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MORFOANATOMIA DO PISTILO E RECEPTIVIDADE DO ESTIGMA DE
ESPECIES DE Lymania (BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO NORDESTE DO
BRASIL E AMEACADAS DE EXTINCAO

RESUMO: O género Lymania (Bromeliaceae) € endémico do Sul da Bahia do Bioma
Mata Atlantica € constituido por dez espécies: Lymania alvimii, L. azurea, L.
brachycaulis, L. corallina, L. globosa, L. involucrata, L. languida, L. marantoides, L.
smithii e L. spiculata. Considerando o grande potencial econémico e o papel ambiental
relevante das espécies de Bromeliaceae, o estudo dos aspectos morfoanatdmicos e
da biologia reprodutiva sdo fundamentais como estratégia para a reproducéo,
conservacao e melhoramento genético. A pequena distribuicdo aliada a destruicao
dos habitats tem levado essas espécies a algum risco de ameaca. Diante do exposto,
esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos que abrangem estudos da
morfoanatomia e receptividade do estigma (Capitulo 1), e morfoanatomia de ovario,
ovulo e nectéario (Capitulo 2). O primeiro capitulo teve como objetivo estudar a
morfoanatomia do estigma e estilete utilizando técnicas de Microscopia Eletrdnica de
Varredura e Microscopia de Luz, juntamente com a receptividade do estigma, fator
elementar para a determinacdo do melhor periodo de polinizacdo e sucesso
reprodutivo das espécies. O segundo capitulo estudou a morfoanatomia utilizando as
mesmas metodologias para contribuir os estudos taxondmicos do género, bem como
subsidiar a¢des voltadas para a conservacéao e programas de melhoramento genético
das espécies. Para a morfoanatomia do estigma de Lymania foram observados dois
tipos: conduplicado-espiral em L. azurea, L. brachycaulis, L. corallina, L. globosa, L.
involucrata, L. languida e L. spiculata, e simples-ereto para L. smithii. A maior
receptividade do estigma foi observada na antese e se prolongou até a pos-antese
independente da metodologia utilizada. Todas as espécies apresentaram o mesofilo
formado por parénquima homogéneo de células isodiamétricas, pequenos espacos
intercelulares e numerosos idioblastos contendo réafides. Foi possivel observar
tricomas epidérmicos na parede do ovario em L. brachycaulis, L. globosa e L.
involucrata. Os maiores numeros de Ovulos por l6culo foram observados em L.
brachycaulis (97), L. languida (93) e L. involucrata (87) e consequentemente essas
espécies possuem um maior potencial em geracdo de sementes. Os resultados
apresentados trazem contribuicbes importantes para o estudo da taxonomia,
morfologia, conservacdo, reproducdo e melhoramento das espécies de Lymania
endémicas e ameacadas de extingao.

PALAVRAS-CHAVE: Bromélia, Bromelioideae, reproducao; conservacao; taxonomia.



PISTIL MORPHOANATOMY AND STIGMA RECEPTIVITY OF Lymania SPECIES
(BROMELIACEAE) ENDEMIC TO NORTHEAST BRAZIL AND THREATENED
WITH EXTINCTION

ABSTRACT

ABSTRACT: The genus Lymania (Bromeliaceae) is endemic to the south of Bahia in
the Atlantic Forest Biome and consists of ten species: Lymania alvimii, L. azurea, L.
brachycaulis, L. corallina, L. globosa, L. involucrata, L. languida , L. marantoides, L.
smithii and L. spiculata. The small distribution allied to habitat destruction has led these
species to some risk of threat. Considering the great economic potential and the
relevant environmental role of Bromeliaceae species, the study of morphoanatomical
aspects and reproductive biology are essential as a strategy for reproduction,
conservation and genetic improvement. Given the above, this dissertation is divided
into two chapters that cover studies of the morphoanatomy and receptivity of the stigma
(Chapter 1), and morphoanatomy of the ovary, ovule and nectary (Chapter 2). The first
chapter entitled “Morphoanatomy and stigma receptivity of species of Lymania
(Bromeliaceae) endemic to northeastern Brazil and endangered”, aimed to study the
morphoanatomy of the stigma and style using Scanning Electron Microscopy and Light
Microscopy techniques, together with stigma receptivity, an elementary factor for
determining the best pollination period and reproductive success of the species. The
second chapter, entitled “Morphoanatomy of the ovary, ovule and nectary of species
of Lymania (Bromeliaceae) endemic to northeastern Brazil and threatened with
extinction” studied the morphoanatomy using the same methodologies to contribute to
taxonomic studies of the genus, as well as to subsidize actions aimed at for the
conservation and genetic improvement programs of the species. For the
morphoanatomy of the stigma of Lymania, two types were observed: conduplicate-
spiral in L. azurea, L. brachycaulis, L. corallina, L. globosa, L. involucrata, L. languida
and L. spiculata, and simple-erect for L. smithii. The greater receptivity of the stigma
was observed at anthesis and lasted until the post-anthesis, regardless of the
methodology used. All species presented an inferior, tricarpellary, trilocular ovary with
axial placentation, with the mesophyll formed by homogeneous parenchyma of
isodiametric cells, small intercellular spaces and numerous idioblasts containing
raphides. It was possible to observe epidermal trichomes on the ovary wall in L.
brachycaulis, L. globosa and L. involucrata. The highest numbers of ovules per locule
were observed in L. brachycaulis (97), L. languida (93) and L. involucrata (87) and
consequently these species have a greater potential for seed generation. The ovules
are arranged in rows at the placental attachment points that run along the ovaries. The
nectaries of all species are septal and secrete an average of 20 uL of nectar. The
results presented bring important contributions to the study of taxonomy, morphology,
conservation, reproduction and improvement of endemic and endangered Lymania
species.

KEYWORDS: Bromeliad, Bromelioideae, reproduction; conservation; taxonomy
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INTRODUCAO GERAL

Bromeliaceae possui um grande nimero de espécies e géneros e esta presente
em diversos ecossistemas distribuidos em todo territério nacional, principalmente na
Mata Atlantica. A familia € predominantemente neotropical, pertencente a Ordem
Poales (APG 1V, 2016), sendo considerada morfologicamente e ecologicamente uma
das mais diversas das angiospermas (GIVNISH et al., 2011).

O género Lymania Read se originou da Mata Atlantica do sul da Bahia, pertence
a subfamilia Bromelioideae e foi descrito por R. W. Read, em homenagem ao botanico
Lyman Bradford Smith (READ, 1984) em 1984 com 0 objetivo de reunir as espécies
com ovarios sulcados ou alados todas endémicas da Mata Atlantica brasileira.
Atualmente, o género possui dez espécies, sendo elas: Lymania azurea Leme, L.
alvimii (L.B.Sm. & Read) Read, L. brachycaulis (Baker) L.F.Sousa, L. corallina (Beer)
Read, L. globosa Leme, L. involucrata Leme & E.H.Souza , L. marantoides (L.B.Sm.)
Read, L. languida Leme, L. smithii Read e L. spiculata Leme & Forzza (GOUDA et al.,
2023). Todas as espécies sao endémicas do Sul da Bahia, exceto L. smithii que ocorre
nos estados de Pernambuco e Alagoas (SOUSA et al., 2007).

Dentre inmeras possibilidades que tem a familia, a sua utilizacdo como planta
ornamental vem se destacando, pois sdo bem adaptadas a uma variedade de
condi¢Bes ambientais e requerem manutencdo minima (BROWN; GILMARTIN, 1989;
BENZING, 2000). Em decorréncia deste crescente interesse, associado ao
extrativismo predatorio que se intensificou nos ultimos anos, somado a acelerada
destruicdo dos habitats, fez com que varias espécies de Bromeliaceae entrassem na
lista vermelha de ameacadas de extingdo (FORZZA et al., 2013).

A maioria das espécies de Lymania esta na lista de espécies ameacadas de
extincdo conforme o Livro Vermelho da Flora do Brasil (FORZZA et al., 2013; SOUZA
et al., 2021) e International Union for Conservation of Nature (Unido Internacional para
Conservacao da Natureza) (IUCN, 2023) ou ainda néo foram avaliadas quanto ao seu
grau de ameaca.

O conhecimento da biologia floral e reprodutiva € importantes ferramentas para
subsidiar o manejo da cultura para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento
geneético, conservacao e manutencao das espécies nos ecossistemas, além de poder

auxiliar na resolucéo de questfes taxondémicas.
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Diante do exposto, esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos que
abrangem estudos da morfoanatomia e receptividade do estigma (Capitulo 1), e
morfoanatomia de ovario, 6vulo e nectério (Capitulo 2) em oito espécies do género
Lymania: Lymania azurea (Figura 1A), L. brachycaulis (Figura 1B), L. corallina (Figura
1C), L. globosa (Figura 1D), L. involucrata (Figura 1E), L. languida (Figura 1F), L.
smithii (Figura 1G) e L. spiculata (Figura 1H).

O primeiro capitulo intitulado “Morfoanatomia e receptividade do estigma de
espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste do Brasil e ameacadas
de extingdo”, teve como objetivo estudar a morfoanatomia do estigma e estilete
utilizando técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de
Luz (ML), juntamente com a receptividade estigmética, fator elementar para a
determinacao do melhor periodo de polinizacéo e sucesso reprodutivo das espécies.
Desta forma, neste capitulo foram estudadas diferentes metodologias, para dar
suporte as acbes de reproducdo e conservacdo das espécies, bem como para
programas de melhoramento genético da familia Bromeliaceae.

No segundo capitulo, intitulado “Morfoanatomia do ovario, évulo e nectario de
espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste do Brasil e ameacadas
de extingdo” estudou a morfoanatomia utilizando MEV e ML, para contribuir para os
estudos taxondmicos do género, bem como subsidiar acdes voltadas para a
conservacgao e programas de melhoramento genético das espécies. O trabalho teve
como objetivo a caracterizacdo de um estudo comparativo nos padrées da morfologia
estigmética utilizando Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Microscopia de
Luz (ML).

15



Figura 1. Espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste do Brasil e ameagadas de
extingdo. A) L. azurea; B) L. brachycaulis ; C) L. corallina; D) L. globosa; E) L. involucrata; F) L. languida;
G) L. smithii; H) L. spiculata.
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REFERENCIAL TEORICO

Bromeliaceae

Bromeliaceae é predominantemente neotropical, pertencente a Ordem Poales
(APG 1V, 2016), morfologicamente e ecologicamente considerada uma das mais
diversas das angiospermas, constando atualmente de 82 géneros e 3.754 espécies
(GIVNISH et al., 2011; GOUDA et al., 2023), ocorrendo em ambientes aridos a muito
umidos, com ampla distribuicdo geografica (SMITH; DOWNS, 1974; BUTCHER,;
GOUDA, 2019). A familia esta dividida em oito subfamilias (Bromelioideae,
Brocchinioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae,
Puyoideae e Tillandsioideae), com base na morfologia das flores, frutos, sementes, e,
principalmente por dados filogenéticos e moleculares (GIVNISH et al., 2007; 2011).

