélen classificados como pequenos. Os graos de
polen da maioria das espécies estudadas apresentaram simetria bilateral,
monocolpados e colpos com contornos irregulares, com exina semitectada,
reticulada e heterobrocada. Esses estudos subsidiam futuros trabalhos taxonémicos
e conservacionistas dessas espécies de grande importancia ambiental e como
planta ornamental. Os grdos de pdlen das espécies estudadas apresentaram
elevadas taxas de germinagdo, comprimento do tubo polinico e viabilidade, exceto
para T. recurvata, T. usneoides e T. loliacea. O meio de cultura SM e a coleta dos
graos de pdlen no estadio de antese foram os mais adequados para as espécies de
Tillandsia. Esse estudo demostrou algumas caracteristicas morfolégicas que podem
ser usadas na delimitacdo de espécies, além da caracterizagdo dos subgéneros
para futuros estudos de conservacéo.

Palavras chave: Germinagao in vitro de graos de polen; histoquimica; microscopia;
Tillandsioideae
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MORPHOLOGY AND VIABILITY OF POLLEN GRAINS IN Tillandsia L.
(Bromeliaceae) OCCURRENT IN BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT: Tillandsia L. is the largest genus among the bromeliads and is
responsible for the large geographical range of the family, having an important
ecological paper that they perform in ecosystems. In the economy, Tillandsia species
move the ornamental plant market. Studies about pollen morphology are important to
support taxonomic and conservation studies, in addition to controlled crossings that
aim to obtain promising selections. In order to help in these studies, the objective of
this work was to evaluate some reproductive aspects such the patterns of pollen
morphology, production, viability of pollen grains through in vitro germination and
histochemical methods of species of the genus Tillandsia occurring in Bahia, Brazil.
For morphological characterization, pollen grains were prepared by lactic acetolysis
(ACLAC 40) and observed under a light microscope. The exine was realized by
scanning electron microscopy. The in vitro germination of pollen grains was carried
out in two different culture medium (BM and SM) and the viability was compared in
two histochemical tests (Alexander solution and acetic carmine). The pattern of
monocolpous opening of pollen grains for Tillandsia was confirmed for species
occurring in Bahia. Variations in ornamentation and size were observed between the
species studied, with the majority showing medium-sized pollen grains and T.
polystachia and T. juncea with large-sized pollen grains. The subgenus
Anoplophytum presented medium-sized pollen grains for all 14 species studied, while
the subgenera Diaphoranthema and Phytarrhiza presented pollen grains classified as
small. The pollen grains of most of the studied species showed bilateral symmetry,
monocolpate with irregular contours, with semitectate, reticulate and heterobrochate
exine. These studies support for future taxonomic and conservation works of these
species of great environmental importance and as an ornamental plant. The pollen
grains of the studied species showed high germination rates, pollen tube length and
viability, except for T. recurvata, T. usneoides and T. loliacea. The SM culture
medium and the collection of pollen grains at the anthesis stage was the most
suitable for Tillandsia species. This study demonstrated some morphological
characteristics that can be used in the delimitation of species, in addition to the
characterization of subgenera for future conservation studies.

Keyword: In vitro germination of pollen grains; histochemistry; microscopy;
Tillandsioideae.
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INTRODUCAO

O género Tillandsia L. (Tillandsioideae) € o maior representante da familia
Bromeliaceae com 745 espécies distribuidas em sete subgéneros, ocorrendo desde
o sul dos Estados Unidos até o Uruguai (BENZING, 2000; BARFUSS et al., 2016).
No Brasil, ocorrem 82 espécies, destas 29 registradas para a regido Nordeste e 24
encontradas no Estado da Bahia, principalmente em areas remanescentes de Mata
Atlantica e Caatinga (FLORA DO BRASIL, 2020).

Estudos sobre a morfologia polinica sdo importantes para subsidiar estudos
taxondmicos e de conservagao, além de cruzamentos controlados em programas de
melhoramento genético que visam obter selegdes promissoras (SILVA et al., 2016;
SOUZA et al., 2017a).

Alguns estudos foram publicados sobre a morfologia, ultraestrutura e
viabilidade polinica em Bromeliaceae, a exemplo de Ehler e Schill (1973), Erdtman e
Praglowski (1974), Roubik e Moreno (1991), Wanderley e Melhem (1991), Halbritter
(1992), Halbritter e Till (1998), Tardivo e Rodrigues (1998), Vervaeke et al., (2003b),
Souza et al. (2004) e Moreira, Cruz-Barros e Wanderley (2005), Soares et al. (2011),
Silva et al. (2016), Souza et al. (2017a), Santos et al. (2018), Schoeder et al. (2019).
Esses estudos, entretanto, em face do tamanho da familia sdo considerados
insuficientes. Visando fornecer subsidios a taxonomia desta familia, Mez (1891-
1894; 1896; 1934-1935) caracterizou inicialmente as trés subfamilias baseando-se
no padréo de abertura do gréo de polen. Entre as espécies de Tillandsia, apenas 12
foram estudadas (ROUBIK; MORENO, 1991; SOUZA et al., 2004; SILVA et al.,
2016; SCHOEDER et al., 2019) havendo assim, uma caréncia de mais estudos.

Os graos de polen em espécies de Bromeliaceae apresenta formas e
tamanhos diversificados. Desta forma, o reconhecimento de caracteres
morfolégicos, como o padrao de abertura do gréo de pdlen e ornamentagéo da exina
sdo relevantes para identificagcdo de espécies dentro da familia (EHLER; SCHILL,
1973; ERDTMAN; PRAGLOWSKI, 1974). A ornamentacdo da exina dos gréos de
polen é altamente conservada e geneticamente estavel e tem sido frequentemente
utilizada para investigar a origem e evolugdo das plantas e estudos taxonémicos e
filogenéticos (SARWAR; TAKAHASHI, 2012; ZHANG et al. 2017).

Além dos estudos morfolégicos, € importante o conhecimento sobre a

viabilidade polinica para agbes de conservacdo dessas espécies (SOUZA et al.,
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2017a). A conservagao de graos de pélen pode ser feita mediante criopreservagao e
garante a manutengdo de um importante pool genético da espécie, além de ser
importante para permitir a realizacdo de cruzamentos controlados em casos de
assincronia de florescimento (SOUZA et al., 2015; 2017a; 2017b). Entretanto, para o
estabelecimento de protocolos dessa natureza, estratégias para medir a viabilidade
polinica sdo fundamentais. Dentre as metodologias existentes podem ser
destacadas a germinacgao in vitro (DUTRA et al., 2000; PARTON et al., 2002;
GOMES et al., 2003; PIO et al., 2007), in vivo (OLIVEIRA; MAUES, KALUME, 2001)
e os procedimentos colorimétricos (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992; KEARNS;
INOUYE, 1993).

O método mais utilizado para determinar a fertilidade dos grdos de podlen € a
germinacgao in vitro, tendo em vista que permite observar o desenvolvimento do tubo
polinico. Mas, o sucesso da germinacéao in vitro depende da espécie e de fatores
como, , nutricdo da planta, horario e metodologia utilizada para a coleta dos graos
de podlen, fotoperiodo, temperatura, periodo de incubacdo e, sobretudo, a
composi¢cdo do meio de cultura (TAYLOR; HEPLER, 1997; SOARES et al., 2008)
que deve ser ajustado para cada espécie (BREWBAKER; KWACH, 1963; DAFNI,
1992). No entanto, a germinagao in vitro pode nao expressar de forma fidedigna a
capacidade de fertilizacdo do pdlen conservado, sendo a fertilizacdo in vivo o
meétodo mais eficiente e conclusivo.

Com o intuito de auxiliar nos estudos taxondémicos e de conservacdo da
familia Bromeliaceae, o objetivo deste trabalho foi estudar a morfologia polinica,
producéo, viabilidade dos gréos de pdélen por meio da germinagao in vitro e métodos
histoquimicos aplicados em espécies do género Tillandsia ocorrentes na Bahia,
Brasil. Esse trabalho visa subsidiar também programas de cruzamentos controlados

e obtencgao de hibridos superiores.



MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal
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Foram estudadas 24 espécies de Tillandsia de ocorréncia no Estado da Bahia

conforme Tabela 1. Todas as espécies foram coletadas em populagdes naturais e

incorporadas no Herbario HURB e no Banco de Germoplasma de Bromélias do

Programa de Pods-graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais da Embrapa

Mandioca e Fruticultura e Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), no

municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. As coletas foram realizadas conforme

autorizacao do SISBIO no: 69870-1 e as atividades realizadas estdo devidamente
cadastradas no SISGEN sob a autorizagdo ASE9F8D.

Tabela 1. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil, incluindo subgénero,
municipio de coleta e voucher do Herbario HURB.

Espécie Subgénero Municipio HURB
T. bulbosa Hook.f. Tillandsia llhéus 25395
T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. Tillandsia Santa Terezinha 22220
T. polystachia (L.) L Tillandsia Milagres 22131
T. loliacea Mart. ex Schult. & Schult.f. Diaphoranthema Milagres 22130
T. recurvata (L.) L. Diaphoranthema Milagres 22149
T. tricholepis Baker Diaphoranthema Ibitiara 25753
T. usneoides (L.) L. Diaphoranthema Milagres 22152
T. streptocarpa Baker 1 Phyrarrhiza Milagres 18591
T. streptocarpa Baker 2 Phyrarrhiza Milagres 25006
Tillandsia sp. Phyrarrhiza Milagres 18592
T. chapeuensis Rauh Anoplophytum Morro do Chapéu 23983
T. gardneri Lindl. Anoplophytum IIhéus 25393
T. geminiflora Brongn. Anoplophytum Brejoes 22222
T. globosa Wawra Anoplophytum Muritiba 25569
T. heubergeri Ehlers Anoplophytum Brejoes 17892
T. milagrensis Leme Anoplophytum Milagres 17887
T. pohliana Mez Anoplophytum Morro do Chapéu 23978
T. sprengeliana Klotzsch ex Mez Anoplophytum Palmeiras 23997
T. stricta Sol. 1 Anoplophytum IIhéus 25384
T. stricta Sol. 2 Anoplophytum Milagres 22180
T. stricta subsp. piniformis Rauh ex. Ehers & Heidt Anoplophytum Morro do Chapéu 23977
T. tenuifolia L. Anoplophytum Milagres 15626
T. tenuifolia var. saxicola Griseb. Anoplophytum Mucugé 25755
T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm. Anoplophytum Cruz das Almas 24541
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Morfologia Polinica

A morfometria dos grdos de pdlen foi realizada a partir da acetdlise latica
fraca (ACLAC 40), conforme Raynal e Raynal (1979), escolhendo-se aleatoriamente
25 graos para afericdo das medidas dos diametros polar, equatorial e espessura da
exina com auxilio do programa Imaged 1.4.3.67 (RASBAND, 2012).

Os gréaos de polen das espécies foram fixados em solugdo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) modificada [glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), CaCl2
(0,001 M), tampao cacodilato de sodio (0,05 M), em pH 7,2], por 48 horas. Em
seguida, foram desidratadas em série etilica crescente por 20 minutos cada. As
amostras foram secas ao ponto critico (Leica EM CPD 300, Balzers, Alemanha) por
meio de CO; liquido. Apo6s isso, foram montadas sobre suportes metalicos
recobertos com fita adesiva carbonada e metalizadas com ouro por 180 segundos
(Leica EM ACE 600 Wetzlar, Alemanha). As imagens foram obtidas em microscépio
eletrébnico de varredura (MEV) de presséo variavel JEOL JSMIT300LV (Tokyo,
Japao) operando a 20 kV sendo as imagens digitalizadas. Os graos de polen foram
caracterizados conforme nomenclatura descrita por Punt et al. (2007) e Hesse et al.
(2009).

Quantificagdo dos Graos de Pdlen

A estimativa do numero dos grdos de podlen foi realizada por meio da
contagem dos graos presentes por flor, considerando a existéncia de seis anteras.
Trés botdes florais de diferentes plantas de cada espécie foram armazenados em
tubos de Eppendorf® individualmente, seguindo metodologia descrita por Kearns e
Inouye (1993).

Viabilidade dos Graos de Pdlen
Foram coletadas trés flores de diferentes plantas nos estadios de pré-antese

(botdo - 18h), antese (7h30) e pds-antese (recém fechada - 18h). A germinagéo in
vitro dos gréos de polen foram avaliados em dois diferentes meios de cultura: BM
(PARTON et al., 2002): H3BO3 (0,01%), sacarose (20%), agar (0,5%), pH 6,5 e SM
(SOARES et al., 2008): H3BO3 (0,01%), Ca(NOs3). * 4H20 (0,03%), MgSO,4 * 7H,0
(0,02%), KNO3 (0,01%), sacarose (15%), agar (0,8%) e pH 6,5.
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Os graos de polen foram distribuidos em placas de Petri contendo 35 mL de
cada meio de cultura. As placas foram mantidas no escuro a uma temperatura de 27
+ 1 °C por 24 horas, para seguir aos procedimentos de contagem dos graos de polen
germinados e a medigdo do comprimento do tubo polinico conforme SOARES et al.
(2008). O delineamento experimental utilizado para a porcentagem de germinagao
do gréo de podlen foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 (meios de
cultura x estadios) com 12 repeti¢cdes, sendo cada repeticdo, composta por trés
placas de Petri subdividida em quatro quadrantes.

A contagem dos graos de polen germinados foi realizada 24 horas apds o
estabelecimento em meio de cultura. As imagens foram obtidas com auxilio de
estereomicroscopio Leica EZ4 D (Leica, Wetzlar, Alemanha).

Todos os graos de polen de cada quadrante foram contabilizados para a
determinacdo da porcentagem de germinagdo. Para o comprimento do tubo polinico
foram mensurados aleatoriamente cinco tubos em cada quadrante, perfazendo 60
tubos polinicos em cada tratamento. Os graos de pdlen que possuiam tubo polinico
com tamanho igual ou superior ao didmetro do proprio grdo de podlen foram
considerados germinados.

Os dados de porcentagem de germinagédo foram transformados em arc sen
(Vx/100) antes da analise estatistica. Para comparagdo das médias, os dados foram
submetidos a analise de variancia e teste Scott-Knott (p<0,01) para as espécies e
Tukey (p<0,01) para os estadios de abertura da flor, por meio do programa R Core
Team (2018).

Para os testes histoquimicos dos grdos de polen foram utilizados dois
corantes: solucdo de Alexander, 2% de acido latico (ALEXANDER, 1980) e carmim
acético (1%) (KEARNS; INOUYE, 1993). As anteras de trés flores de diferentes
plantas nos trés estadios de pré-antese, antese e pos-antese foram distribuidas
sobre laminas histoldgicas, adicionando uma gota do respectivo corante, cobrindo-se
com laminula e avaliando-se em seguida em microscopio de luz (Leica, LMD 7000,
Alemanha). Por meio do método de varredura da lamina foram contabilizados 100
graos de pdlen por lamina com trés repeticdes cada, totalizando 300 graos de pdlen
para cada corante.

O delineamento experimental utilizado para os testes histoquimicos foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 (teste histoquimico x estadios)

com trés repetigdes, sendo cada repeticdo, composta por uma lamina histolégica. Os
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dados de porcentagem de viabilidade foram transformados em arc sen (\x/100)
antes da analise estatistica. Para comparacdo das médias, os dados foram
submetidos a analise de variancia e teste Scott-Knott (p<0,01) para as espécies e
Tukey (p<0,01) para os estadios de abertura da flor, por meio do programa R Core
Team (2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia Polinica
Foi observada variabilidade morfopolinica entre as 24 espécies de Tillandsia,

principalmente em relagdo ao tamanho, formato e ornamentagédo da exina dos graos
de polen. Essa variacdo foi menos evidente entre as espécies dentro dos
subgéneros estudados (Tabelas 2 e 3 e Figuras 2 a 6).

Em relacdo ao tamanho dos grdos de pdlen, foi observada uma variagao
apenas no subgénero Tillandsia, com a T. bulbosa apresentando graos de polen de
tamanho médio e T. polystachia e T. juncea com graos de polen de tamanho grande.
O subgénero Anoplophytum apresentou grédos de pdlen de tamanho médio para
todas as 14 espécies estudadas, enquanto os subgéneros Diaphoranthema e
Phytarrhiza apresentaram gréos de pélen classificados como pequenos (Tabela 2).
Vale destacar, que o critério usado para classificar o tamanho dos gréos de podlen

seguiu as recomendacgdes de Punt et al. (2007) e Hesse et al. (2009).



Tabela 2. Caracteristicas morfométricas dos graos de polen de 24 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil.

Vista Equatorial’ Vista Polar’ Tamanho Espessura’ Diametro’
Espécies Diametro Equatorial (um) Diém;aljl;](:)Polar Equat?:ril)maior Equat(zsr?]l)menor ﬂzsp%ﬁiﬁg Ia(::')a ;Ler:](; LL(Jl;nn?)m

T. bulbosa 44,41 £ 4,15 31,57 £ 5,93 28,11 + 3,12 27,16 + 2,87 Médio 2,61+0,53 0,57 £+ 0,19 2,10+ 0,22
T. juncea 50,46 * 6,60 35,27 £ 6,08 37,93 +4,58 36,75+ 5,32 Grande 4,33+0,85 0,49+ 0,11 1,21 +£0,11
T. polystachia 58,14 + 4,08 37,90 +£4,48 39,93 + 3,21 37,71+ 3,22 Grande 2,45+0,33 0,27 £ 0,07 1,71+ 0,41
T. loliacea 21,11 £ 3,28 19,54 + 3,10 19,68 + 2,28 19,22 + 2,31 Pequeno 3,03+0,44 0,52 + 0,08 2,20 + 0,09
T. recurvata 22,37 + 3,30 18,61 + 3,21 18,86 + 2,20 16,47 £ 2,32 Pequeno 2,22 +0,21 1,11+ 0,27 2,58 £ 0,51
T. tricholepis 21,44 £ 2,21 18,41 £ 2,11 19,53 + 1,87 17,88 £ 2,00 Pequeno 2,42 +0,26 0,45+ 0,05 1,89 £ 0,22
T. usneoides 19,28 + 2,78 18,75+ 3,12 17,93 + 2,08 17,85+ 2,18 Pequeno 2,19+ 0,21 0,65 + 0,06 1,95 + 0,49
T. streptocarpa 1 24,96 + 2,71 18,88 £ 2,99 18,47 £ 1,95 18,24 + 2,05 Pequeno 2,27 £0,32 0,45+ 0,11 1,21 £0,42
T. streptocarpa 2 24,97 + 3,47 18,95 + 2,98 20,04 £ 2,98 19,65 + 3,02 Pequeno 1,61+0,30 0,48 + 0,05 1,21+£0,19
Tillandsia sp. 21,83 +6,13 16,45 + 5,58 18,24 + 4,36 17,44 + 4,95 Pequeno 2,98 + 0,41 0,41+0,05 0,58 + 0,14
T. chapeuensis 40,67 £ 5,15 37,97 £ 3,95 36,14 + 2,98 35,82 + 3,03 Médio 2,75+ 0,44 1,36 £ 0,16 0,75+ 0,21
T. gardneri 41,18 + 3,40 35,95 + 3,90 36,70 + 3,23 36,18 + 3,01 Médio 2,53 +0,26 1,22 £ 0,51 0,54 + 0,11
T. geminiflora 37,54 +£ 8,32 32,61+7,15 35,75+6,34 33,83 +5,98 Médio 3,41+0,28 0,21+ 0,04 0,19 + 0,04
T. globosa 31,64+ 3,14 25,08 + 4,35 27,59 + 3,41 26,01 + 4,02 Médio 3,561+1,08 Ausente Ausente
T. heubergeri 35,67 £ 2,74 29,53 + 4,46 28,98 + 3,21 28,48 + 3,75 Médio 2,72+ 0,55 0,91+0,28 1,82 +£1,03
T. milagrensis 39,02 +2,90 32,06 + 3,45 33,04 £2,89 29,13 + 2,53 Médio 2,11+0,40 0,48 + 1,86 1,43 £ 0,39
T. pohliana 33,15+ 3,45 28,01 + 3,55 30,24 +£2,95 27,84 +2,35 Médio 2,56 + 0,46 0,71+0,13 1,74 £ 0,41
T. sprengeliana 37,21 £4,99 33,21+ 3,85 36,26 + 3,21 34,88 + 3,85 Médio 2,97 £+ 0,49 1,04 £ 0,16 3,89+ 1,01
T. stricta 1 32,68 + 3,47 26,66 + 2,98 26,17 + 3,54 25,76 + 3,21 Médio 2,27 + 0,22 0,48+0,13 0,97 £+ 0,14
T. stricta 2 32,24 + 3,87 26,04 £ 4,99 28,21 + 3,32 26,14 + 3,32 Médio 1,81 £ 0,31 0,68 + 0,04 0,72 + 0,06
T. stricta subsp. piniformis 35,84 + 3,48 27,88 + 4,86 27,02 + 3,21 24,67 + 3,36 Médio 2,55+ 0,31 0,93+ 0,03 1,33+ 0,03
T. tenuifolia 37,25+ 5,69 29,41 + 4,01 32,93 +£4,05 29,01 £ 4,25 Médio 2,52 +0,37 0,73 +0,22 1,47 £ 0,17
T. tenuifolia var. saxicola 30,77 £ 2,69 23,83 +4,28 24,27 + 2,02 21,58 + 3,45 Médio 1,98 £ 0,39 0,75+ 0,15 0,95+ 0,21
T. tenuifolia var. vaginata 31,95 + 5,64 28,74 + 5,39 29,31 + 5,21 27,77 £ 5,01 Médio 3,06 £ 0,51 0,64 £ 0,11 1,36 £ 0,32

" Os graos de pdlen foram acetolizado conforme Raynal e Raynal (1979). Os resultados correspondem a média de 25 repeticdes + desvio padréo.

2 De acordo com Hesse et al. (2009), médio (25 — 50 ym), grande (50 - 100 ym) e muito grande (> 100 ym).



Tabela 3. Caracteres morfoldgicos dos graos de pdélen de 24 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil.