Apresentando caracteristicas distintas, os géneros e espécies inseridos em
Bromeliaceae sao altamente adaptados a diferentes ambientes e possuem uma
grande diversidade morfolégica e anatémica, com plantas epifitas, terrestres e litofitas.
(BENZING, 2000). As espécies sdo caracterizadas como ervas perenes,
caulescentes, rizomatosas ou estoloniferas com raizes absorventes ou apenas
fixadoras (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020).

As espécies possuem em sua grande maioria folhas alternas em espiral e de
caracteristica imbricada formando uma roseta, que diverge amplamente quanto a
morfologia, algumas vezes tubulares até amplamente abertas (BENZING, 2000). A
margem foliar varia de inteira a serrilhada (BENZING, 2000; VASCONCELLOS;
OLIVEIRA, 2019) e possui tricomas especializados (peltados) que sédo responsaveis
pela adaptacdo das espécies nos mais variados habitats, possibilitando as plantas
absorverem umidade e nutrientes, carateristica tipica da familia (VASCONCELLOS;
OLIVEIRA, 2019).

A inflorescéncia é terminal ou lateral, simples ou composta, organizadas em
panicula, racemo ou capitulo, mais raramente as flores séo isoladas (Tillandsia
usneoides L. (L.)], e comumente apresentam escapo e bracteas coloridas e vistosas.
Pode se apresentar séssil ou mais comumente ser sustentada por um eixo de origem
caulinar, o escapo parcial ou literalmente recoberto por bractea, as quais em

companhia com as flores coloridas, desempenham papel significativo em atrair
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polinizadores, corroborando na familia a ornitofilia (CRONQUIST, 1981; DAHLGREN
et al., 1985, WANDERLEY; MARTINS, 2007; GIVNISH et al., 2014).

As flores geralmente séo vistosas e com variadas combinagdes de coloragéo,
possuem pétalas e sépalas livres ou conatas, sendo as sépalas simétricas a
fortemente assimétricas. O androceu possui seis estames, sendo trés antesépalos e
trés antepétalos com anteras bitecas, dorsifixas ou raramente basifixas. Os ovarios
podem variar de supero, infero ou semi-infero, tricarpelar, trilocular com estilete
terminal, longo a muito reduzido e estigma com trés lobos, com ou sem papilas e
possuindo diferentes morfologias. Os frutos sdo do tipo baga ou capsula total ou
parcialmente septicida, as vezes formando sincarpo. As sementes, em geral, sdo
numerosas, com apéndices plumosos (coma), caudados ou aliformes ou desprovidos
de apéndices (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020).

Bromeliaceae possui uma relacdo de complexas interagbes com outros
vegetais, animais e microrganismos que sao parcial ou totalmente dependentes do
micro-habitat aquético o qual se forma entre as folhas. Essas intera¢cdes sdo muito
importantes para que os individuos se alimentem, encontrem abrigo, acasalam-se e
cuidem de sua prole (DEL-CLARO, 2012). Dessa forma, as bromélias assumem um
papel de importancia nos ecossistemas naturais, pois mesmo com atividades
metabdlicas, em torno da prépria nutricdo, desenvolvem um papel de constituicdo de
microambiente favoravel para diversos animais, desde formigas, anfibios, aranhas,
serpentes, dentre outros (BENZING, 2000; MOREIRA et al., 2006).

Para além da funcionalidade no ecossistema, por sua diversidade, alguns
espécies inseridas em Bromeliaceae apresentam diferentes potenciais de uso, como
plantas ornamentais (SOUZA et al., 2012; 2017) por sua diversidade de formas, sendo
em geral plantas bem caracteristicas, tendo grande importancia econdmica pela
intensa procura para o emprego em decoracdes de interior e projetos paisagisticos,
atividade esta, que tem se intensificado nos ultimos anos e colocado grau de ameaca
em diversas espécies (MOREIRA et al., 2006).

Algumas espécies podem ser utilizadas também para alimentagéo, a exemplo
dos abacaxizeiros (FAO, 2018); producédo de fibras para fabricacéo de material rustico,
como cordas e tecidos; na industria automotiva e fabricagdo de papel (ZAH et al.,
2007; FERREIRA et al., 2010); enzimas de acao proteolitica e metabdlitos secundarios
com atividades biologicas antioxidantes, importantes para a industria farmacéutica e
cosmética (MANETTI et al., 2009; FERREIRA et al., 2011).
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Por obterem respostas fisiologicas significativas as mudancas das condicfes
ambientais, podem ser utilizadas como bioindicadoras da qualidade do ar como, por
exemplo, certas espécies do género Tillandsia (SOUZA et al., 2016, 2020) ocorrentes
em ambiente urbano. Ao mesmo tempo, as rapidas respostas ao ambiente e grande
adaptabilidade permitem o estabelecimento de novas espécies vegetais e a
ocorréncia de padrdes de agrupamentos fisionomicamente diferenciados, que s&o
consideradas chaves na manutencdo da Mata Atlantica sob mudangas climaticas
globais (SCARANO, 2002; SAMPAIO et al., 2012).

Devido ao alto grau de endemismo e expressivo valor ecolégico decorrentes
principalmente de sua interacdo com a fauna, Bromeliaceae representa um dos grupos
taxondmicos mais relevantes da Mata Atlantica, contribuindo significativamente para
a biodiversidade das comunidades (KESSLER; KROMER, 2000; CANELA; SAZIMA,
2005; KROMER et al., 2006; MARTINELLI et al., 2008).

A distribuicdo da familia, restrita as Américas, € influenciada por uma série de
fatores, como: os eventos historicos de mudancas climaticas e geograficas, alteracdes
organicas associadas como o inicio da elevacdo dos Andes durante o Mioceno com
cerca de 20 milhdes de anos atras (GIVNISH et al., 2007; 2011) e interacdes
ecoldgicas com outras espécies e barreiras fisicas e geogréficas.

Estes fatores delimitam a dispersao de sementes, com adaptagdes funcionais
e ecoldgicas que construiram e constroem ainda a filogenia em constante mudanca,
e permitiram a Bromeliaceae ocupar uma gama de habitats extremos em quase toda
a América do Sul tropical e subtropical (BENZING, 2000). As espécies ocorrem do
norte da Patagbnia até o sul dos EUA (Flérida); como também h& uma Unica espécie
[Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & Mildbr.] na Africa Ocidental, mas
especificamente na Guiné Central (CHRISTENHUSZ; CHASE, 2013).

Género Lymania

Lymania Read pertencente a subfamilia Bromelioideae e foi descrito por R. W.
Read, em homenagem ao botanico Lyman Bradford Smith e aporta dez espécies
(SOUZA et. al., 2007), sendo elas: Lymania azurea Leme, L. alvimii (L.B.Sm. & Read)
Read, L. brachycaulis (Baker) L.F.Sousa, L. corallina (Beer) Read, L. globosa Leme,
L. involucrata Leme & E.H.Souza, L. marantoides (L.B.Sm.) Read, L. languida Leme,
L. smithii Read e L. spiculata Leme & Forzza (GOUDA et al., 2023).

19



As espécies de Lymania séo ervas, epifitas, raramente terrestres como a L.
smithii, propagam-se por sementes ou, preferencialmente, por estoldes de
crescimento ascendente, geralmente alongados, cobertos por catafilos imbricados e
membranaceos. As rosetas formam espacos lageniformes a estreito infundibuliformes,
com 5 a 15 folhas, cartaceas a subcoriaceas, concolores ou discolores. As bainhas
foliares séo elipticas, inteiras e as laminas foliares linear ou lanceolada, apresentam-
se pouco serrilhadas a inteiras (SOUSA; WENDT, 2008).

O escapo floral normalmente é ereto, tendo como excec¢éo a L. languida, bem
elevado ou incluso no tanque como a L. involucrata. As bracteas escapais séo lineares
a ovadas, membranéceas, inteiras, verde-claras a rosadas, senescentes durante a
antese. A Inflorescéncia frequentemente sao ramificadas, raramente simples como a
L. marantoides (SOUZA et al., 2007).

As bréacteas primarias da inflorescéncia sdo semelhantes as bracteas escapais.
As bréacteas florais sdo ausentes ou inconspicuas. As flores sdo hermafroditas,
sésseis, com distribuicdo polistica, laxas ou congestas nos ramos, inodoras ou
raramente perfumadas. As sépalas sdo agudas arredondadas, inteiras, assimétricas
com uma asa lateral membranacea, geralmente conadas ou raramente sublivres,
carenadas ou carenas ausentes e as pétalas espatuladas, livres ou conadas, com
apéndices basais ausentes e calosidades longitudinais presentes na face adaxial
(FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020).

Os estames possuem filetes antipétalos, adnatos as pétalas e antissépalos
livres, ou todos adnatos ao tubo da corola. O estigma é descrito como conduplicado-
espiral, raramente com lobos ndo contorcidos, variando de branco, creme ou verde
claro. O ovério é infero, profundamente sulcado ou alado com tubo epiginico curto,
placentacdo axial e apical e 6vulos caudados. Os frutos séo tipo baga, subglobosa,
profundamente sulcado ou alado o que caracteriza uma sinapomorfia do género
(FLORA E FUNDA DO BRASIL, 2020).

O género originou da Mata Atlantica do sul da Bahia e, posteriormente,
diversificou-se em dois clados principais (SOUZA et al., 2007). Um clado (L. alvimii, L.
spiculata, L. azurea e L. smithii) é unida pela presenca de bracteas no escapo que
logo se desintegram, e um sulco (em oposicao ao ovario alado), o segundo clado
dentro do género (L. brachycaulis, L. corallina, e L. globosa) é unida pelo comprimento
da flor (variando de 2-3,5 cm), apice da sépala aguda a atenuada, sépalas carenadas
e ovario alado (SOUZA et al., 2007), L. marantoides e L. involucrata estaria junto L.
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brachycaulis, L. corallina e L. globosa pela proximidades nas caracteristicas
taxondmicas, porém ndo foi incluido no estudo na época.

A faixa geogréfica restrita do género que vive em fragmentos da Mata Atlantica,
coloca-os sob diferentes niveis de ameacga, como ‘Criticamente Ameagada’(CR), ‘Em
Perigo’ (EP) a Vulneravel (VU) (SOUSA; WENDT, 2008; FORZZA et al., 2013; IUCN
2020, presente em vegetacdo em Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial) e Restinga
(FLORA DO BRASIL 2020), onde existem espécies ameacadas de extingdo, devido

principalmente ao desmatamento e destruicdo dos seus habitats.
Morfologia e Reproducéo

Os aspectos da biologia reprodutiva, informacdes sobre os mecanismos
reprodutivos, fluxo de gréos de pélen e sementes, ecologia da polinizacéo e dispersao
de sementes sdo conhecimentos indispensaveis para a reproducdo das espécies
(BONATO; NEGRELLE, 2006), assim como o conhecimento do sistema de
polinizacdo é essencial para o entendimento das relacbes planta/ animal para a
conservacgao dos ecossistemas (ZANELLA et al., 2012; BASTOS et al., 2017;).

Investigacbes da morfologia da flor, bem como da sua constituicdo como
pétalas, sépalas, estames e pistilo, fornecem informacgdes importantes para estudos
reprodutivos (SAJO et al., 2004), bem como para estudos taxondmicos auxiliando na
melhor delimitacdo de espécies muito semelhantes (MAJEED et al., 2020), além da
compreensao das relacfes evolutivas em Bromeliaceae (KUHN et al., 2016).

As pétalas e sépalas formam o perianto que tem a funcdo de protecédo das
estruturas reprodutivas e atracdo de polinizadores. O estame ou androceu é composto
pelas anteras, filete conectivo e responsavel pela producdo dos grdos de pdélen,
enquanto o pistilo ou gineceu é composto pelo estigma, estilete, ovario e oosfera,
sendo responsavel pela producdo das sementes caso haja a fertilizacao
(APPEZZATO et al., 2003).

A morfologia do pistilo e do 6vulo pode afetar o sucesso da polinizacéo e
consequentemente da fertilizagdo (KESSLER, 2020). A forma e o tamanho podem
influenciar a eficiéncia na deposi¢cdo dos graos de pdlen, bem como a precisdo da
colocacdo dos mesmos na superficie do estigma (CHALE, 2018). O tamanho e a
posicdo do o6vulo dentro do ovario, também podem afetar a probabilidade de
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fertilizacdo, maiores Ovulos e mais centralmente localizados sédo mais propensos a
serem fertilizados (RUDALL et al., 2002).

A evolucéo da morfologia do pistilo € moldada por uma complexa interacdo de
fatores genéticos e interacbes ecologicas, que demonstram a possibilidade de
variacOes entre diferentes espécies de plantas e que essas variagbes podem ser
influenciadas por fatores como o sistema de polinizagcédo e as relagfes filogenéticas
(HESSE; HALBRITTER, 2018).

O estigma € o receptor dos graos de polen e esta envolvido no reconhecimento
célula-célula, nutricdo e regulacdo do crescimento do tubo polinico, bem como na
atracdo e selecdo dos grdos de polen, podendo diferenciar entre grdos de podlen
compativel e incompativel (BROWN, 1984).

O estigma das flores da familia das Bromeliaceae é coberto por exsudato, que
ajuda a reter os graos de podlen. Tal exsudato apresenta composicao diferente,
variando conforme a espécie e pode influenciar na adeséo, germinagdo dos graos de
pélen, hidratacdo, e crescimento do tubo polinico no estigma, contribuindo para
provavel fertilizacdo, com formacédo de frutos e sementes (DAFNI; MAUES, 1998;
SOUZA et al., 2020).

Quanto ao formato, o estigma pode ser estreito e alongado a largo e achatado.
Esta variacdo pode estar relacionada a estratégia de polinizacdo empregada por cada
espécie, com estigmas mais estreitos potencialmente mais adequados para receber
os graos de polen de pequenos polinizadores, e estigmas mais largos mais adequados
para polinizadores generalistas (GIVNISH et al., 2014).

O estilete é a estrutura alongada que conecta o estigma ao ovario e serve de
passagem para os tubos polinicos durante a fertilizacdo (DELLINGER et al., 2018).
Ele fornece suporte fisico ao estigma, posicionando-o de forma a facilitar o contato
com os graos de pélen (CANELA; SAZIMA, 2005). O estilete também desempenha
um papel na selecdo e reconhecimento dos gréos de polen compativel, pois pode
apresentar caracteristicas de superficie especificas que promovem ou dificultam a
adesdao dos graos de polen (SOUZA et al., 2017).

Além disso, o estilete pode ter um papel na secre¢do de substancias que atraem
ou nutrem os tubos polinicos durante seu crescimento em dire¢éo aos ovulos (LEROY
et al., 2009). O comprimento e a morfologia do estilete podem variar entre as espécies,

influenciando na eficiéncia do crescimento do tubo polinico e no sucesso da
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fertilizacdo (KESSLER et al., 2000; WEBBER, 2002; MATALLANA et al., 2010;
SOUSA et al., 2021; SILVA et al., 2022).

O ovério de uma flor desempenha um papel crucial no processo reprodutivo,
aportando reservas de amido, necessarios para o crescimento e desenvolvimento
ovariano (RUDALL, 2002). Em alguns casos, o ovario nao fertilizado pode ainda
induzir a flor para abrir, facilitando a poliniza¢do cruzada (BASTOS et al., 2017). Apdés
a polinizacéo e fertilizacdo, o ovario se desenvolve em um fruto, e os évulos dentro do
ovario em sementes (PALMA-SILVA et al., 2009). Estando a formac&o e o crescimento
do fruto intimamente associados ao aparelho reprodutivo da planta (WANG et al.,
2020).

O nectario é responsavel pela producdo do néctar que atrai e recompensa 0s
polinizadores, facilitando a polinizacdo e garantindo o sucesso reprodutivo das
espécies (LEE et al., 2005), e podem ser encontrados em diferentes locais dentro da
flor, como no perianto, carpelos ou mesmo como nectérios extraflorais no caso das
angiospermas em geral (DEL-CLARO et al., 1996). Da mesma forma que podem exibir
diversas estruturas, incluindo estbmatos modificados e tecidos glandulares (DAVIES
et al., 1998). Em Bromeliaceae, 0s nectarios sdo septais, caracteristica floral
marcante, relacionados a evolucdo da epigenia nas Comelinideas, em especial
Bromeliaceae (LEME, 2016; SAJO, 2004).

O néctar € uma substancia aquosa rica em monossacarideos, secretada pelos
nectarios, sendo importante fonte de energia para os polinizadores (PROCTOR et al.,
1996). A composicdo e a concentracdo do néctar variam entre espécies e sao
influenciadas principalmente pela idade da planta e pelas condi¢ées ambientais, como
temperatura e umidade (KROMER et al., 2008), tipo de polinizagdo e presenca de
metabdlitos especificos (GOTTLINGER; LOHAUS, 2022).

Uma das caracteristicas mais marcantes e importantes na reproducédo e
perpetuacdo das espécies, especialmente para Bromeliaceae, sdo as flores
arranjadas em inflorescéncia, muitas vezes, compostas por um grande namero de
flores dispostas de forma densa e vistosa, rica em néctar, favorecendo diversas
sindromes de polinizacdo (WENDT et al., 2002; MARQUES et al., 2015; MAGALHAES
et al., 2018;LENZI; PAGGI, 2020)

Apesar disso, € uma das poucas familias em que a polinizacao por vertebrados
predomina sobre a entomofilia (SAZIMA et al., 1989; MARTINELLI, 1994; SAZIMA et
al., 2000), onde os beija-flores sdo 0s seus principais agentes polinizadores,

23



caracterizando a ornitofilia seu principal sistema de polinizacdo (BENZING, 2000;
WEBBER, 2002; CANELA; SAZIMA, 2003; VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006;
SCROK; VARASSIN, 2011; ROCCA; SAZIMA, 2013; GIVNISH et al., 2014,
MAGALHAES et al., 2018).

Existem também a presenca de polinizadores como abelhas, formigas,
borboletas, e até mesmo, morcegos que tém papel de potencializar o display floral e
a atratividade para os polinizadores, bem como aumentar a eficiéncia da transferéncia
dos graos de polen entre as flores (SAZIMA, 2000; ZILLIKENS, 2011; VARASSIN;
WOLOWSKI et al., 2013; MAGALHAES et al., 2018; PINHEIRO et al., 2018;).

Receptividade do Estigma

A receptividade do estigma se refere ao periodo de tempo durante o qual o
estigma de uma flor esta receptivo, portanto, € resultado da maturacdo do gameta
feminino (FIGUEIREDO et al., 2020) e tem a capacidade de receber os grédos de polen,
aderir, germinar e permitir a fertilizacdo. Este periodo de receptividade esta
normalmente associado a antese floral (GALEN; PLOWRIGHT, 1987; SOUZA et al.,
2016), sendo crucial para o sucesso da polinizacéo e fertilizacdo das plantas.

Durante esse periodo, 0 estigma torna-se hidratado e secreta varias enzimas,
a exemplo das esterases e peroxidases na superficie do estigma, que sdo indicativos
de receptividade, e ajudam a promover a germinacao dos graos de pélen (BROWN,
1989; DAFNI; MAUES, 1998; KULLOLI et al., 2010; SOUZA et al., 2016, 2020). Para
a determinacdo da viabilidade, geralmente € analisada as atividades de enzimas
especificas, como esterases, peroxidases, fosfatases e desidrogenases (GALEN;
PLOWRIGHT, 1987; DAFNI; MAUES, 1998; CHEN et al., 2013; SOARES et al., 2017).
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Lymania (BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO NORDESTE DO BRASIL E
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1 Capitulo a ser ajustado e submetido a Scientia Horticulturae
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RESUMO: Lymania pertence a familia Bromeliaceae e atualmente possui dez
espécies endémicas no Nordeste do Brasil restritas ao dominio da Mata Atlantica. A
maioria das espécies do género estdo ameacadas de extingdo ou ainda ndo foram
avaliadas quanto ao seu grau de ameaca. O conhecimento da biologia floral e
reprodutiva sdo importantes ferramentas para subsidiar estudos de conservacéao e
manutencao das espécies nos ecossistemas, além de poder auxiliar na resolucao de
guestdes taxondmicas e para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento
genético. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar morfoanatomicamente
0 conjunto estigma e estilete e avaliar a receptividade do estigma em diferentes
estadios florais e metodologias de oito espécies de Lymania. As analises morfologicas
foram realizadas em microscépio eletrdénico de varredura e as andlises anatbmicas
utilizando microscopio de luz. A receptividade do estigma foi avaliada com peréxido
de hidrogénio (3%) e a-naftil-acetato com tampé&o fosfato, acetona e fast blue B salt.
Foram observados dois tipos de estigmas: conduplicado-espiral em L. azurea, L.
brachycaulis, L. corallina, L. globosa, L. spiculata, L. involucrata, L. languida e simples-
ereto em L. smithii. Todas as espécies 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, porém o teste de a-naftil acetato + fast
Blue B salt obteve resultados mais precisos, permitindo a melhor identificacdo da area
receptiva do estigma. Alta receptividade do estigma nos estadios de antese e p0s-
antese foram observados e sao ideais para deposicao dos graos de pdlen e obtencéo
de sucesso na fertilizacdo. O estudo morfoanatémico do estigma e estilete oferece
informacgdes importantes trazendo a compreensao dos diferentes tipos celulares e
tecidos, permitindo o estudo dos 6rgaos vegetativos e reprodutivos, assim como a
compreensao de estrutura e forma das espécies, sustentando os estudos taxondmicos
de Lymania e os dados de receptividade do estigma podem subsidiar futuros estudos
reprodutivos e de conservacdo para essas espécies.