Espécies Forma' Polaridade’  Simetria’ Exina’ Ornamentag&o’ Lumem' Teto'
T. bulbosa oblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. juncea oblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada muitos baculos pisilado
T. polystachia oblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada muitos baculos pisilado
T. loliacea suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada muitos baculos pisilado
T. recurvata suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. tricholepis suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada muitos baculos pisilado
T. usneoides suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. streptocarpa 1 suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. streptocarpa 2 suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
Tillandsia sp. suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. chapeuensis oblata-esferoidal heteropolar bilateral semitectado perfurada - estriado
T. gardneri suboblata heteropolar bilateral semitectado perfurada - pisilado
T. geminiflora suboblata heteropolar bilateral semitectado perfurada - pisilado
T. globosa suboblata heteropolar  bilateral eutectado verrucada - -

T. heubergeri oblata-esferoidal heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada baculos ausentes  pisilado
T. milagrensis suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada muitos baculos pisilado
T. pohliana suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. sprengeliana oblata-esferoidal heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. stricta 1 suboblata heteropolar bilateral semitectado microrreticulada poucos baculos pisilado
T. stricta 2 suboblata heteropolar bilateral semitectado microrreticulada poucos baculos pisilado
T. stricta subsp. piniformis suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada baculos ausentes  pisilado
T. tenuifolia suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada baculos ausentes  estriado
T. tenuifolia var. saxicola suboblata heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos pisilado
T. tenuifolia var. vaginata oblata-esferoidal heteropolar bilateral semitectado reticulada-heterobrocada poucos baculos estriado

1 De acordo com Punt et al. (2007) e Hesse et al. (2009).
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Em observagdes realizadas a partir da acetélise dos gréos de pdlen pode-se
verificar uma variagdo na espessura da exina, teto e diametro do lumem (Tabela 2).
Para a espessura da exina o menor valor foi observado em T. stresptocarpa 2 com
1,61 £ 0,30 um e a maior em T. juncea com 4,33 £ 0,85 ym. Para a espessura do
teto a variagao foi de 0,21 £ 0,04 ym para T. geminiflora a 1,36 £ 0,51 uym para T.
chapeuensis. Para o didmetro lumem a variagdo foi de 0,19 £ 0,04 ym para T.
geminiflora e 3,89 + 1,01 ym para T. sprengeliana (Tabela 2). Vale destacar que
para a T. globosa o teto e o lumem foram ausentes por possuir grédos de polen com
exina eutectada. A espessura da exina esta relacionada a sua ornamentagao, que
por sua vez, tem a funcao de protegao quanto a desidratacéo e incidéncia dos raios
ultra-violetas nos graos de pdlen. Além disso, existe uma correlagdo direta da
ornamentagdo e espessura da exina com os polinizadores, uma revisdo mais
detalhada sobre esse assunto pode ser encontrada em Ferguson e Skvarla (1982),
Philbrick e Osborn (1994) e Hesse (2000). A espessura da exina também é um
parametro importante quando se pensa em conservagao dos graos de polen, pois
influencia diretamente na dissecacgéo e na ruptura dos gréos de polen (SOUZA et al.,
2015).

Quantificagdo dos grdos de polen

O numero de gréos de polen produzidos por flor variou entre as espécies,
exceto para as espécies do subgénero Diaphoranthema que apresentaram a
variagcédo de 12.133 graos de pdlen para T. usneoides a 24.200 graos de pdlen para
a T. tricholepis e no subgénero Tillandsia com uma variagdo de 11.267 graos de
polen por flor para T. bulbosa e 23.367 para T. juncea (Figura 1). No subgénero
Phytarrhiza observaram-se 152.133 graos por flor para T. streptocarpa 1, 133.800
para T. streptocarpa 2, enquanto Tillandsia sp. apresentou uma média de 51.267
graos de pdlen por flor. O subgénero Anoplophytum apresentou uma variagdo maior
entre as espécies com 11.667 graos de pélen por flor para T. tenuifolia var. vaginata
a 80.033 para T. milagrensis (Figura 1).

Diversos fatores podem interferir na produ¢cdo de grdos de polen por flor,
entre os quais adaptagcdo da planta ao ambiente, altitude, condi¢gdes climaticas,
dentre outros fatores (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2010; KHANDURI, 2011). A

variagdo no numero de graos de polen por flor foi também verificada por SOUZA et
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al. (2017a) a partir de 18 espécies pertencentes a cinco géneros diferentes. Esses
autores verificaram uma variagdo no numero de graos de polen por flor dentro de um
mesmo género, a exemplo da Aechmea bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f. com
32.080 e A. distichantha Lem. com 221.666 graos.

Na pratica, quanto maior a quantidade de gréos de podlen produzidos por flor
maior a chance de ser transportado por um polinizador. Quando se pensa em
conservagdao e melhoramento genético menos flores serdo necessarias em
cruzamentos/ hibridagdes. Além disso, a produgdo de graos de pdlen juntamente
com a viabilidade podem influenciar diretamente no sucesso da fertilizacdo e
producdo das sementes (SIQUEIRA et al., 2009), justificando a necessidade da

realizacao de estudos desta natureza.
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Figura 1. Quantificagdo dos grdos de pdlen conforme metodologia de Kearns e
Inouye (1993) em 24 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia,

Brasil.
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Subgénero Tillandsia

As trés espécies do subgénero Tillandsia apresentaram graos de pdlen
grande (T. juncea e T. polystachia), com exceg¢ao da T. bulbosa que apresentou
graos de polen médio. Todas as espécies apresentaram graos de pélen com forma
oblata, ambito eliptico, heteropolar, simetria bilateral, monocolpados com contornos
irregulares, exina semitectada, reticulada-heterobrocada, com lumens menores em

diregdo ao colpo e as extremidades dos polos, com poucos baculos (T. bulbosa) a

muitos baculos (7. juncea e T. poystachia) com muros de superficie pisilado
(Tabelas 2 e 3, Figura 2).

- . R llf] 78y oy N,
Figura 2. Morfologia dos gréos de pdlen de Tillandsia (Bromeliaceae) subgénero
Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil. a-c) T. bulbosa; d-f) T. juncea; g-i) T.
polystachia; a, d, g) vista polar (vp), vista equatorial (ve) e (cp) colpo obtidas em
microscopia eletrénica de varredura (MEV); b, e, h) detalhe da ornamentagdo da
exina evidenciando o muro (mu), lumem (lu) e baculos (seta) em MEV; c, f, i) gréo de
polen apds acetolise latica. Barras: a, ¢, d, f,g,i =10 ym; b, e, h =1 pm.
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Subgénero Diaphoranthema

As quatro espécies do subgénero Diaphoranthema apresentaram gréos de
polen pequeno, com forma suboblata, heteropolar e simetria bilateral, monocolpados
com contornos irregulares, exina semitectada, reticulada, heterobrocada, com
lumens menores em diregdo ao colpo e as extremidades dos polos, com poucos
baculos (T. recurvata e T. usneoides) a muitos baculos (T. loliaceae e T. tricholepis)

com muros de superficie pisilado (Tabelas 2 e 3, Figura 3).

Diaphoranthema ocorrentes na Bahia, Brasil. a-c) T. loliacea; d-f) T. recurvata; g-i) T.
tricholepsis; j-1) T. usneoides; a, d, g, j) vista polar (vp), vista equatorial (ve) e colpo
(cp) obtidas em microscopia eletronica de varredura (MEV); b, e, h, k) detalhe da
ornamentagao da exina evidenciando o muro (mu), lumem (lu) e baculos (seta) em
MEV; c, f, i, 1) grédo de pdlen apos acetdlise latica. Barras: a, ¢, d, f, g, i, j, | = 10 ym;
b,e, h,k=1pum.
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Subgénero Phytarrhiza
As trés espécies do subgénero Phytarrhiza apresentaram graos de podlen

pequenos, forma suboblata, heteropolar, simetria bilateral, monocolpados com
contornos irregulares, exina semitectada, reticulada-heterobrocada, com lumens
menores em diregcdo ao colpo e as extremidades dos polos, com poucos baculos e

muro com superficie pisilado (Tabelas 2 e 3, Figura 4).
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Figura 4. Morfologia dos gréos de pdlen de Tillandsia (Bromeliaceae) subgénero
Phytarrhiza ocorrentes na Bahia, Brasil. a-c) T. streptocarpa 1; d-f) T. sprestocarpa
2; g-i) Tillandsia sp.; a, d, g) vista polar (vp), vista equatorial (ve) e colpo (cp) obtidas
em microscopia eletrénica de varredura (MEV); b, e, h) detalhe da ornamentagao da
exina evidenciando o muro (mu), lumem (lu) e baculos (seta) em MEV; c, f, i) gréo de
polen apds acetolise latica. Barras: a, ¢, d, f,g,i =10 ym; b, e, h =1 pm.



47

Subgénero Anoplophytum

Das 14 espécies do subgénero Anoplophytum todas apresentaram graos de
polen médio (Tabela 2). A forma dos grdos de podlen variou de suboblata (7.
gardneri, T. geminiflora, T. globosa, T. milagrensis, T. pohliana, T. stricta 1, T. stricta
2, T. stricta subsp. piniformis, T. tenuifolia, T. tenuifolia var. saxicola) a oblata-
esferoidal (7. chapeuensis, T. sprengeliana, T. heubergeri e T. tenuifolia var.
vaginata), heteropolar e simetria bilateral, monocolpados com contornos irregulares,
exina semitectada com excecdo da T. globosa com exina eutectada (Tabela 3,
Figuras 5 e 6).

A ornamentagao da exina vista em MEV variou de perfurada (7. chapeuensis,
T. gardneri e T. geminiflora), verrucada (T. globosa), microrreticulata (7. stricta 1 e T.
strica 2), reticulada-heterobrocada (7. heubergeri, T. milagrensis, T. pohliana, T.
sprengeliana, T. stricta subsp. piniformis, T. tenuifolia, T. tenuifolia var. saxicola e T.
tenuifolia var. vaginata), com malhas menores em direcdo ao colpo e as
extremidades dos polos (Tabela 3, Figuras 5 e 6).

Os lumens sao irregulares com poucos baculos (7. pohliana, T. sprengeliana,
T. stricta 1 e T. strica 2, T. tenuifolia var. saxicola e T. tenuifolia var. vaginata),
muitos baculos (T. milagrensis) e ausentes de baculos (T. heubergeri, T. stricta
subsp. piniformis e T. tenuifolia) com muros de superficie pisilado (7. heubergeri, T.
milagrensis, T. pohliana, T. sprengeliana, T. stricta 1 e T. strica 2, T. stricta subsp.
piniformis a T. tenuifolia var. saxicola) a estriada (T. tenuifolia e T. tenuifolia var.

vaginata) (Tabela 3, Figuras 5 e 6).



Figura 5. Morfologia dos gréos de pdlen de Tillandsia (Bromeliaceae) subgénero
Anoplophytum ocorrentes na Bahia, Brasil. a-c) T. chapeuensis; d-f) T. gardneri 2; g-
i) T. geminiflora; j-1) T. globosa; m-0) T. heubergeri; p-r) T. milagrensis; s-u) T.



49

pohliana. a, d, g, j, m, p, S) vista polar (vp), vista equatorial (ve) e colpo (cp) obtidas
em microscopia eletrénica de varredura (MEV); b, e, h, k, n, q, t) detalhe da
ornamentagao da exina evidenciando o muro (mu), lumem (lu) e baculos (seta) em
MEV; ¢, f, i, I, o, r, u) gréo de pdlen apds acetdlise latica. Barras: a, ¢, d, f, g, i, j, |, m,
o,p,r,s,u=10um; b, e, h,k,n,q,t=1pum.
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Figura 6. Morfologia dos gréos de pdlen de Tillandsia (Bromeliaceae) subgénero
Anoplophytum ocorrentes na Bahia, Brazil. a-c) T. sprengeliana, d-f) T. stricta 1, g-i)

T. stricta 2, j-I) T. stricta subsp. piniformis, m-0) T. tenuifolia, p-r) T. tenuifolia var.



51

saxicola, s-u) T. tenuifolia var. vaginata, a, d, g, j, m, p, s) vista polar (vp), vista
equatorial (ve) e colpo (cp) obtidas em microscopia eletronica de varredura (MEV); b,
e, h, k, n, q, t) detalhe da ornamentac&o da exina evidenciando o muro (mu), lumem
(lu) e baculos (seta) em MEV; c, f, i, |, o, r, u) grdo de pdlen apds acetolise latica.
Barras: a,c,d,f, g,i,j,I, m,o,p,r,s,u=10um; b, e, h,k,n,q,t=1 um.

A partir da analise multicategérica (dados quantitativos e qualitativos dos
graos de polen) realizada com as 24 espécies de Tillandsia, foi possivel verificar a
formagdo de quatro grupos bem consistentes (Figura 7) pelo método de
agrupamento UPGMA com base no algoritmo de Gower, utilizando como ponto de
corte a dissimilaridade genética média (D dg = 0,25). O coeficiente de correlagéo
cofenética do dendrograma (r=0,82, P< 0,0001, 10.000 permutagdes) revelou um
bom ajuste entre a representacédo grafica das distancias e a sua matriz original,
conforme preconizado por (ROHLF; FISHER, 1968).

Pode-se evidenciar uma homogeneidade morfopolinica quanto a abertura
monocolpada dos grados de polen para todas as 24 espécies. As caracteristicas
observadas no presente estudo estdo de acordo com os trabalhos de Wanderley e
Melhem (1991), Halbritter (1992), Ehler e Schill (1973), Souza; Mendonga;
Goncgalves-Esteves (2004) e Silva et al. (2016) que observaram para subfamilia
Tillandsioideae graos de pdélen monocolpados com pouca variagao morfologica.

O grupo G1 foi formado pelas trés espécies do subgénero Tillandsia e
apresentam caracteristicas em comum, principalmente, em relagdo a forma oblata
dos graos de polen, diferente de todas as demais espécies (Figura 7).

O grupo G2 foi formado com as quatro espécies do subgénero
Diaphoranthema, com todas as espécies apresentando em comum, graos de pélen
pequeno e forma suboblata. Vale destacar que a circunscrigdo nesse grupo foi de
0,08 (Figura 7).

O grupo G3 compartilhou as 14 espécies do subgénero Anoplophytum e foi o
mais heterogéneo, principalmente quanto a ornamentacéo da exina (Tabela 3), com
quatro padrdes diferentes (reticulada-heterobrocada, microrreticulada, verrucada e
perfurada). Nas espécies com exina reticulada-heterobrocada foi possivel verificar
diferengas no numero de baculos no lumem (muitas, poucas ou ausentes), além do

muro com superficie pisilado a estriado (Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 24 espécies de
Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil, pelo método UPGMA com
base no algoritmo de Gower, a partir das caracteristicas morfopolinicas qualitativas e
quantitativas.
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Tillandsia heubergeri e T. sprengeliana, apresentaram semelhancgas entre si
em relacdo aos gréos de podlen (Figuras 5 e 6). Estas duas espécies sdo muito
semelhantes morfologicamente quanto a estrutura da planta e inflorescéncia. Fiorato
(2009) realizando um estudo taxonémico das espécies de Tillandsia da Bahia, ja
sugere essa sinonimizagdo, uma vez que, as caracteristicas de bracteas florais
glabras e lepidotas, nervura central na bractea floral e sépalas posteriores
carenadas sao caracteres fracos para manter a espécie e pode representar um grau
de variacédo dentro da mesma. No entanto, estudos mais aprofundados de filogenia
sdo necessarios para confirmar essa sinonimizacéo. Espécies como T. stricta 1 e T.
strica 2, T. tenuifolia var. saxicola e T. tenuifolia var. varginata também formaram
grupos semelhantes entre si.

Tillandsia stricta 1 e T. strica 2 diferenciam apenas pelo ambiente em que
vivem, sendo a T. stricta 1 de Mata Atlantica e a T. stricta 2 de mata semidecidual,
além da coloracdo das bracteas florais, sendo uma de rosa encarnada e a outra
laranja-esverdeada, respectivamente. As duas T. tenuifolia s&o variedades botanicas
distintas e convivem também em diferentes ambientes, sendo a T. tenuifolia var.
saxicola em campos rupestres na chapada Diamantina e a T. tenuifolia var.
varginata em Mata Atlantica. Vale destacar que, a T. tenuifolia var. varginata foi
sinonimizada e inicialmente descrita como T. candida (FIORATO, 2009).

O grupo G4 foi formado por trés espécies pertencentes ao subgénero
Phytarrhiza com circunscri¢gao préoxima a 0,10 (Figura 7). Os gréos de pdélen dessas
trés espécies sdo muito semelhantes, quanto ao tamanho, forma, simetria, [imem
irregular com poucos baculos e muro com superficie pisilado. As trés espécies
ocorrem no mesmo bioma Caatinga, sendo T. streptocarpa 1 epifita, T. streptocarpa
2 e Tillandsia sp. rupicolas.

Em estudo palinolégico com 12 espécies de duas subfamilias de
Bromeliaceae (Pticairnioideae e Tillandsoideae), Souza et al. (2004) encontraram
graos de polen predominantemente médios e monocolpados, corroborando os
resultados aqui encontrados. Entretanto, para a ornamentacdo da exina foram
observadas duas divergéncias, sendo T. usneoides com exina microreticulada e T.
globosa com exina perfurada. Isso pode estar relacionado a baixa magnitude das
imagens capturadas no estudo de Souza et al. (2004), enquanto que as imagens
capturadas no presente trabalho, em relacdo aos detalhes da exina, foram de mais

10.000x, possibilitando assim, uma maior acuracia nos resultados, sendo a
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superficie de T. usneoides reticulada heterobrocada e T. globosa com exina
verrucada.

Silva et al. (2016) também analisaram a morfologia polinica de quatro
espécies de Tillandsia, sendo que as espécies T. geminiflora, T. polystachia e T.
stricta apresentaram os mesmos caracteres aqui analisados. Tillandsia gardineri foi
descrita com ornamentagcdo microrreticulada (vs. perfurada), porém esses autores
observaram as imagens apenas por microscopia de luz por meio da acetolise, o que
justifica essa divergéncia.

O uso de caracteres morfopolinicos € uma alternativa a ser considerada em
estudos taxondmicos em substituicdo as caracteristicas que estdo mais sujeitas a
alteragdes (cor de folhas, flores e, tamanho de estruturas) em virtude das
caracteristicas dos graos de podlen serem consideradas mais conservadas e estaveis
(SARWAR; TAKAHASHI, 2012; ZHANG et al., 2017).

Viabilidade polinica

As analises estatisticas mostram interagdo significativa entre os meios de
cultura e os estadios de desenvolvimento floral, tanto para a porcentagem de
germinacgao in vitro como para o comprimento do tubo polinico (Tabela 4, Figura 8a-
d).

Apoés 24 horas de incubagdo, de maneira geral, verificou-se que flores em
antese resultam em grdos de polen com maior porcentagem de germinacao e
comprimento do tubo polinico, para todas as espécies estudadas, com excecdo da
T. tenuifolia que, apdés a antese foi significativamente superior. Algumas espécies
nao apresentaram diferengcas significativas entre os estadios florais de
desenvolvimento, a exemplo de T. loliacea, T. recurvata, T. tricholepis, Tillandsia sp.
T. globosa, T. milagrensis e T. tenuifolia var. saxicola, independente do meio de
cultura (Tabela 4).

Em relagcdo ao meio de cultura, o SM (SOARES et al., 2008) promoveu maior
porcentagem de germinagao e comprimento do tubo polinico para todas as espécies
estudadas, com excegcdo da T. tenuifolia. Algumas espécies (T. stricta subsp.
piniformis, T. milagrensis, T. tenuifolia var. saxicola) ndo diferiram significativamente
nas porcentagens de germinacéo entre os meios BM (PARTON et al., 2002) e SM

nas trés fases de antese (Tabela 4).
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As espécies T. recurvata, T. usneoides e T. loliacea ndo germinaram no meio
BM e obtiveram taxas de germinagdo abaixo de 30% nos trés estadios de
desenvolvimento floral no meio de cultura SM, enquanto a T. stricta 1 obteve as
maiores porcentagens de germinagao na antese nos dois meios de cultura.

O crescimento do tubo polinico variou conforme a espécie. Tillandsia juncea e
T. geminiflora apresentaram os maiores comprimento do tubo polinico em meio de
cultura SM (Tabela 4). O meio de cultura SM (SOARES et al., 2008) foi satisfatorio
para promover a germinagao in vitro dos gréaos de polen em Tillandsia mesmo em
espécies com baixa producdo de grdos de pdlen por flor como T. recurvata, T.
usneoides e T. loliacea que nao obtiveram sucesso no meio de cultura BM. Desta
forma, a utilizacdo do meio de cultura SM composto por calcio, acido borico,
magnesio, nitrato de potassio e sacarose, pode ser determinante para promover a
germinagao dos graos de polen nas espécies estudadas. A composi¢cdo do meio de
cultura BM ndo possui fontes de calcio, magnésio e potassio, nutrientes do meio que
pode ter afetado diretamente o desempenho na germinagdo e comprimento dos
tubos polinicos. Souza et al. (2017a) estudando a germinagéao in vitro de 18 espécies
de bromélias pertencentes a cinco géneros, também observaram uma superioridade
do meio SM em relagdo ao BM. Esses autores observaram germinagdo no meio de
cultura BM em apenas oito espécies com valores inferiores a 39 %. Vale destacar
que, o meio de cultura BM (PARTON et al. 2002) foi desenvolvido para bromélias do
género Aechmea Ruiz & Pav., Vriesea Lindl., Guzmania Ruiz & Pav. e Tillandsia,
mas nao foi eficiente para as espécies estudadas no presente trabalho. Desta forma,
um meio de cultura mais adequado para a germinagcdo de grdos de polen de
bromélias deve incluir, além de carboidratos, elementos como acido bérico, nitrato
de calcio, nitrato de potassio e sulfato de magnésio (TAYLOR; HEPLER, 1997).



Tabela 4. Porcentagem de germinagéao in vitro e comprimento do tubo polinico de 24 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia, Brasil em dois meios de cultura (BM e SM) e trés fases de antese floral (pré-antese, antese e pés-antese).

Meio de Cultura

Germinagao (%)

Comprimento do tubo polinico (mm)

Pré-antese Antese Pés-antese Pré-antese Antese Poés-antese
T bulbosa BM 15,97 bB 30,60 bA 29,23 bA 0,22 bB 0,50 bA 0,50 bA
SM 55,50 aC 98,77 aA 82,17 aB 0,54 aC 1,17 aA 0,97 aB
T juncea BM 57,07 bB 77,23 bA 75,13 aA 0,82 bC 1,18 bA 0,99 aB
SM 69,40 aB 92,07 aA 73,57 aB 1,22 aB 1,38 aA 1,11 aB
T. polystachia BM 33,10 bB 53,50 bA 43,77 bAB 0,40 bAB 0,52 bA 0,33 bB
SM 60,70 aB 88,03 aA 55,20 aB 0,85 aB 1,38 aA 0,78 aB
T loliacea BM 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
SM 7,86 aA 10,73 aA 6,77 aA 0,17 aA 0,16 aA 0,14 aA
T recurvata BM 0,00 bA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
SM 15,36 aA 16,93 aA 5,13 aA 0,20 aA 0,21 aA 0,14 aA
T. tricholepis BM 23,23 bA 28,20 bA 22,43 bA 0,08 aA 0,11 aA 0,15 aA
SM 32,23 aA 41,53 aA 35,40 aA 0,09 aA 0,20 aA 0,09 aA
T usneoides BM 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
SM 4,03 aB 25,62 aA 5,70 aB 0,19 aA 0,24 aA 0,17 aA
T. streptocarpa 1 BM 21,10 bB 52,33 bA 17,63 bB 0,24 aA 0,25 aA 0,19 aA
SM 52,37 aB 88,43 aA 21,60 aC 0,22 aA 0,31 aA 0,20 aA
T. streptocarpa 2 BM 64,97 aA 66,70 bA 66,83 aA 0,74 bA 0,87 bA 0,84 aA
SM 68,17 aB 88,50 aA 64,60 aB 1,04 aA 1,08 aA 0,95 aA
Tillandsia sp. BM 63,53 bB 84,57 aA 81,10 bA 0,43 aA 0,49 aA 0,37 aA
SM 91,47 aA 95,53 aA 96,13 aA 0,33 aA 0,47 aA 0,44 aA
T. chapeuensis BM 67,23 bB 85,80aA 77,50 aAB 0,49 bA 0,58 bA 0,51 aA
SM 77,60 aAB 87,47 aA 72,73 aB 0,62 aB 0,81 aA 0,58 aB
T. gardneri BM 13,10 bB 58,00 bA 11,93bB 0,41 bB 1,05 aA 0,55 bB
SM 61,53 aB 86,77 aA 55,50 aB 0,95 aB 1,16 aA 0,80 aB
T. geminifiora BM 23,67 bC 75,47 bA 44,73 bB 0,43 bB 0,64 bA 0,58 bA
SM 78,00 aB 91,30 aA 87,77 aAB 1,10 aA 1,24 aA 1,11 aA