Palavras-chave: Anatomia, bromélia; taxonomia; morfologia;

MORPHOANATOMY AND RECEPTIVITY OF STIGMA OF ENDANGERED Lymania
(BROMELIACEAE) SPECIES ENDEMIC TO NORTHEAST BRAZIL
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ABSTRACT: Lymania belongs to the Bromeliaceae family and currently has ten
endemic species in Northeast Brazil restricted to the Atlantic Forest domain. Most
species in the genus are threatened with extinction or have not yet been assessed for
their degree of threat. Knowledge of floral and reproductive biology are important tools
to support studies on the conservation and maintenance of species in ecosystems, in
addition to being able to help resolve taxonomic issues and develop genetic
improvement strategies. Therefore, the objective of this work was to
morphoanatomically characterize the stigma and style set and evaluate the receptivity
of the stigma in different floral stages and methodologies of eight Lymania species.
Morphological analyzes were carried out using a scanning electron microscope and
anatomical analyzes using a light microscope. Stigma receptivity was assessed with
hydrogen peroxide (3%) and a-naphthyl-acetate with phosphate buffer, acetone and
fast blue B salt. Two types of stigmas were observed: conduplicate-spiral in L. azurea,
L. brachycaulis, L. corallina, L. globosa, L. spiculata, L. involucrata, L. languida and
simple-erect in L. smithii. All species had a trifid stigma, with unistratified epidermis,
numerous idioblasts containing raphides in the fundamental parenchyma and
individual vascular bundles for each carpel. The two methodologies for evaluating
stigma receptivity were efficient, however the a-naphthyl acetate + fast Blue B salt test
obtained more accurate results, allowing better identification of the stigma receptive
area. High stigma receptivity in the anthesis and post-anthesis stages was observed
and is ideal for pollen grain deposition and successful fertilization. The
morphoanatomical study of the stigma and style offers important information, bringing
an understanding of the different cell types and tissues, allowing the study of vegetative
and reproductive organs, as well as understanding the structure and shape of the
species, supporting taxonomic studies of Lymania and data on Stigma receptivity can
inform future reproductive and conservation studies for these species.

Keywords: Anatomy, bromeliad; taxonomy; morphology;

INTRODUCAO

Lymania Read pertence a subfamilia Bromelioideae e tem origem na Mata
Atlantica do sul da Bahia (SOUZA et. al., 2007). O género possui uma combinacao de
pétalas livres, ovario infero, sulcado ou alado (READ, 1984; SOUSA; WENDT, 2008;
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GOUDA et al., 2023) sendo composto por dez espécies, incluindo Lymania azurea, L.
alvimii, L. brachycaulis, L. corallina, L. globosa, L. involucrata, L. marantoides, L.
languida, L. smithii e L. spiculata (SOUZA et. al., 2007). Todas as espécies séo
endémicas do Nordeste do Brasil, mais especificamente do Sul da Bahia e do dominio
fitogeografico da Mata Atlantica, com excecdo de L. smithii que é encontrada em
Pernambuco e Alagoas (SOUZA et al., 2021; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020).

A faixa geogréfica restrita do género, coloca o género sob diferentes niveis de
ameaca, como ‘Criticamente Ameagada’(CR), ‘Em Perigo’ (EP) a ‘Vulneravel’ (VU)
(SOUSA; WENDT, 2008; FORZZA et al.,, 2013; IUCN 2020), devido a utilizacédo
predatdria associada ao desmatamento e destruicdo dos seus habitats.

A compreensdo sobre a biologia floral e reproducdo das espécies séo
fundamentais para compreender as relacdes ecoldgicas e para a definicdo de técnicas
apropriadas para a realizacdo de cruzamentos controlados e posterior obtencao de
sementes (SOUZA et al., 2016). Dentre os constituintes florais, o estigma tem relagéo
direta com a adaptacdo das espécies a diferentes polinizadores, podendo afetar a
eficiéncia da polinizacdo, além de atuar como importante ferramenta como carater
diagndstico para a taxonomia (GIVNISH et al., 2011). A forma e contor¢do do estigma
foram utilizados por varios pesquisadores para distinguir espécies e géneros em
Bromelioideae, o que foi favorecido pelo uso de espécimes de colecdes vivas (LEME,
2021).

Entre os anos de 1984 até 1989, foram caracterizados cinco tipos morfoldgicos
de estigma em Bromeliaceae: simples-ereto, conduplicado em espiral, lamina-
convoluta, cupulado e coraliforme (BROWN; GILMARTIN, 1984, 1989). A partir de
entdo foram descritos o conduplicado-pinatissectas, simples-ereto, simples-truncado,
simples-pinatissectas,  simples-patente, simples-dilatado, = simples-imbricado,
cilindrico-distante, lamina-convoluta I, Iamina-convoluta II, coraliforme, obcdnico-
convoluto, guarda-chuva-convoluto, cupuliforme, urceolado e tubo-laminado (LEME;
BROWN, 2004; LEME, 2007a, 2009; BARFUSS et al., 2016), principalmente para
Tillandsioideae; cilindrico-distante, simples-dilatado e simples-imbricado como novos
tipos de estigma para o “Complexo Cryptantoide” em Bromelioideae (LEME et al.,
2017), confirmaram a relevancia taxonbmica da morfologia do estigma como um
carater diagnostico altamente adequado para caracterizar grupos monofiléticos
(LEME, 2021).
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Juntamente com a diversidade morfolégica das Bromeliaceae, em patrticular as
margens estigmaticas, estudos observaram a presenca de papilas (BROWN;
GILMARTIN, 1984, 1988, 1989; HESLOP-HARRISON; SHIVANNA, 1977; BARFUSS
et al.,, 2016; LEME et al., 2017; SOUZA et al., 2020), que exibem também grande
diversidade com margens crenadas, onduladas, lobadas, laciniadas (BROWN,;
GILMARTIN, 1984), que variam conforme a espécie, bem como a presenca de cuticula
ornamentada.

Outro fator importante para o sucesso reprodutivo € a receptividade do estigma
gue pode influenciar na formacéao de frutos e sementes. A receptividade do estigma é
fundamental para determinacdo do melhor periodo para deposi¢éo dos graos de polen
na flor e obter sucesso nos cruzamentos controlados (ALMEIDA, 2007; SOUZA et al.,
2016). O estigma precisa estar receptivo para que ocorra a germinacao do grao de
polen, emissdo do tubo polinico e fecundacdo da oosfera, podendo variar entre as
espécies, estadio do desenvolvimento floral e condicdes ambientais (HESLOP-
HARRISON; SHIVANNA, 1977; KULLOLI et al., 2010).

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 germinacao dos graos de pdlen, na penetracao
do tubo polinico no estigma e provavelmente nas respostas de incompatibilidade
(KULLOLI et al., 2010; SOUZA et al., 2016). Portanto, os métodos usados para
determinar a receptividade do estigma, geralmente, baseiam-se na identificacdo da
atividade enzimatica (HESLOP-HARRISON et al., 1975; DAFNI, 1992).

Portanto, associar estudos morfol6gicos do estigma e sua viabilidade, além
de servir de ferramenta para classificacdo taxondmica auxilia nos estudos voltados
para a reproducdo e conservacdo, como podem subsidiar programas de
melhoramento genético aumentando assim as chances de fertilizacdo nas
polinizagbes controladas (NACATA et al., 2019).

Neste sentido, este capitulo teve como objetivo, caracterizar
morfoanatomicamente o estigma de oito espécies de Lymania (Bromeliaceae), bem
como avaliar a receptividade do estigma identificando o mellhor periodo para a

polinizag&o e posterior fertilizagdo, em diferentes estadios florais e metodologias.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Foram estudadas oito espécies de Lymania endémicas do Nordeste do Brasil
(Tabela 1) coletadas em populag@es naturais. As espécies foram mantidas em cultivo
no Banco de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélia) do Programa de Pés-
graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais (PPG-RGV) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura e Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), no municipio de
Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Os vouchers das espécies foram incorporados no
Herbario do Recbéncavo da Bahia (HURB) As coletas foram realizadas conforme
autorizacdo do SISBIO n. 69870-1 e as atividades realizadas estdo devidamente
cadastradas no SISGEN, sob a autorizacdo A9E9F8D.

Tabela 1. Espécies de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil, incluindo

0 municipio de coleta e voucher do Herbario HURB, endemismo e status de ameaga.
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: - : Status de HURB
Espécie Municipio de Coleta ~ Endemismo
Ameaca* (voucher)

L. azurea Leme Una Sul da Bahia EN 18873

L. brachycaulis (E.Morren Camamu Sul da Bahia EN 25954
ex Baker) L.F.Sousa

L. corallina (Brongn. ex lIhéus, ltacaré, Sul da Bahia EN 23965,

Beer) Read Uruguca, 27852,

25953

L. globosa Leme Igrapiuna, Ilhéus, Sul da Bahia EN 25392,

ltuberd, Urucguca, 30427,

30457,

27803

L. involucrata Leme & Igrapitna Sul da Bahia CR 25815

E.H.Souza
L. languida Leme Uruguca Sul da Bahia NE 27855
L. smithii Read Igrapitina, Una, Nordeste NE 30435,
Uruguca 30416,18872
L. spiculata Leme & Forzza Jussari Sul da Bahia CR 30618

* Conforme IUCN (2023), Forzza et al. (2013) e Souza et al. (2021). EN = Em Perigo; CR = Criticamente

Ameacada; NE = N&o avaliada.