I dlobosa BM 6163bB  8500aA 8543 aA 059bA  061bA 0,60 bA
SM 7560 aA  8563aA 84,60 aA 090aB  106aA  1,01aAB
. BM 630bB  5810bA 47,37 bA 044bC  117aA 0,87 bB
T. heubergeri SM 4553aB  8470aA 77,50 aA 098aB  120aA 1,10 aAB
I milagrensis BM 8450 aA  9457aA 8570 aA 076aB  096aA 0,63 bC
SM 8373aA  9533aA 86,67 aA 060bC  103aA  082aB
T pohiana BM 3563aB  6550bA 40,10 bB 037aB  063bA 0,47 aAB
SM 39.83aB  86,00aA 54,73 aA 049aB  078aA  049aB
- sprengelians BM 17.00bC 57,40 bA 44,77 bB 052bC  110aA 0,89 bB
SM 66.84aB 90,19aA 69,03 aB 096aB  116aA 1,05 aAB
- cticta BM 5356 bB  9243aA  57,43bB 051aB  079aA  045aB
SM 60,83aC 100,00 aA 74,80 aB 040aB  083aA  0,37aB
_ BM 17.62bB  3513bA 31,57 bA 042bA  047bA  045aA
T. stricta 2 SM 69,70aB 97.37aA 77,37 aB 064aAB  078aA  0.56 aB
, o BM 7400aB 92,90 aA 83,13 aAB 103aA  104bA 0,86 aB
T. stricta subsp. piniformis SM 8230aB 9597 aA 8547 aAB 088bB  121aA  0,80aB
- nuiolia BM 2240bC  3153aB 74,50 aA 050aA  050aA 0,56 bA
SM 3900aB 3543aB  77.97 aA 020bB  035bB 0,84 aA
 onuifolia var. saxicola BM 7217aA  7067aA 7126 aA 103bA  111aA  1,01aA
SM 7137aA  7497aA 7253 aA 118aA  103aB 114 aAB
I tenuifolia var. vaginata BM 1533bC  62,70bA 47,60 bB 036aA  045aA  0,39aA
SM 5383aB 9127aA 51,07 aB 037aA  051aA  042aA

CV (%) 11,43 755

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade.
* Meios de cultura: BM (PARTON et al., 2002). SM (SOARES et al., 2008).
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Figura 8. Viabilidade dos gréos de podlen de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil. a-
d) germinagéao in vitro dos gréos de polen em meio de cultura BM (PARTON et al.,
2002 ) (a) e SM (SOARES et al., 2008) (b-d) na antese. e-f) Testes histoquimicos
com carmim aceético (e-f) e solugdo de Alexander 2% (g-h). a) T. loliacea
evidenciando a auséncia de germinac¢ao dos graos de polen em meio de cultura BM
na antese. b) T. milagrensis, evidenciando alta porcentagem de germinacédo dos
graos de pdlen em meio de cultura SM na antese. c) T. stricta 1, evidenciando 100 %
de germinagdo dos graos de pdélen em meio de cultura SM na antese. d) T. juncea,
evidenciando longos tubos polinicos em meio de cultura SM na antese. e) T. stricta
1, evidenciando 100% de viabilidade com carmim acético na antese. f) T. tenuifolia,
evidenciando graos de podlen viaveis e inviaveis (seta). g) T. stricta 1, evidenciando
alta porcentagem de viabilidade com solucdo de Alexander 2%. h) T. bulbosa,
evidenciando graos de polen viaveis e inviaveis corados em verde (seta). Barras: a-
d) 500 uym; e, g) 200 pm; f-h) 50 pm.
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Com base nos resultados da viabilidade polinica pelos testes histoquimicos,
verificou-se que os grdos de polen corados com carmim acético apresentaram
viabilidade superior, independente do estadio de desenvolvimento floral quando
comparado com a solugdo de Alexander (Tabela 5, Figura 8 e-h).

As espécies T. milagrensis e T. tenuifolia var. saxicola obtiveram valores
superiores a 70% de viabilidade nos dois corantes testados e nos trés estadios de
desenvolvimento. Em contrapartida, T. recurvata, T. usneoides apresentaram baixa
viabilidade com valores inferiores a 46% nos dois corantes avaliados e T. loliacea
com valores inferiores a 12% em ambos os corantes (Tabela 5). Os resultados
obtidos com coloragao de solugcdo de Alexander, em sua maioria, corresponderam
ao obtido com a germinagao in vitro, enquanto os valores de viabilidade obtidos com
o uso do corante carmim acético superestimaram. Souza et al. (2017a) e Soares et
al., (2008) relataram que o carmim acético superestima a viabilidade polinica, pois
reage principalmente com a integridade cromossomica (KEARNS; INOUYE, 1993). A
coloragdo com carmim acético tem sido pouco recomendada para estudos de
viabilidade polinica, tendo em vista os resultados poucos confiaveis, embora seja um
meétodo simples e barato (PARFIT; GANESHAN, 1989; TECHIO, 2002). Os testes
histoquimicos parecem revelar apenas a integridade das estruturas celulares: a
integridade cromossdmica revelada pelo carmim acético (KEARNS; INOUYE, 1993)
e a integridade do protoplasma, bem como da celulose da parede dos grdos de
polen que interagem com a fucsina acida e o verde malaquita da solugdo de
Alexander (ALEXANDER, 1980).

Para o sucesso das polinizagbes é imprescindivel que os graos de podlen
estejam viaveis com altas taxas de germinagcédo e um eficiente desenvolvimento do
tubo polinico. Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho contribuem para os
estudos de conservacao e podem também subsidiar cruzamentos controlados dentro

e entre as espécies de Tillandsia.



60

Tabela 5. Histoquimica para avaliagdo da viabilidade dos grédos de pdlen de 24
espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil.

Espécie Histoquimica Pré-antese Antese Pds-antese
T bulbosa Alexander 18,43 bB 39,30 bA 33,96 bA
Carmim Acético 68,50 aB 99,60 aA 86,60 aA
. Alexander 60,40 bB 78,63 bA 71,10 bAB
T. juncea . .
Carmim Acético 86,33 aA 92,23 aA 85,33 aA
T. polystachia Alexander 38,53 bB 55,23 bA 45,33 bAB
Carmim Acético 91,53 aA 96,46 aA 96,20 aA
T loliacea Alexander 5,50 aA 5,00 aA 2,76 aA
Carmim Acético 6,30 aA 11,63 aA 6,90 aA
T recurvata Alexander 5,00 bA 4,00 bA 1,66 bA
Carmim Acético 45,36 aA 40,26 aA 36,46 aA
T. tricholepis Alexander 25,73 bA 25,09 bA 23,06 bA
Carmim Acético 84,66 aA 90,43 aA 77,73aA
T usneoides Alexander 2,00 bA 6,66 bA 3,33 bA
Carmim Acético 47,36 aB 72,28 aA 42,70 aB
T. streptocarpa 1 Alexa.nder - 22,83 bB 58,83 bA 21,13 bB
Carmim Acético 79,13 aA 90,70 aA 54,66 aB
2 Alexander 61,90 aA 71,00 bA 68,70 aA
T. streptocarpa Carmim Acético 68,86 aB 95,06 aA 76,20 aB
Tillandsia sp. Alexa.nder . 64,53 bB 87,36 aA 82,66 bA
Carmim Acético 97,03 aA 95,10 aA 95,16 aA
T. chapeuensis Alexa.nder . 68,50 bB 85,20 aA 76,32 aAB
Carmim Acético 83,50 aAB 94,76 aA 79,36 aB
. Alexander 23,26 bB 61,76 bA 14,66 bB
T. gardneri Carmim Acético 59,13 aC 97,66 aA 77,93 aB
T. geminifiora Alexander 29,60 bC 79,20 bA 51,90 bB
Carmim Acético 78,56 aA 92,03 aA 89,33 aA
T. globosa Alexander 64,50 bB 86,66 aA 89,03 aA
Carmim Acético 78,86 aB 93,76 aA 85,66 aAB
. Alexander 6,80 bB 58,10 bA 57,60 bA
T. heubergeri Carmim Acético 91,76 aA 96,36 aA 93,73 aA
T. milagrensis Alexander 84,43 aA 92,76 aA 85,30 aA
Carmim Acético 88,66 aA 98,66 aA 90,83 aA
T. pohliana Alexander 38,70 bB 67,73 bA 61,33 bA
Carmim Acético 99,36 aA 99,03 aA 89,76 aA
T. sprengeliana Alexa.nder . 15,67 bB 61,73 bA 49,43 bA
Carmim Acético 86,84 aA 99,41 aA 89,02 aA
T stricta 1 Alexander 56,00 bB 93,33 aA 59,33 bB
Carmim Acético 85,66 aB 100,00 aA 82,86 aB
T stricta 2 Alexander 18,43 bB 36,66 bA 38,76 bA
- stricta Carmim Acético 91,43 aA 97,23 aA 97,73 aA
T stri b niformi Alexander 62,30 bB 92,76 aA 79,96 aAB
- stricta subsp. piniformis Carmim Acético 77,63 aB 96,23 aA 86,06 aA
ol Alexander 40,10 bB 35,96 bB 74,86 bA
T. tenuifolia Carmim Acético 82,36 aB 86,06 aAB 98,00 aA
T tenuifolia var. saxicola Alexander 72,10 bA 73,20 bA 71,33 bA
Carmim Acético 98,76 aA 94,83 aA 96,13 aA
T. tenuifolia var. vaginata Alexander . 25,30 bC 72,26 bA 52,40 bB
Carmim Acético 70,96 aB 96,36 aA 71,33 aB
CV (%) 10,96

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott a 1% de probabilidade.
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CONCLUSOES

O padréo de abertura monocolpado dos graos de podlen para Tillandsia foi
confirmado para as espécies ocorrentes na Bahia. Variagdes na ornamentacao e no
tamanho foram observadas entre as espécies estudadas, com a maioria
apresentando graos de polen de tamanho médio. Os graos de pélen da maioria das
espécies estudadas apresentaram simetria bilateral, monocolpados com contornos
irregulares, com exina semitectada, reticulada e heterobrocada. Esses estudos
subsidiam futuros trabalhos taxonémicos e de conservagdo dessas espécies de
grande importancia como planta ornamental e ambiental.

Os graos de pdlen das espécies estudadas apresentaram elevadas taxas de
germinagao, comprimento do tubo polinico e viabilidade, exceto para T. recurvata, T.
usneoides e T. loliacea. O meio de cultura SM e a coleta dos grédos de podlen no
estadio de antese floral foram os mais adequados para as espécies de Tillandsia.