Morfoanatomia do Estigma

Para as analises morfologicas, as amostras dos estigmas/ estiletes foram

coletadas na antese e fixadas em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
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modificada glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), CaCl. (0,001 M), tampé&o
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 CO2
liquido, montadas sobre suportes metalicos recobertos com fita adesiva carbonada e
metalizadas com ouro por 180 segundos. As imagens foram obtidas em microscopio
eletrénico de varredura (MEV) de presséo varidvel LEO 435 VP (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha).

Para as analises anatdbmicas, os estigmas/ estiletes foram fixados na mesma
solugcdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada, por uma semana,
desidratadas em série etilica crescente, por seis horas, infiltradas e emblocadas
utilizando-se o kit Historesina (hidroxietilmetacrilato, Leica Heidelberg).

A polimerizacao da resina foi feita em temperatura ambiente por 48 horas. Os
cortes histoldgicos seriados (5 um) 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 histolégicos foram analisados por meio das imagens
obtidas em fotomicroscopio Axioskop 2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para a caracterizacdo morfolégica e anatémica utilizaram-se cinco estigmas de
diferentes plantas, de cada espécie, e a nomenclatura utilizada foi descrita em
BROWN; GILMARTIN (1984; 1989) e BARFFUS et al. (2016). Para as avaliacdes
morfométricas foram utilizados os mesmos cinco estigmas de diferentes plantas, de

cada espécie.

Receptividade do Estigma

A receptividade do estigma foi avaliada em trés estadios de desenvolvimento
floral: pré-antese (botéo - 18h), antese (7h30) e pos-antese (flor fechada apos 24h),
com trés repeticdes cada. Foram usadas duas diferentes metodologias para avaliacéo
do estigma: perdxido de hidrogénio (3%) e a-naftil-acetato com tampéo fosfato,
acetona e fast blue B salt.

Com extrema cautela os estigmas foram removidos das flores para que nao
ocasione lesbes que possam influenciar no resultado e, imediatamente, imersos em

peroxido de hidrogénio (3%) durante trés minutos, para a observacao da formacédo de
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bolhas de ar, uma vez que a reacdo do peroxido de hidrogénio com a enzima
peroxidase indica que o estigma esté receptivo (ZEISLER, 1933).

Para a avaliagdo da receptividade utilizando a solugcédo de a-naftil-acetato com
tampyo 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 coloragdo escura na superficie estigmatica e/ou papilas (PEARSE, 1972;
DAFNI, 1992).

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

muito forte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfoanatomia do Estigma

Foram observados dois tipos de estigmas: conduplicado-espiral em L. azurea
(Figuras 2A-E), L. brachycaulis (Figuras 2F-G), L. corallina (Figuras 2L-0O), L. globosa
(Figuras 2P-S), L. spiculata (Figuras 3I-L), L. involucrata (Figuras 2T-W), L. languida
(Figuras 3A-D) e o tipo simples-ereto em L. smithii (Figuras 3E-H).

O estigma conduplicado-espiral (Figuras 2, 3A-D, 3I-L) é uma estrutura
espiralada formada a partir dos trés l6bulos do estigma e do estilete. E encontrada em
muitas espécies de bromélias das subfamilias Bromelioideae, e Tillandsioideae e é
caracterizada por uma série de dobras sobrepostas que formam uma estrutura tubular
em direcdo helicoidal, presentes, por exemplo, nos géneros Gregbrownia, Jagrantia,
Lutheria, Racinaea e Tillandsia (BARFUSS et al., 2016).

Esse tipo de estigma é caracterizado por ser trifido, formado por uma epiderme
uniestratificada, parénquima fundamental caracterizado pela presenca de numerosos
idioblastos contendo réafides, e trés feixes vasculares, um para cada carpelo e é o mais
comum das morfologias de estigma encontradas dentro da familia, esta morfologia do
estigma é unica dentro de monocotiledoneas (BROWN, 1989).

Enquanto o estigma simples ereto (Figura 3E-H) é caracterizado por ter l6bulos

livres, eretos a subespalhados, planos ao navicular, com margens inteiras para
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crenulado, reto a ligeiramente ondulado, papilar (BARFUSS et al., 2016) encontrada
também em muitas espécies de Bromeliaceae.

As espécies L. azurea, L. brachycaulis, L. corallina, L. globosa e L. involucrata
apresentam lobos estigmaticos recobertos por cuticula ornamentada (Figura 2E, 2H,
2W respectivamente) e fortemente contorcidos (Figura 2A, 2F, 2L, 2P, 2T).

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

confirmaram essa caracteristica na chave na taxonomia das espécies.
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Figura 2. Morfoanatomia do estigma em Espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste
do Brasil e ameacadas de extingdo. Do tipo conduplicado-espiral em L. azurea (Figura 2A-E); L.
brachycaulis (Figura 2F-K); L. corallina (Figura 2L-O); L. globosa (Figura 2P-S) e L. involucrata (Figura
T-W). Caracteristicas morfolégicas observadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (A, B,
E,F, G H,L,N,P, T, W) e seccdes anatdbmicas observadas em microscopio de luz (ML) (C, D, 1, J, K,
M, O, Q, S, U, V). em = estdmato, sm = estigma, st = estilete, pa = lobos estigmaticos, pa = papilas, tt
= tecido transmissor, id = idioblasto ra = rafides. Barras: A, D, I, F, L, M, P, Q, ,R =500 um; B, C, J, K,
G,N,O,R,S=100 pm; T,U,V =200 um; H, W =10 pm.
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Figura 3. Morfoanatomia do estigma em Espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste
do Brasil e ameacadas de extin¢do. Do tipo simples ereto para L. smithii (Figura 3E-H), e do tipo
conduplicado-espiral para L. languida (Figura 3A-D), L. spiculata (Figura 3I-L). Caracteristicas
morfolégicas observadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (A, C, E, F, G, H, |, J) e
seccBes anatbmicas observadas em microscépio de luz (ML) (B, D, H, K, L). em = estdmato, ep =
epiderme, cu = cuticula, pg = pélen germinado, sm = estigma, st = estilete, pa = lobos estigmaticos, pa
= papilas, tt = tecido transmissor, id = idioblasto ra = rafides. Barras: A, B, E, |, K=500 um; C, D, F, H,
J, L=100 um; E, J =200 pm; G =10 um.
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Os maiores valores para comprimento e diametro do estigma e estilete (cm)
foram observados em L.globosa, L. corallina e L. involucrata e L. languida com médias
de 1,31 cm, 1,59 cm, 1,09 cm e 1,12 cm respectivamente para comprimento, quando
se trata de diametro de estigma L. brachycaulis, e L. involucrata tiveram as maiores
médias. Para comprimento de estilete L. corallina e L. brachycaulis com 2,59 cm e
2,61 cm respectivamente quando se trata de diametro e 0,55 cm e 0,54 cm quando se
trata de diametro de estilete. Em contrapartida, os menores valores observados para
0 comprimento e didmetro de estigma foram de L. smithii com 0,62 cm para
comprimento de estigma, e L. spiculata com 0,42 cm para diametro de estigma.
Quando se trata de comprimento e diametro de estilete, L. smithii tem os menores
valores, com 0,42 cm e 0,62 cm respectivamente.

As espécies L. globosa, L. corallina e L. involucrata possuem as maiores flores
e, por consequéncia, maiores pecas florais, caracteristicas morfométricas que podem
interferir diretamente na reproducdo das espécies, principalmente em programas de
melhoramento genético, uma vez que corresponde diretamente com o crescimento do
tubo polinico do pistilo (GOPINATHAN et al., 1986.)

Da mesma forma, tem influéncia em condi¢des naturais no sistema reprodutivo
das espécies, uma vez que as anteras inclusas na corola ou no mesmo nivel dos
estigmas facilitam a autopolinizagcdo e exclusos necessitam obrigatoriamente de
algum agente polinizador para haver fecundacdo (PARTON et al., 2001; SOUZA et
al., 2016; 2017).

A interacdo entre os graos de pélen e o tecido estigmatico séo influenciados
diretamente pelo comprimento das papilas e profundidade do estigma, além de
desempenhar um papel importante influenciando o reconhecimento do pdlen,
definindo a probabilidade, tempos de germinacdo do pdlen, e chegada de tubos
polinicos ao tecido estilar (EDLUND et al., 2004; CRUDEN, 2009), ou seja, o tamanho
do estigma tem influéncia sobre a probabilidade de reproducéo. Dessa forma, flores
com aparelhos florais maiores como L. brachycaulis, L. corallina e L. involucrata tem
maiores possibilidades de sucesso reprodutivo.

Para a coloracdo, as espécies apresentaram estigma de coloragdo bege, com
excecdao de L. globosa

gue apresenta estigma branco. Segundo Abrol (2012); Hirota et al. (2012), a

coloracéo tem relacéo direta com a atracao de polinizadores, uma vez que as cores
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em flores, além do conjunto de atrativos florais, possuem a funcdo de atrair

polinizadores especificos.

Tabela 2. Caracteres morfolégicos do estigma e estilete de 8 espécies de Lymania (Bromeliaceae)

endémicas do nordeste do Brasil e ameacadas de extincao.

Estigma(cm)

Estilete (cm)

Espécie Tipo Cor
Comp. Diam. Comp. Diam.

. azurea CE 1,02 £ 0,09 0,66 + 0,06 1,68 £ 0,09 0,39 +0,05 Bege

. brachycaulis CE 0,82 £ 0,03 1,09 £ 0,05 2,59+0,81 0,54+0,11 Bege

. corallina CE 1,59 £ 0,09 0,89+ 0,01 2,61+0,47 0,55+0,12 Bege
. globosa CE 1,31+ 0,27 0,65+ 0,04 1,54 +0,08 0,48 £ 0,04 Branco

. involucrata CE 1,09 £ 0,09 1,35+ 0,04 1,68 £ 0,40 0,47 £0,12 Bege

. languida CE 1,12 £ 0,02 0,69 = 0,06 1,36 £ 0,07 0,31 +£0,02 Bege

. smithii SE 0,62 +0,01 0,65 = 0,02 0,42 + 0,08 0,35+0,03 Bege
L. spiculata CE 1,11 £ 0,07 0,42 + 0,02 1,50 £ 0,01 0,31 £0,02 Bege

CE = Conduplicado-espiral; SE = Simples-ereto.

A variabilidade morfolégica do estigma, incluindo o nimero e a forma dos
I6bulos, a superficie e o tamanho das papilas, a presenca ou auséncia de uma regiao
estigmatizada e a posicao do estigma na flor, pode fornecer informacg@es Uteis para a
taxonomia das espécies e para a compreensdo da sua evolucdo. Além disso, a
morfologia do estigma € adaptada para as diferentes condi¢cdes de poliniza¢do, como
a especializacdo de polinizadores, ou a prevencao da autopolinizacdo (BROWN e
GIMARTIN, 1984).

Receptividade do Estigma

De forma geral, a maior receptividade do estigma das espécies de Lymania foi

observada na antese e se prolongando até a pds-antese (24h apos abertura da flor)
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nas duas metodologias testadas (perdxido de hidrogénio e a-natftil-acetato + fast blue
B salt) (Tabela 3, Figura 4). Em pré-antese, foi observada resposta positiva fraca (+)
em todas as espécies com excec¢dao de L. corallina com resposta positiva forte (++) em
ambas as metodologias e sem reacéo (-) para L. smithii utilizando a-naftil-acetato +
fast blue B salt. Na antese, a diferenca foi observada apenas na intensidade da reacao
com resposta positiva forte (++) a resposta positiva muito forte (+++), independente
da metodologia. A reacdo apenas se intensificou na pds-antese com resposta positiva
muito forte (+++) para todas as espécies com excecédo de L. brachycaulis no peréxido

de hidrogénio com resposta positiva forte (++) (Tabela 3 e Figura 4).

A reacdo enzimatica da receptividade com o peroxido de hidrogénio evidenciou
a presenca de bolhas de ar em intensidades variadas (Figuras 4A-C). Vale destacar
gue foram tomados os devidos cuidados na coleta dos pistilos para a avaliacdo da
receptividade, uma vez que qualquer ferimento ou machucados permite o
encadeamento das enzimas e consequentemente aumenta ou induz a presenca de
bolhas de ar, causando uma resposta positiva falsa. A receptividade ocorreu apenas
nos lébulos estigmaticos como pode ser observado, principalmente com a-naftil-

acetato + fast blue B salt apresentando uma coloragdo amarronzada (Figuras 4D-F).
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Tabela 3. Receptividade do estigma nas 8 espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste
do Brasil e ameacadas de extingdo, avaliada na pré-antese, antese e pés-antese por duas diferentes

metodologias.

a-naftil-acetato +

Peréxido de Hidrogénio fast blue B salt

Espécies
4 4 A Pés-
Pré-antese  Antese Pds-antese  Pré-antese  Antese
antese

L. azurea + ++ +++ + ++ +++
L. brachycaulis + +++ ++ + +++ 4+
L. corallina ++ ++ +++ ++ +++ ++
L. globosa + +++ +++ + +++ T+
L. involucrata + +++ +++ + +++ +++
L. languida + ++ +++ + ++ +++
L. smithii + +++ +++ - 4+ 4+
L. spiculata + ++ +++ + ++ +++

(-) sem reacéo; (+) resposta positiva fraca; (++) resposta positiva forte; (+++) resposta positiva muito
forte. (Adaptado de Dafni e Maués, 1998).

Figura 4. Avaliagcao da receptividade do estigma de 8 espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas
do nordeste do Brasil e ameagadas de extingdo em diferentes metodologias. A) L. brachycaulis e L.
involucrata em peroxido de hidrogénio; B) L. brachycaulis e L. azurea em peréxido de hidrogénio; C) L.

corallina em peréxido de hidrogénio; D) L. involucrata em solucdo de a- naftil-acetato; E) L. globosa e
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L. smithii em solucdo de a- naftil-acetato; F) L. involucrata e L. spiculata solucdo de a-naftil-acetato. pa

= pré-antese, an = antese (8 h), po = pés-antese. Barras: 1 mm.

O tempo e a duracdo da receptividade ao estigma devem ser acompanhados
para 0 sucesso reprodutivo das espécies e a receptividade dos estigmas €
caracterizada pela andlise da atividade de varias enzimas, como a peroxidase,
esterase, desidrogenase e fosfatase estudadas em diferentes espécies (SOUZA et al.,
2016). Facilitando a comunicacao entre o polen e o pistilo, a peroxidase e exsudados
afrouxam os componentes da parede do estigma que permitem a entrada de tubos
dos graos de polen para fertilizar o 6vulo.

Pesquisas envolvendo a receptividade do estigma em espécies de
Bromeliaceae realizadas por Parton et al. (2001) e Souza et al. (2016), constataram
gue a maior receptividade foi observada na antese para a maioria das espécies. Souza
et al. (2016) relatam que em Vriesea unilateralis (Baker) Mez a antese € noturna e
polinizada por morcego e sua maior receptividade ocorreu também a noite. Esses
autores observaram que em algumas espécies, o estigma foi receptivo até dois dias
apos a antese e foi possivel a germinacédo de graos de pélen em namero suficiente
para a fertilizag&o, corroborando os resultados obtidos para os testes realizados neste
trabalho, quando a maioria das espécies estudadas ainda estdo extremamente
receptivas mesmo depois da antese. Parton et al. (2001) e Souza et al. (2016)
relataram que mesmo quando o estigma esta receptivo na pdés-antese, o0 numero de
ovulos fertilizados € inferior & antese. Esses mesmos autores observaram em outras
espécies, elevada porcentagem de germinacdo de grdos de pdlen e indice de
fertilizacdo, tanto anterior, quanto no dia seguinte a antese.

Heslop-Harrison (1984; 2000) constataram que a receptividade do estigma esta
relacionada a diversos fatores que vao desde a estrutura basica do estigma, que
consiste em trés camadas principais: a cuticula, a parede celular e a matriz
extracelular, até os varios tipos de células que compdem o estigma, incluindo células
epidérmicas, células secretoras e tecidos transmissores. Onde as células secretoras
produzem diferentes substancias, como lipidios e proteinas, que ajudam a atrair, reter
e fornecer nutrientes para o crescimento dos graos de polen, e essas interacdes estéo
extremamente ligadas ao sucesso da fertilizagdo e consequente perpetuacéo da

espécie.
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CONCLUSAO
O estudo morfoanatbmico do estigma e estilete oferece informacgdes

importantes para a taxonomia de Lymania e os dados de receptividade do estigma
podem subsidiar futuros estudos reprodutivos e de conservacao para essas espécies.

Foram observados dois tipos de estigmas conduplicado-espiral e simples-ereto
para as diferentes espécies de Lymania. Todas as espécies 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,
porém o teste de a-naftil acetato + fast Blue B salt obteve resultados mais precisos,

permitindo a melhor identificacdo da area receptiva do estigma.

Alta receptividade do estigma nos estadios de antese e poés-antese foram
observados e sao ideais para deposicédo dos graos de pdélen e obtencdo de sucesso

na fertilizacao.
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RESUMO

Bromeliaceae € uma familia diversa dentro das monocotiledéneas, sendo conhecida
principalmente pelo grande potencial ornamental, o que resulta em uma crescente
demanda e exploracao das espécies na natureza. O género Lymania é composto por
dez espécies, endémico do sul da Bahia, e a maioria das espécies estdo ameacadas
de extincdo. Pela diversidade morfologica dos 6rgdos reprodutivos observada na
familia Bromeliaceae, os estudos morfoanatémicos sao fundamentais na definicdo
taxonbmica, mas também nos sistemas reprodutivos e de conservacdo dessas
espécies em seus habitats, e o estudo da morfoanatomia dos o6vulos, ovarios e
nectarios € essencial para a melhor compreensdo da biologia reprodutiva e da
dindmica evolutiva das plantas. Assim, 0 objetivo deste capitulo foi a caracterizacéo
de um estudo comparativo nos padrdes da morfologia do évulo, ovario e nectario de
sete espécies pertencentes ao género Lymania, utilizando Microscopia Eletrénica de
Varredura e Microscopia de Luz. Foi constatado que, todas as espécies estudadas
apresentaram ovario infero, tricarpelar, trilocular com placentacdo axial, com o
mesofilo formado por parénquima homogéneo de células isodiamétricas, pequenos
espacos intercelulares e numerosos idioblastos contendo rafides. Foi possivel
observar tricomas epidérmicos na parede do ovario em L. brachycaulis, L. globosa e
L. involucrata. Os maiores numeros de 6vulos por I6culo foram observados em L.
brachycaulis (97), L. languida (93) e L. involucrata (87) e consequentemente essas
espécies possuem um maior potencial em geracdo de sementes. Os resultados
apresentados trazem contribuicbes importante para o estudo da taxonomia,
morfologia, conservacdo, reproducdo e melhoramento das espécies de Lymania
endémicas e ameacadas de extingao.

PALAVRAS-CHAVE: Bromélia, Bromelioideae, reproducao; conservacao; taxonomia.

MORPHOANATOMY OF THE OVARY, OVUM AND NECTARY OF Lymania
SPECIES (BROMELIACEAE) ENDEMIC TO NORTHEAST BRAZIL AND
THREATENED WITH EXTINCTION
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ABSTRACT

Bromeliaceae is a diverse family within the monocotyledons, covering great diversity
and known mainly for its great ornamental potential, which results in a growing demand
and exploitation of the species in nature. The genus Lymania comprises ten species,
and is endemic to southern Bahia, most of which are endangered. Due to the
morphological diversity of the reproductive organs observed in the Bromeliaceae
family, morphoanatomical studies are fundamental in the taxonomic definition, but also
in the reproductive systems and conservationist species of these in their habitats, and
the study of the morphoanatomy of the ovules, ovaries and nectaries is essential for a
better understanding reproductive biology and evolutionary dynamics of plants. Thus,
the objective of this chapter is the characterization of a comparative study of the
morphology patterns of the ovule, ovary and nectary of seven species belonging to the
genus Lymania, using Scanning Electron Microscopy and Light Microscopy. inferior
ovary, tricarpellary, trilocular with axial placentation, with the mesophyll formed by
homogeneous parenchyma of isodiametric cells, small intercellular spaces and
numerous idioblasts containing raphides. It was possible to observe epidermal
trichomes on the ovary wall in L. brachycaulis, L. globosa and L. involucrata. The
highest numbers of ovules per locule were observed in L. brachycaulis (97), L. languida
(93) and L. involucrata (87) and consequently these species have a greater potential
for seed generation. The results presented bring important contributions to the study
of taxonomy, morphology, conservation, reproduction and improvement of endemic
and endangered Lymania species.

KEYWORDS: Bromeliad, Bromelioideae, reproduction; conservation; taxonomy.