Esse estudo demostrou algumas caracteristicas morfoldégicas que podem ser
usadas na delimitacdo de espécies, além da caracterizagdo dos subgéneros e

futuros estudos de conservacéo.
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MORFOANATOMIA E RECEPTIVIDADE DO ESTIGMA EM Tillandsia L.
(Bromeliaceae) OCORRENTES NA BAHIA, BRASIL

RESUMO: Tillandsia L. (Bromeliaceae) possui ampla distribuigdo em todos os
ecossistemas do territorio brasileiro e na Bahia estdo presentes, principalmente, na
Mata Atlantica e na Caatinga, biomas de grande endemismo e diversidade. Estudar
a biologia floral e reprodutiva dessas espécies pode auxiliar no manejo e
conservagao, tendo em vista que a morfologia do estigma é um carater conservado
em Bromeliaceae e, a receptividade estigmatica pode influenciar na taxa de
autopolinizagdo e no sucesso da polinizagdo. Assim, o objetivo desse trabalho foi
caracterizar morfoanatomicamente e classificar os tipos de estigma das espécies de
Tillandsia assim como, avaliar a receptividade do estigma por meio de diferentes
metodologias. Foram estudadas 22 espécies de Tillandsia de ocorréncia na Bahia.
As analises morfologicas foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura e
as analises anatébmicas foram feitas usando o microscépio de luz. A receptividade do
estigma foi avaliada com peréxido de hidrogénio (3%) e a-naftil-acetato com tampéo
fosfato, acetona e fast blue B salt. Foram observados trés tipos de estigma:
conduplicado-espiral para as espécies do subgénero Tillandsia, simples-ereto para
as espécies do subgénero Diaphoranthema, coraliforme para as espécies do
subgénero Phytahrriza. As espécies do subgénero Anoplophytum apresentaram
duas variagbes morfologicas, conduplicado-espiral e simples-ereto. Todas as
espécies estudadas apresentaram estigma trifido, com epiderme uniestratificada,
numerosos idioblastos contendo rafides no parénquima fundamental e feixes
vasculares individuais para cada carpelo. As duas metodologias para avaliar a
receptividade do estigma foram eficientes. A maior atividade enzimatica foi
observada na antese, em todas as espécies estudadas. A morfoanatomia do
estigma e estilete oferece informagdes importantes para a taxonomia de Tillandsia e
os dados de receptividade do estigma subsidiam estudos reprodutivos e de

conservacgao dessas especies.

Palavras-chave: Conservacéo, reprodugao, taxonomia, anatomia, morfologia,
Tillandsioideae.
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STIGMA MORPHOANATOMY AND RECEPTIVITY IN Tillandsia L. (Bromeliaceae)
OCCURRENT IN BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT: Tillandsia L. (Bromeliaceae) has wide distribution in all ecosystems in
the Brazilian territory and in Bahia is present, mainly, in the Atlantic Forest and in the
Caatinga, biomes of great endemism and diversity. Studying a floral and reproductive
biology of these species can assist in management and conservation, considering
that morphology of the stigma is a conserved character in Bromeliaceae and, a
stigmatic receptivity can influence self-pollination taxes and in the pollination
success. Thus, the objective of this work was to characterize morpho-anatomically
and classify the types of stigma of the Tillandsia species, as well as to evaluate the
receptivity of the stigma through different methodologies. 22 species of Tillandsia
occurring in Bahia were studied. Morphological analyzes were performed using a
scanning electron microscope and anatomical analyzes were used using the light
microscope. Stigma receptivity was assessed with hydrogen peroxide (3%) and a-
naphthyl-acetate with phosphate buffer, acetone and fast blue B salt. Three types of
stigma were observed: conduplicate-spiral for species of the subgenus Tillandsia,
simple-erect for species of the subgenus Diaphoranthema, coraliform for species of
the subgenus Phytahrriza. The species of the subgenus Anoplophytum described
two morphological changes: conduplicate-spiral and simple-erect. All species studied
have trifid stigma, with uni-stratified epidermis, numerous idioblasts containing
raphides in the fundamental parenchyma and individual vascular bundles for each
carpel. The two methodologies for assessing the receptivity of stigma were efficient.
The greatest enzymatic activity was observed in antiquity, in all studied species. The
morphology of the stigma and the stylist offers important information for the
taxonomy of Tillandsia and the receptivity data of the stigma support the reproductive

and conservation studies of these species.

Keyword: Conservation, reproduction, taxonomy, anatomy, morphology,

Tillandsioideae.
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INTRODUCAO

Tillandsia L. (Tillandsioideae) é o maior género de Bromeliaceae, com 745
espécies e de ampla distribuicdo em todos os ecossistemas do territorio brasileiro
com 82 espécies (BENZING, 2000; FLORA DO BRASIL, 2020). Na Bahia, sao
encontradas 24 espécies ocorrendo, principalmente, na Mata Atlantica e na
Caatinga, dois importantes biomas de grande endemismo e diversidade (ISLAIR et
al., 2015; FLORA DO BRASIL, 2020).

O importante papel ecologico e econbmico das espécies de Tillandsia,
juntamente com seu risco de extingdo devido a degradacdo das florestas e ao
extrativismo predatoério, justificam esses estudos morfolégicos, podendo auxiliar no
manejo e na conservagao dessas especies. O conhecimento sobre os aspectos da
biologia floral e reprodutiva sdo fundamentais para compreender as relagbes
ecologicas e para a definicdo de técnicas apropriadas para a realizagdo de
cruzamentos controlados e posterior obtencdo de sementes (ALLARD, 1971;
SOUZA et al., 2016).

Em relagdo a morfologia do estigma, Barfuss et al. (2016), estudando a
subfamilia Tillandsioideae apresentaram um novo carater diagndstico para a
taxonomia. Esses autores realizaram uma sintese de suas observagdes juntamente
com dados da literatura (BROWN; GILMARTIN; 1984; 1988; 1989; SCHILL et al.,
1988; GILMARTIN et al., 1989; GORTAN, 1990; 1991; TILL et al., 1997; TILL, 2000;
LEME; BROWN, 2004; LEME, 2007; 2009; SOUZA et al., 2016) e apresentam um
novo tipo de estigma (urceolado) e varios subtipos a partir dos tipos basicos de
conduplicado-espiral, lamina-convoluta e simples-ereto, perfazendo um total de 16
tipos de estigma descritos para essa subfamilia. A morfologia do estigma é um
carater conservado e importante para estudos taxonémicos da familia Bromeliaceae
(SOUZA et al., 2016; BARFUSS et al., 2016).

A fertilizacdo, com a formagdo de frutos e sementes esta diretamente
relacionada com a produg¢do dos exsudatos do estigma, que promovem a aderéncia
dos gréos de podlen, hidratagdo, germinagcdo e crescimento do tubo polinico
(ALMEIDA, 2007). Esses exsudatos sdo enzimas, principalmente, as esterases e
peroxidases e tém sido considerados um indicativo para a receptividade. Essas
enzimas desempenham um papel fundamental na germinagdo dos graos de pdélen,
na penetragdo do tubo polinico no estigma e provavelmente nas respostas de
incompatibilidade (BHATTACHARYA; MANDAL, 2003; KULLOLI et al., 2010). Assim,
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os métodos usados para determinar a receptividade do estigma in vitro, geralmente,
baseiam-se na identificacdo da atividade enzimatica (KNOX et al., 1986; DAFNI
1992).

A receptividade do estigma pode influenciar na taxa de autopolinizagéo e, no
sucesso da polinizagdo (GALEN; PLOWRIGHT, 1987). Em experimentos
envolvendo reprodugédo, se faz necessario o monitoramento do tempo e da duragéo
da receptividade do estigma (STONE et al., 1995) a fim de determinar o melhor
momento de deposigao dos graos de polen na flor e obter sucesso nos cruzamentos
controlados (ALMEIDA, 2007; SOUZA et al., 2016).

Dentre as metodologias mais utilizadas para a receptividade do estigma
destaca-se o teste com peroéxido de hidrogénio (H202) que indica a receptividade por
meio da formacao de bolhas de ar. Esse método é simples e de baixo custo, porém
deve-se evitar qualquer dano ao tecido para nao incorrer em resultado falso-positivo
(KEARNS; INOUYE, 1993). Outra metodologia eficiente é a utilizagcdo da solugéo de
a-naftil-acetato com fast blue B salt que interagem com a enzima esterase, deixando
os estigmas receptivos corados de marrom escuro (KEARNS; INOUYE, 1993).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi caracterizar morfoanatomicamente
e classificar os tipos de estigma das espécies de Tillandsia de ocorréncia na Bahia e
avaliar a receptividade do estigma por meio de diferentes metodologias para
subsidiar estudos de biologia floral e reprodutiva, estudos taxondémicos e

conservacionistas, além de permitir o direcionamento de polinizagdes controladas.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal
Foram estudadas 22 espécies de Tillandsia de ocorréncia no Estado da Bahia

conforme Tabela 1. Todas as espécies foram coletadas em ambientes naturais,
incorporadas no Herbario HURB e no Banco de Germoplasma de Bromélias do
Programa de Pods-graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), no
municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. As coletas foram realizadas conforme
autorizacao do SISBIO N° 69870-1 e as atividades realizadas estdo devidamente
cadastradas no SISGEN sob a autorizagdo N° ASE9F8D.
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Tabela 1. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil, incluindo subgénero,

municipio de coleta e voucher do Herbario HURB.

Espécie Subgénero Municipio HURB
T. bulbosa Hook.f. Tillandsia llhéus 25395
T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. Tillandsia Santa Terezinha 22220
T. polystachia (L.) L. Tillandsia Milagres 22131
T. loliacea Mart. ex Schult. & Schult.f. Diaphoranthema Milagres 22130
T. tricholepis Baker Diaphoranthema Ibitiara 25753
T. streptocarpa Baker 1 Phyrarrhiza Milagres 18591
T. streptocarpa Baker 2 Phyrarrhiza Milagres 25006
Tillandsia sp. Phyrarrhiza Milagres 18592
T. chapeuensis Rauh Anoplophytum Morro do Chapéu 23983
T. gardneri Lindl. Anoplophytum IIhéus 25393
T. geminiflora Brongn. Anoplophytum Brejoes 22222
T. globosa Wawra Anoplophytum Muritiba 25569
T. heubergeri Ehlers Anoplophytum Brejoes 17894
T. milagrensis Leme Anoplophytum Milagres 17887
T. pohliana Mez Anoplophytum Morro do Chapéu 23978
T. sprengeliana Klotzsch ex Mez Anoplophytum Palmeiras 23997
T. stricta Sol. 1 Anoplophytum IIhéus 25384
T. stricta Sol. 2 Anoplophytum Milagres 22180
T. stricta subsp. piniformis Rauh ex. Ehers & Heidt Anoplophytum Morro do Chapéu 23977
T. tenuifolia L. Anoplophytum Milagres 15626
T. tenuifolia var. saxicola Griseb. Anoplophytum Mucugé 25755
T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm. Anoplophytum Cruz das Almas 24541
Morfoanatomia do Estigma
Para as analises morfologicas, as amostras dos estigmas/ estiletes foram

coletadas na antese e fixadas em solugdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
modificada [glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), CaCl2 (0,001 M), tampao

cacodilato de sodio (0,05 M), em pH 7,2], por 48 horas, em seguida desidratados em

série etilica crescente. As amostras foram secas ao ponto critico (CPD 300 Baltec)

por meio de CO; liquido, montadas sobre suportes metalicos recobertos com fita

adesiva carbonada e metalizadas com ouro por 180 segundos. As imagens foram

obtidas em microscopio eletrbnico de varredura (MEV) de pressé&o variavel LEO 435

VP (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para as analises anatdmicas, os estigmas/ estiletes foram fixados na mesma

solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY,

1965)

modificada, por uma semana,
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desidratadas em série etilica crescente, por 6 horas, infiltradas e emblocadas
utilizando-se o kit Historesina (hidroxietiimetacrilato, Leica Heldelberg). A
polimerizagdo da resina foi feita em temperatura ambiente por 48 horas. Os cortes
histologicos seriados (5 ym) foram realizados em micrétomo rotativo Leica RM 2155
(Leica, Nussloch, Alemanha), dispostos em laminas histolégicas e corados com
fucsina acida (0,1% p/v), seguido de azul de toluidina (0,05% p/v) (FEDER;
O’BRIEN, 1968). Em seguida, os cortes histologicos foram analisados por meio das
imagens obtidas em fotomicroscopio Axioskop 2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para a caracterizagdo morfoldgica e anatdmica utilizaram-se trés estigmas de
diferentes plantas, de cada espécie, e a nomenclatura utilizada descrita em Brown e
Gilmartin (1984; 1989) e Barffus et al. (2016). Para as avaliagbes morfométricas
foram utilizados os mesmos trés estigmas e de diferentes plantas, de cada espécie.
Para comparacédo das médias, os dados foram submetidos a analise de variancia e

teste Scott-Knott (p<0,01), por meio do programa R Core Team (2018).