INTRODUCAO

Bromeliaceae é uma familia diversa dentro das monocotiledéneas, abrangendo
uma riqueza de variacdes morfoldgicas, fisioldgicas, ecologicas que lhe permite
grande amplitude biocliméatica, por isso possui ampla distribuicdo que vai desde a

regides tropicais e subtropicais, podendo ser terrestres, epifitas ou rupicolas.
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(BENZING, 2000; MARTINELLI et al., 2008; ZANELLA et al., 2012; MALES, 2016;).
As bromélias sdo conhecidas pelo seu grande potencial com plantas ornamentais,
este interesse resulta em uma crescente demanda e exploracdo das espécies na
natureza.

Espécies do género Lymania, pertencente a subfamilia Bromelioideae, séo
consideradas em sua maioria ameacadas de extingdo conforme o Livro Vermelho da
Flora do Brasil (FORZZA et al., 2013; SOUZA et al., 2021) e International Union for
Conservation of Nature (Unido Internacional para Conservacao da Natureza) (IUCN,
2023). As demais espécies que nao estdo na lista de ameaca ainda ndo foram
avaliadas quanto ao seu grau de ameaca.

Pela grande diversidade morfologica dos 6rgdos reprodutivos observada na
familia Bromeliaceae, os estudos morfoanatémicos sao fundamentais na definicdo
taxondmica, mas também nos sistemas reprodutivos e conservacionistas dessas
espécies em seus habitats.

Porém, existe uma complexidade quanto as suas classificagcbes, por exemplo,
nos géneros associados a ambientes florestais imidos, tipicamente da Mata Atlantica,
com caracteristicas morfoldgicas, e também a arquitetura da inflorescéncia dessas
espécies que permite o acumulo de diferentes quantidades de 4gua e que isso pode
ser associado a mecanismos de protecao para componentes florais, principalmente
0s ovarios, que ficam completamente submerso na agua (LEME, 2000).

O 6vulo, o ovario e o nectario sdo componentes essenciais das estruturas
reprodutivas das plantas, desempenhando papéis cruciais no processo reprodutivo,
incluindo a fertilizagdo, desenvolvimento da semente e atracdo de polinizadores
(COUTINHO et al.,, 2022). Compreender a morfoanatomia dessas estruturas
reprodutivas € fundamental para compreender a biologia floral, os sistemas
reprodutivos e consequentemente a conservacao dessas espécies na hatureza
(GIVNISH et al., 2018).

Caracteristicas anatdbmicas, especialmente as reprodutivas, tém sido usadas
em estudos recentes na delimitacdo taxonémica em diferentes grupos, pois
apresentam baixa plasticidade fenotipica comparada com caracteres vegetativos (
SAJO, 2004a, 2004b; MARIATH, 2010; FAGUNDES; MARIATH, 2010, 2014, 2015;
KUHN, 2020).

Por exemplo, em Bromelioideae, o évulo e caracteres ovarianos foram usados

para indicar sinapomorfias e autapomorfias para alguns géneros do complexo
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“Nidularioides” (NOGUEIRA et al., 2015). Em Tillandsioideae, um amplo conjunto de
dados foi investigado com relagéo a morfologia do 6vulo e forneceu recursos valiosos
para a circunscricdo da subfamilia (KUHN et al., 2016), assim como 0 zoneamento
vertical do gineceu e a estrutura dos nectarios septais (NOVIKOFF; ODINTSOVA,
2008; OLIVEIRA et al., 2020)

Adjacente ao o6vulo, o ovério passa por complexas transformacdes com
mudancas morfoloégicas e anatdmicas que ocorrem dentro do ovéario durante
diferentes estagios de desenvolvimento do fruto. Esse invélucro protetor contribui para
0s mecanismos de dispersao de sementes e suprimento de nutrientes, variando entre
as espécies de plantas e refletindo adaptacées a diferentes mecanismos de
polinizag&o e contextos ecolégicos (HORRES et al., 2000; MARTELO-SOLORZANO;
LIDUENA-PEREZ; CORREDOR-PRADO 2022).

O nectario representa um Orgao secretor que produz néctar, com fluido
acucarado que atrai e recompensa aos polinizadores. Com notavel diversidade, o
nectario, adapta-se a tipos especificos de polinizadores e condi¢cdes ambientais, com
as intrincadas interacbes entre a morfoanatomia das sindromes que englobam
nectario e polinizador (KROMER et al., 2008). Em Bromeliaceae, a presenca de
nectarios septais € uma das caracteristicas florais mais marcantes, apesar de serem
comuns nas monocotiledoneas em geral. No que diz respeito aos estudos dos
nectarios septais, poucos sdo 0s estudos anatdmicos se considerarmos o grande
namero de espécies reconhecidas na familia.

De modo geral, o estudo da morfoanatomia dos Ovulos, ovarios e nectarios
contribui para o entendimento da biologia reprodutiva e da dinadmica evolutiva das
plantas. Neste sentido, este capitulo teve como objetivo, a caracterizacdo de um
estudo comparativo nos padrées da morfologia do O6vulo, ovario e nectario de oito
espécies pertencentes ao género Lymania, utilizando Microscopia Eletrbnica de
Varredura e Microscopia de Luz.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e condi¢cdes de crescimento
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Foram estudadas sete espécies de Lymania endémicas do Nordeste do Brasil
(Tabela 1). Todas as espécies foram coletadas em populagdes naturais, o voucher
incorporado no Herbario do Recbncavo da Bahia (HURB) e amostras vivas
depositadas no Banco de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélia) do Programa
de Pés-graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais (PPG-RGV) 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
autorizacdo do SISBIO n. 69870-1 e as atividades realizadas estdo devidamente
cadastradas no SISGEN, sob a autorizagcdo A9E9F8D.

Tabela 1. Espécies de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia, Brasil, incluindo

0 municipio de coleta e voucher do Herbario HURB, endemismo e status de ameaca.

Espécie Municipio de Endemismo  Status HURB
Coleta de (vouche)
Ameaca*
L. azurea Leme Una Sul da Bahia EN 18873
L. brachycaulis (E.Morren ex Camamu Sul da Bahia EN 25954

Baker) L.F.Sousa

L. corallina (Brongn. ex Beer) Ilhéus, Itacaré, Sul da Bahia EN 23965,
Read Uruguca,

27852,

25953

L. globosa Leme Igrapidna, Sul da Bahia EN 25392,

llhéus, Ituber,

Uruguca, slvnzy.

30457,

27803

L. involucrata Leme & E.H.Souza Igrapiiina Sul da Bahia CR 25815

L. languida Leme Uruguca Sul da Bahia NE 27855
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L. marantoides (L.B.Sm.) Read Ibicarai Sul da Bahia NE 30616

L. smithii Read Igrapilina, Nordeste NE 30435,
Una, Uruguca
30416,18
872

* Conforme IUCN (2023), Forzza et al. (2013) e Souza et al. (2021). EN = Em Perigo; CR = Criticamente
Ameacada; NE = Ndo avaliada.

Morfoanatomia do ovario, 6vulo e nectario

Os pistilos foram coletados na antese e processados para microscopia
eletrbnica de varredura e microscopia de luz, dando enfoque principalmente aos
ovulos, ovarios e nectarios.

Para caracterizacdo morfoldgica as estruturas foram fixadas em solugcéo de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), por 48 horas, desidratados em série etilica
crescente (40-100 %). Em seguida as amostras foram secas ao ponto critico através
de CO2 e montadas sobre suportes metalicos e metalizadas com ouro. As imagens
serdo obtidas em microscopio eletrénico de varredura de presséo variavel LEO 435
VP (Carl Zeiss) no Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrdnica
(NAP/MEPA — ESALQ/USP).

Para as analises anatémicas as estruturas foram fixadas na mesma solucéo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965), por uma semana, desidratadas em série etilica
crescente (40-100 %), infiltradas e emblocadas utilizando-se o kit Historesina
(Hidroxietilmetacrilato, Leica Heldelberg). A polimerizacdo da resina foi feita a
temperatura ambiente por 48 horas. Cortes histologicos seriados (4-5 pm) foram
obtidos em micrétomo rotativo Leica (RM2155), dispostos em laminas histologicas e
corados com fucsina acida (0,1 % p/v), seguido de azul de toluidina (0,05 % p/v). Os
cortes histolégicos foram analisados e fotografados em fotomicroscopio LMD 4500
(Leica).

Para a caracterizacdo morfologica e anatdmica foram utilizadas trés repeticdes
de diferentes plantas e a nomenclatura utilizada sera baseada em Sajo et al. (2004a,
2004b) e Fagundes e Mariath (2010) para 6vulos, ovarios e nectarios. O numero de
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ovulos foi quantificado em 10 flores, com observacfes diretas feitas em
estereomicroscopio.
Para as avaliagbes morfométricas foram utilizados os mesmos pistilos de trés

diferentes plantas, de cada espécie.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Morfoanatomia do ovario, 6vulo e nectario

Todas as espécies de Lymania apresentaram ovario infero, tricarpelar, trilocular
com placentacao axial (Fig. 11, 1L, 1M, 2A, 2B, 2G, 2J) . Na face externa dos ovarios
€ possivel observar a presenca de tricomas peltados (Fig. 2H, 3D), assim como
observado nas espécies da subfamilia Bromelioideae, Nidularium procerum Lindm.,
N. amazonicum (Baker) Linden & E. Morren ex Lindm., Aechmea nudicaulis (L.)
Griseb., Aechmea ornata Baker., Neoregelia spectabilis (T. Moore) L. B. Sm.
(OLIVEIRA et al., 2020).

Caracteristicos de Bromeliaceae, os tricomas peltados possuem um longo
pedunculo unisseriado, totalmente imerso na epiderme e uma expansao distal
protetora perpendicular a este tecido (TOMLINSON, 1969), formado por pedicelo e
ala, seu tamanho e forma podem variar entre 0s taxons ou até na mesma folha (SAJO,
2004a), s&o referidos na literatura como escamas foliares, tém sido considerados
relevantes na adaptacdo dos diferentes taxons, sdo uma sinapomorfia para
Bromeliaceae (GILMARTIN; BROWN 1987; BENZING, 2000), além de exercer
funcbBes diversas como absorver dgua e minerais (TOMLINSON, 1969), refletir a
radiacao solar, reduzir a transpiragao e atrair polinizadores e dispersores de sementes
(BENZING, 2000).