Receptividade do Estigma

A receptividade do estigma foi avaliada em trés estadios: pré-antese (botéo -
18h), antese (7h30) e pos-antese (recém fechada - 18h), com trés repeticdes cada.
Foram usadas duas diferentes metodologias para avaliagdo do estigma: peroxido de
hidrogénio (3%) e a-naftil-acetato com tampao fosfato, acetona e fast blue B salt.

Os estigmas foram removidos das flores, com cuidado para nao provocar
lesdes que pudesse influenciar no resultado e, imediatamente, imerso em peroxido
de hidrogénio (3%) durante trés minutos, para a observagao da liberagdo de bolhas
de ar, uma vez que a reagao do peréxido de hidrogénio com a enzima peroxidase
indica que o estigma esta receptivo (ZEISLER, 1933). Para a avaliacdo da
receptividade utilizando a solugao de a-naftil-acetato com tampao fosfato, acetona e
fast blue B salt os estigmas foram imersos por cerca de cinco minutos, apos, lavados
em agua destilada. A atividade esterasica foi observada por meio da coloragéo
escura na superficie estigmatica e/ou papilas (PEARSE, 1972; DAFNI, 1992).

Nos dois métodos utilizados a receptividade estigmatica foi estimada
conferindo graus, conforme adaptagdo de Dafni e Maués (1998) e Souza et al.
(2016): (-) sem reacao; (+) resposta positiva fraca; (++) resposta positiva forte; (+++)

resposta positiva muito forte.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfoanatomia do estigma
Trés tipos de estigmas foram observados nas espécies estudadas,

conduplicado- espiral, simples-ereto e coraliforme (Tabela 2 e Figuras 1 e 2). As trés
espécies no subgénero Tillandsia apresentaram estigmas do tipo conduplicado-
espiral (T. bulbosa, T. juncea e T. polystachia), as duas do subgénero
Diaphoranthema apresentaram o tipo simples-ereto (7. loliacea e T. tricholepsis) e
as trés do subgénero Phytarrhiza apresentaram o tipo coraliforme (T. streptocarpa 1,
T. streptocarpa 2, Tillandsia sp.) (Figura 1).

As espécies do subgénero Anoplophytum apresentaram duas variagdes
morfoloégicas, quanto ao tipo de estigma: simples-ereto para T. chapeuensis, T.
gardineri, T. geminiflora, T. heubergeri e T. tenuifolia var. vaginata e conduplicado-
espiral para T. globosa, T. milagrensis, T. pohliana, T. sprengeliana, T. stricta 1, T.
Stricta 2, T. stricta var. piniformis, T. tenuifolia e T. tenuifolia var. saxicola (Figura 2).
Para os estigmas do tipo conduplicado-espiral foi verificado uma variagdo na
intensidade dos I6bulos espiralados, a exemplo da T. tenuifolia var. saxicola que foi
fortemente retorcido em comparagao as demais espécies (Figura 2R).

A morfologia do estigma é um carater diagnostico na familia Bromeliaceae
(BROWN; GILMARTIN, 1989; BARFUSS et al., 2016; SOUZA et al., 2016). Brown e
Gilmartin (1989) estudando o género Tillandsia, observaram que nos subgéneros
Anoplophytum e Tillandsia podem encontrar estigmas do tipo simples-ereto ou
conduplicado-espiral, para o subgénero Diaphoranthema pode ser observado o tipo
simples-ereto e para o subgénero Phytarrhiza podem ser observados os tipos
conduplicado-espiral ou coraliforme. Para Barfuss et al. (2016), em sua nova
classificagdo para o género Tillandsia, sado encontrados os tipos patente-
conduplicado, conduplicado-espiral, lamina-convoluta 1, simples-ereto, simples-
patente ou e simples-truncado. Os resultados aqui encontrados sdo semelhantes
aos encontrados por Pontes e Agra (2006), exceto para T. streptocarpa descrita

como conduplicado-espiral e T. stricta com simples-ereto.



Tabela 2. Caracteres morfologicos do estigma e estilete de 22 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) de ocorréncia na Bahia.

Estigma (mm)

Estilete (mm)

Especies Tipo de estigma Comprimento  Diametro Comprimento Diametro Cor do estigma
T. bulbosa conduplicado-espiral 1,220 a 0,838 a 22,378 a 0,498 a amarelo
T. juncea conduplicado-espiral 0,830 a 0,743 a 24,456 a 0,512 a lilas
T. polystachia conduplicado-espiral 1,369 a 0,936 a 28.563 a 0,426 a lilas
T. loliacea simples-ereto 0,248 c 0,469 c 0,835d 0,305 b branco
T. tricholepis simples-ereto 0,154 d 0,337 c 0,788 d 0,330 b amarelo
T. streptocarpa 1 Coraliforme 0,387 c 0,682 b 1,146 d 0,661 a verde palido
T. streptocarpa 2 Coraliforme 0,446 b 0,677b 1,346 d 0,643 a verde palido
Tillandsia sp. Coraliforme 0,342 c 0,687 b 1,284 d 0,635 a verde palido
T. chapeuensis simples-ereto 0,224 c 0,182 e 15,463 b 0,214 c amarelo
T. gardneri simples-ereto 0,430 b 0,341 c 14,532 b 0,362 b amarelo
T. geminiflora simples-ereto 0,254 c 0,270d 11,456 b 0,365 b lilas
T. globosa conduplicado-espiral 0,641b 0,696 b 12,456 b 0,326 b amarelo
T. heubergeri simples-ereto 0,491b 0,502 b 3,861 c 0,457 a branco
T. milagrensis conduplicado-espiral 0,543 b 0,365d 3,231 c 0,274 c verde palido
T. pohliana conduplicado-espiral 0,430 b 0,414 c 4,872 c 0,391 b branco
T. sprengeliana conduplicado-espiral 0,421 b 0,344 c 3,723 c 0,402 b branco
T. stricta 1 conduplicado-espiral 0,526 b 0,333 c 4,523 ¢ 0,197 c amarelo
T. stricta 2 conduplicado-espiral 0,555 b 0,404 c 4,678 c 0,258 c amarelo
T. stricta subsp. piniformis conduplicado-espiral 0,287 c 0,192 e 3,104 c 0,177 c amarelo
T. tenuifolia conduplicado-espiral 0,536 b 0,587 b 5,248 c 0,222 c amarelo
T. tenuifolia var. saxicola conduplicado-espiral 0,295 c 0,208 d 5,897 c 0,179 c amarelo
T. tenuifolia var. vaginata simples-ereto 0,428 b 0,342d 2447 c 0,222 c amarelo
CV (%) 12,57 11,06 18,58 9,21

' De acordo com Brown e Gilmartin (1984; 1989) e Barffus et al. (2016).
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Figura 1. Morfoanatomia do estigma em Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia. Estigma do tipo conduplicado-espiral em espécies do subgénero Tillandsia, T.
bulbosa (a-c), T. juncea (d-e), T. polystachia (f-g). Estigma do tipo simples-ereto no
subgénero Diaphoranthema, T. loliacea (h-k), T. tricholepsis (I-n). Estigma do tipo
coraliforme no subgénero Phythriza, T. streptocarpa 1 (o-r), T. streptocarpa 2 (s) e
Tillandsia sp. (t-u). Caracteristicas morfolégicas observadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) (a, c, d, f, h, j, k, I, m, o, p, q, S, t) e secgcdes
anatbmicas observadas em microscopio de luz (ML) (b, e, g, i, n, r, u). ep =
epiderme, es = estigma, et = estilete, ex = exsudato, le = lobos estigmaticos, ov =
ovario, pf = parénquima fundamental, pp = papilas, tt = tecido transmissor, *
idioblasto contendo rafides. Barras: a, d, e, i, 0, s, u =200 ym; b, f, g, r = 500 um; c,
k,m,q=10 ym; h, I, t=100 ym; j, n, p = 50 pm.
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Figura 2. Morfoanatomia do estigma em Tillandsia (Bromeliaceae) do subgénero
Anoplophytum ocorrentes na Bahia. Estigma do tipo simples-ereto em T.
chapeuensis (a-c), T. gardneri (d), T. geminiflora (e-g), T. heubergeri (k-m), T.
tenuifolia var. vaginata (€) e conduplicado-espiral em T. globosa (h-j), T. milagrensis
(n-p), T. pohliana (g-r), T. sprengeliana (s-t) e T. stricta 1 (u), T. stricta 2 (v-x), T.
stricta subsp. piniformis (y), T. tenuifolia (z-B) e T. tenuifolia var. saxicola (y-0).
Caracteristicas morfologicas observadas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) (a, c,d, e, g, h,i,k, I, myn,0,q, 1,8, tu v,w,vy, z aB,Y, € e seccdes
anatémicas observadas em microscopio de luz (ML) (b, f, j, p, X, 8). em = estdmato,
es = estigma, et = estilete, le = lobos estigmaticos, ov = ovario, pp = papilas, tt =
tecido transmissor, * = idioblasto contendo rafides. Barras: a, y = 50 ym; b, d, f, h, k,
0,pP,S, V,X,2ZB,06=200 ym; c,g, m,n,r=10um; e, |, q, u, € =100 ym; i, t, w, a, y =
20 ym; j =500 pm.

O grau de retorcimento dos lobos estigmaticos no tipo conduplicado-espiral ja
foi também descrito no trabalho de Souza et al. (2016). Esses autores observaram
diferentes graus de retorcimento entre as espécies de Aechmea estudadas.

Os trés tipos de estigma aqui encontrados sao trifidos, formados por uma
epiderme uniestratificada (Figuras 1 e 2). Trés feixes vasculares juntamente com
células do parénquima formam o tecido transmissor, um para cada carpelo, o que
pode ser facilmente visualizado ligando o apice do estigma & cavidade ovariana. E
por meio deste tecido transmissor que o tubo polinico cresce até chegar a micropila.
Foi também observado em todas as espécies a presenga de numerosos idioblastos
contendo rafides por todo o estigma/ estilete (Figuras 1b, 1e, 1i, 1r, 1u, 2b, 2f, 2p,
2x). Souza et al. (2016) relatam que a presenga de idioblastos com rafides € uma
estratégia de defesa contra herbivoria em Bromeliaceae, uma vez que, sob pressao,
os idioblastos liberam as rafides e substancias causticas que podem ser toxicas em
muitas espécies.

Foram observadas células com citoplasma denso e nucleo proeminente na
epiderme interna e nas papilas estigmaticas (Figuras 1b, 1e, 1g, 1i, 1r, 1u, 2f, 2j, 2p),
também nas células do parénquima fundamental, préximas das papilas e proximo ao
tecido transmissor. Souza et al. (2016) relatam que o citoplasma denso e nucleo
proeminente sejam resultado de uma intensa atividade metabdlica, caracteristica de
células secretoras e que possivelmente esta relacionada a aderéncia e crescimento
dos gréos de polen.

Todas as espécies apresentaram papilas restritas a margem da lamina
estigmatica, sendo tubulares, multisseriada, sem ornamentagao, variando apenas no

comprimento, sendo mais desenvolvidas em T. loliacea, T. globosa, T. pohliana e T.



78

tenuifolia e menos desenvolvidas em T. polystachia, T. gardneri e nas trés espécies
de Phytarrhiza (Figuras 1 e 2).

Brown e Gilmartin (1988) sugerem que o estigma conduplicado-espiral
representa uma condi¢ao plesiomorfica e que os demais tipos de estigmas dentro da
familia sdo mais especializados, aumentando a area da superficie estigmatica pela
presenca de papilas e assim, promovendo uma maior eficiéncia na aderéncia dos
graos de pdlen. Nas trés espécies do subgénero Phytahrriza foi observada uma
mucilagem revestindo as papilas estigmaticas, sendo mais acentuada em T.
streptocarpa 1 (Figura 1p). Provavelmente, essa mucilagem é uma secregéo
enzimatica para aderéncia dos gréos de polen.

Foi observada a presenga de poucos estdbmatos (ca. seis) no estilete de T.
pohliana (Figura 2r). A presenga de estdbmato em estruturas florais ja € relatada para
diversas espécies (DASZKOWSKA-GOLEC; SZAREJKO, 2013; KONARSKA, 2017),
mas né&o descrito até o presente momento em estigmas na familia Bromeliaceae. Os
estdbmatos possuem duas fung¢des principais nas plantas, permitem a troca de gases,
atuando como uma porta de entrada para o diéxido de carbono (CO2) e liberagdo do
oxigénio (O2) e regula o movimento da agua através da transpiracédo
(DASZKOWSKA-GOLEC; SZAREJKO, 2013).

A coloragdo do estigma variou de branco em T. loliacea, T. heubergeri, T.
pohliana e T. sprengeliana, verde palido em T. streptocarpa 1, T. streptocarpa 2,
Tillandsia sp. e T. milagrensis, amarelo em T. bulbosa, T. tricholepsis, T.
chapeuensis, T. gardneri, T. globosa, T. stricta 1, T. stricta 2, T. stricta subsp.
piniformis, T. tenuifolia, T. tenuifolia var. saxicola e T. tenuifolia var. varginata a lilas
em T. juncea, T. polystachia e T. geminiflora (Tabela 2). Essa caracteristica pode
estar relacionada a atragdo de polinizadores, uma vez que as cores em flores
possuem a fung¢ao de atrair polinizadores especificos (ABROL, 2012; HIROTA, et al.,
2012).

Foi observada diferenga significativa para o comprimento e didmetro do
estigma e do estilete (Tabela 2). As trés espécies do subgénero Tillandsia foram as
que apresentaram as maiores medidas de comprimento e didmetro. O menor
comprimento do estilete foi observado para as espécies dos subgéneros
Diaphoranthema e Phytahrriza. As caracteristicas morfométricas do estigma/ estilete
podem interferir diretamente na sua cruzabilidade em programas de melhoramento

genético, devido a sua correspondéncia direta com o crescimento do tubo polinico
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no pistilo (GOPINATHAN et al., 1986; PARTON et al., 2001; SOUZA et al., 2016;
2017) e também no sistema reprodutivo das espécies em condi¢gbes naturais, pois
anteras inclusas na corola ou no mesmo nivel dos estigmas facilitam a
autopolinizagdo e exclusos necessitam obrigatoriamente de algum agente
polinizador para haver fecundagao.

Os estiletes de todas as espécies estudadas s&do formados por epiderme
uniestratificada e revestidas por cuticula ornamentada estriada, com excecao de T.
thicholepsis que nao possui ornamentacgéo (Figura 1m). A densidade das estrias na
cuticula varia entre as espécies, sendo mais acentuada em T. bulbosa (Figura 1c),

T. loliacea (Figura 1k) e T. streptocarpa (Figura 1q).

Receptividade do estigma

Os dois métodos avaliados foram eficientes para determinacdo da
receptividade do estigma nas 22 espécies estudadas de Tillandsia nos diferentes
estadios de desenvolvimento floral (pré-antese, antese e pods-antese) (Tabela 3,
Figura 3). Foi observada resposta positiva muito forte na antese para ambas
metodologias na maioria das espécies. Em T. stricta subsp. piniformis a resposta
positiva forte foi observada em perdxido de hidrogénio enquanto em T. globosa, T.
heubergeri, T. pohliana, T. stricta subsp. piniformis e T. tenuifolia var. saxicola a
resposta positiva forte foi observada em solucéo de a-naftil-acetato + fast blue B salt.
Nao houve reacdo de receptividade na pré-antese para T. loliacea e T. tricholepsis
para ambas as metodologias e T. polystachia e T. stricta 1 com o peroxido de

hidrogénio (Tabela 3).
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Tabela 3. Receptividade do estigma nas 22 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae)
ocorrentes na Bahia, Brasil, avaliada na pré-antese, antese e pds-antese por duas
diferentes metodologias.

a-naftil-acetato +

Peroxido de hidrogénio (H,05) fast blue B salt

Espécies

Pré- Pds- Pré- Pds-
Antese Antese
antese antese  antese antese

T. bulbosa + +++ ++ + +++ ++
T. juncea +++ +++ +++ ++ +++ +++
T. polystachia - +++ + + +++ +
T. loliacea - +++ ++ - +++ ++
T. tricholepis - +++ + - 4+ +
T. streptocarpa 1 +++ +++ +++ +++ +++ +++
T. streptocarpa 2 +++ +++ +++ +++ +++ +++
Tillandsia sp. +++ +++ +++ +++ +++ +++
T. chapeuensis + +++ +++ + +++ ++
T. gardneri +++ +++ +++ + +++ +++
T. geminiflora ++ +++ + ++ +++ +
T. globosa + +++ + + ++ +
T. heubergeri ++ +++ +++ + ++ +
T. milagrensis +++ +++ +++ + +++ ++
T. pohliana + +++ + + ++ +
T. stricta 1 - +++ ++ + +++ +
T. stricta 2 +++ +++ ++ +++ 4+ +
T. stricta subsp. piniformis + ++ +++ + ++ +
T. tenuifolia +++ +++ +++ + +4++ +++
T. tenuifolia var. saxicola + +++ +++ + ++ +
T. tenuifolia var. vaginata + +++ ++ + +++ ++

Dafni e Maués (1998): (-) sem reagéo; (+) resposta positiva fraca; (++) resposta positiva forte; (+++)
resposta positiva muito forte.
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Figura 3. Receptividade do estigma com perdxido de hidrogénio (a-b) e solugéao de
a-naftil-acetato + fast blue B salt (c-d) em Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia, Brasil. a) T. bulbosa. b, d) T. streptocarpa. c) T. geminiflora. pr = pré-antese,
an = antese, po = pos-antese, gp = gréos de polen aderidos no estigma/ estilete.
Barras: 1 mm.
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Parton et al. (2001) e Souza et al. (2016) estudando, respectivamente,
barreiras reprodutivas e receptividade do estigma em espécies de bromélias,
constataram que a maior receptividade foi observada na antese para a maioria das
espécies. Esses autores observaram que em algumas espécies, o estigma foi
receptivo até dois dias apos a antese e foi possivel a germinagdo de graos de pdlen
em numero suficiente para a fertilizagdo. Entretanto, o numero de 6vulos fertilizados
foi menor quando as polinizagdes foram realizadas na pds-antese. Esses mesmos
autores observaram em outras espécies, elevada porcentagem de germinacéo de
graos de pdlen e indice de fertilizagdo, tanto anterior, quanto no dia seguinte a
antese.

Independentemente da metodologia utilizada e do estadio de
desenvolvimento floral, as trés espécies do subgénero Phytahrriza apresentaram
resposta positiva muito forte (Figura 3b, 3d). Vale destacar que essas espécies
apresentam o estigma inserto e as flores permanecem abertas por
aproximadamente 48 horas apds antese. Foi possivel também observar que essas
mesmas especies ja possuiam graos de pdélen aderidos na superficie do estigma na
pré-antese (Figura 3d) além da preseng¢a de um aroma adocicado e intenso tipico de
espécies melitdfilas. Till (1992) sugere que a polinizagdo por abelhas € bastante
comum em especies de Tillandsia de regides xéricas. Essas caracteristicas
observadas podem ser estratégias para autopolinizagdo e garantir a formacéo de
sementes para perpetuacdo da espécie. Ja Souza et al. (2016) relataram que a
receptividade esta relacionada a abertura floral e o tempo em que a flor permanece
aberta.

Na pré-antese, as espécies T. juncea, T. streptocarpa 1, T. streptocarpa 2,
Tillandsia sp., T. gardneri, T. milagrensis, T. stricta 2 e T. tenuifolia apresentaram
resposta positiva muito forte com o peroxido de hidrogénio. Em relagéo a solugéo de
a-naftil-acetato + fast blue B salt apenas a T. stricta 2 e as trés do subgénero
Phytahrriza apresentaram essa resposta positiva muito forte.

Na pos-antese, houve uma reducdo da reacdo de receptividade para a
maioria das espécies, principalmente quando se utilizou a solu¢gao de a-naftil-acetato
+ fast blue B salt. Esse comportamento foi relatado por Souza et al. (2016) para
algumas espécies de Aechmea e Vriesea, onde foi verificado sua redugdo durante o

periodo de senescéncia das flores.
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Ambas as metodologias identificam atividades enzimaticas, sendo que o
peréxido de hidrogénio identifica peroxidase por meio da liberagdo de bolhas de ar
(Figura 3a, 3c) (DAFNI; MAUES, 1998; SOUZA et al., 2016). Esses mesmos autores
relatam que essa metodologia n&o identifica exatamente a area receptiva, tendo em
vista que resultado falso-positivo pode acontecer devido a danos no tecido. Vale
destacar, que todos os cuidados com os estigmas foram tomados para evitar esses
resultados falso-positivos. A metodologia com a-naftil-acetato + fast blue B salt
identifica atividade enzimatica esterasica relacionada a presenca de exsudatos nas
papilas estigmaticas, sendo possivel observar uma coloragdo marrom escuro na
regido exata da receptividade (Figura 3b, 3d) (DAFNI; MAUES, 1998; SOUZA et al.,
2016).

Os estigmas de todas as espécies de Tillandsia permaneceram umidos
durante todo o periodo de abertura floral até o fechamento das flores. Esses
resultados foram semelhantes aos encontrados por Heslop-Harrison e Shivanna
(1977) que classificaram os estigmas de Bromeliaceae como umidos para a maioria
dos géneros, inclusive os da subfamilia Tillandsioideae.

Os resultados aqui apresentados subsidiam estudos taxondmicos, de
reprodugao, assim como podem ser usados para uma abordagem na conservagéao e
até mesmo no melhoramento genético. O conhecimento sobre a receptividade do
estigma permite a realizagdo de polinizagbes controladas, sejam autopolinizagdo ou
xenogamia, maximizando a produgdo de sementes em populagdes especificas,

principalmente tratando-se de espécies ameacadas de extingao.
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CONCLUSOES

Foram observados trés tipos de estigma: conduplicado-espiral para as
espécies do subgénero Tillandsia, simples-ereto para as espécies do subgénero
Diaphoranthema e coraliforme para as espécies do subgénero Phytahrriza. As
espécies do subgénero Anoplophytum apresentaram duas variagdes morfoldgicas,
conduplicado-espiral e simples-ereto.

Todas as espécies estudadas apresentaram estigma trifido, com epiderme
uniestratificada, numerosos idioblastos contendo rafides no parénquima fundamental
e feixes vasculares individuais para cada carpelo.

As duas metodologias para avaliar a receptividade do estigma foram
eficientes.

A maior atividade enzimatica foi observada na antese para todas as espécies
estudadas.

A morfoanatomia do estigma e estilete oferece informagdes importantes para
a taxonomia de Tillandsia e os dados de receptividade do estigma podem subsidiar

futuros estudos reprodutivos e de conservagao para essas espécies.
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