Foi observado apenas para Lymania globosa a presenca de células guarda na
parede do ovario, esse tipo de células ndo é tdo comum de ser observado na familia
Bromeliaceae (TOMLINSON, 1969). Porém, Kuhn et al., (2020), no estudo sobre
diversidade e tendéncias evolutivas do ovario e 6vulo em Bromeliaceae, relata a
presenca de pares dispersos de guardas células em 6érgaos reprodutivos, que tém
presenca relatada no exocarpo de frutos das espécies Pitcairnioideae e

Bromelioideae, e essa presenca seria ainda das células presentes nesses orgaos.
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Estbmatos foram observados em Lymania globosa (Fig. 1l), Lymania
involucrata (Fig. 3C) e Lymania languida (Fig.3l), posicionados em nivel inferior ao das
demais células epidérmicas.

Tricomas epidérmicos sdo exibidos na parede do ovario de L. brachycaulis (Fig.
1J), L. globosa (Fig. 2H), L. involucrata (Fig. 3D). Isso acontece pois, quando o tubo
polinico é direcionado quimicamente, o tecido obturador é considerado secretor, pois
ele se assemelha a tricomas. As vezes, a presenca de secrecio pode ser observada
nos loculos dos ovarios. O a composicdo quimica do exsudato varia, contendo
polissacarideos,proteinas e lipidios.(SINGH; WALLES, 1992; HUDAK et al., 1993;
HERRERO, 2000; OLIVEIRA et al., 2016).

Lymania brachycaulis, Lymania corallina e Lymania smithii apresentaram
tecido colenquimatoso na parede do ovario, onde o seu espessamento, junto a
presenca de tricomas podem melhorar os mecanismos de protecdo contra danos ao

ovulo, como discutido por Kuhn et al., (2020).
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Tabela 2. Caracteres morfolégicos do ovario de sete espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste do Brasil e ameacadas de extingao.

Epécie Células Tricomas Estdbmato Colénquima N. de NUmero de Epiderme
guardana naparede naparede na parede camadas de camadas de com células
parede do ovariana ovariana do ovario epidermeno célulasda alongadas

ovario ovario epiderme
L. azurea AUS AUS AUS AUS 1 1 AUS
L. brachycaulis AUS PRE AUS PRE 1 1 AUS
L. corallina AUS AUS AUS PRE 1 1 AUS
L. globosa PRE AUS PRE AUS 2 2 AUS
L. involucrata AUS AUS AUS AUS 1 1 AUS
L. languida AUS AUS AUS AUS 1 1 AUS
L. smithii AUS PRE AUS PRE 1 1 AUS

Média (10 unidades) + desvio padrdo AUS = AUSENTE; PRE = Presente.



Tabela 3. Caracteres morfolégicos do 6vulo de sete espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do nordeste do Brasil e ameacadas de extingéo.

Espécie N° de  Comp. do Didam.do Apéndice Comp. Espaco Rafides N. de évulos
Ovulos ovulo ovulo (um) calazar do Intercelular nos camadas por ponto de
por (um) apéndice naparede tegumento tegumento O6vulos do tecido
I6culo calazar do ovario
(um)
L. azurea 35 0,31+0,01 0,17 +0,01 PRE 0,15+0,01 PRE AUS
L. brachycaulis 97 0,32 +£0,03 0,14 + 0,07 PRE 0,16 £ 0,02 PRE PRE
L. corallina 29 0,26 + 0,05 0,15 + 0,02 PRE 0,19 + 0,02 AUS AUS
L. globosa 62 0,31+£0,02 0,16 £ 0,005 PRE 0,14 £ 0,02 AUS AUS
L. involucrata 87 0,26 + 0,03 0,15+ 0,02 PRE 0,18 + 0,02 AUS AUS
L. languida 93 0,25+ 0,26 0,15 + 0,03 PRE 0,13+0,15 PRE PRE
L. smithii 17 0,23 £ 0,05 0,13 £ 0,02 AUS - AUS PRE

Média (10 unidades) + desvio padrdo AUS = AUSENTE; PRE = Presente.
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Em corte transversal da parede do ovario é possivel observar epiderme com
células da superficie adaxial (Fig. 1B).

O mesofilo € formado por parénquima homogéneo com células isodiamétricas,
pequenos espacos intercelulares exibem idioblastos contendo rafides no mesofilo da
parede do ovério/hipanto ginecial (Fig. 1B, 1J, 2B, 3B, 3K, 4B), principalmente
concentrada na por¢ao basal do ovario.

E possivel observar ao longo do tempo, a documentacdo da presenca de
idioblastos contendo rafides em Orgdos vegetativos de Bromeliaceae. (KRAUSS,
1949; TOMLINSON, 1969). Kuhn et al., (2016) no estudo de ovéario e 6vulo em
Bromeliaceae subfamilia Tillandsioideae constata a presenca de idioblastos contendo
rafides, assim como na espécie Canistrum pickelii da familia Bromeliaceae. (KUHN et
al., 2020). Sugere-se que presenca de rafides geralmente estd associada a uma
necessidade para neutralizar grandes quantidades de acido oxalico produzido
(BRIGHINA et al., 1984), além de tornar a planta menos palatavel aos herbivoros
(MAUSETH, 1988), porém ha controvérsias, e para além de neutralizar, Gebura e
Winiarczyk, (2016) apontam que o calcio é essencial para o crescimento do gametofito
masculino. Barabé et al. (2004) sugerem ainda que em Bromeliaceae, o néctar
produzido por nectarios septais, ndo partes florais, € oferecido como recompensa aos
polinizadores, como os beija-flores. Neste caso, a presenca de idioblastos com rafides
poderia atrair polinizadores devido ao brilho que conferem as partes florais.

Em Bromeliaceae, o tecido obturador possui uma palicada formada com
nucleos evidentes e fortemente corados, bem como a atividade secretora. Pode estar
presente em camadas celulares Unicas ou multiplas (FAGUNDES; MARIATH, 2010;
OLIVEIRA et al., 2016).

As espécies de Lymania geralmente tém muitos évulos em cada I6culo, onde
L. brachycaulis, L. globosa, L. involucrata e L. languida tiveram médias acima de 85
ovulos por léculo, em contrapartida L. smithii teve a menor média, com apenas 17
ovulos por loculo. A orientacéo dos ovulos, em relacdo ao eixo longitudinal do ovario,
varia de orientado verticalmente na porgéo apical do obliquo horario, a obliterado na
porcao basal do ovario, sdo anatropos, portanto, a regido da micropila se aproxima do
tecido do obturador (Fig .1E, 1L, 1M, 2B, 2F, 2J, 3A, 3B, 3J, 4A, 4D, 4H).
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Os 6vulos sdo organizados em fileiras nos pontos de fixacdo da placenta que
estdo dispostos ao longo do ovario (Fig. 11, 1L, 2G, 2J, 3J, 4A, 4D), apresentando um
ponto de fixacdo da placenta para cada 6vulo (Fig. 1E, 1G, 1N, 2E, 2L, 3E, 3L, 4E).

Apéndices calazais sao observados em quase todas as espécies de Lymania,
exceto em Lymania smithii, na posicdo acuminada, assim como para a espécie N.
amazonicum da subfamilia Bromelioideae, e V. platynema para espécies de
Tillandsoideae e em todas as espécies de Pitcairnoideae analisadas, no trabalho de
Oliveira et al., (2020).

Os apéndices séo estruturas formadas por um crescimento na epiderme e
camadas subepidérmicas da regido calazal, e é produto final da esse crescimento é
uma protuberancia inteira ou fimbriada (PALACI et al., 2004; SAJO et al., 2004b;
FAGUNDES; MARIATH, 2014; MENDES et al., 2014; KUHN et al., 2016; OLIVEIRA
et al., 2020), estando presentes em Poales, especificamente, as Bromeliaceae,
Rapateaceae e todas as Juncaceae (VENTURELLI; BOUMANM, 1988; SAJO et al.,
2004B; ORIANI et al., 2012). Sugere-se que presenca de apéndices calazais podem
estar relacionadas a dispersdo de sementes em espécies como Vriesea e Tillandsia
(SMITH; DOWNS, 1977; PALACI et al., 2004).

Para diametro, comprimento do évulo, e comprimento do apéndice calazar os
resultados seguiram congruentes com o tamanho dos aparelhos florais de cada
espécie de Lymania. Conforme a Tabela 5, L. brachycaulis, L. azurea, L. corallina, L.
globosa, L. involucrata obtiveram os maiores resultados, com médias para diametro
e comprimento de Ovulos, maiores de que 0,16 cm e 0,32 cm respectivamente,
enquanto L. languida, L. spiculata, os menores resultados, com médias entres 0,13
cm e 0,23 cm para diametro e comprimento de 6vulo respectivamente.

Os tegumentos sao variaveis em comprimento e espessura entre as espécies.
Para todas as espécies estudadas de Lymania o tegumento externo € mais longo do
gue o tegumento interno (Fig. 1G, 1N, 2E, 3E).

O tegumento externo, denominado também de primina, € composto por duas
camadas de células para todas as espécies estudadas de Lymania (Fig. 1H, 1P, 2K,
2M, 3G, 3M, 4J), exceto L. corallina que apresenta apenas uma camada. Para o
tegumento interno denominado também de secundina todas as espécies estudadas
possuem duas camadas de células (Fig. 1H, 1P, 2K, 2M, 3G, 3M, 4J), assim como
documentado em Bromeliaceae, para as espécies Brocchinia reducta Baker,
Brocchinioideae (SAJO et al.,, 2004); Fosterella penduliflora (CHWright) LBSm.
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Pitcairnioideae (LAKSHMANAN, 1967); V.carinata, Tillandsioideae (SARTORI, 2008);
Puya floccosa E.Morren ex Baker, Puyoideae (SAJO et al.,, 2004); Pitcairnia
encholirioides LBSm., Pitcairnioideae (MENDES; COSTA; DE TONI, 2012); Ananas
comosus (L.) Merr., Bromelioideae (WEE; RAO, 1974; RAO; WEE, 1979); em seis
espécies de Bromelioideae (NOGUEIRA et al., 2015); e em Billbergia nutans H. Wend|.
ex Regel, Bromelioideae (FAGUNDES; MARIATH, 2014), que possuem também duas

duas camadas de células para o tegumento interno.
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Figura 1. Morfoanatomia do 6vulo, ovario e nectario em Espécies de Lymania (BROMELIACEAE)
endémicas do nordeste do Brasil e ameacgadas de extingdo. L. azurea Leme (Figura 1A-H), L.
brachycaulis (E.Morren ex Baker) L.F.Sousa (Figura 11-P). Caracteristicas morfologicas observadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) (A, G, I, L, N) e seccBes anatbmicas observadas em
microscopio de luz (ML) (B, C, D, F, H, J, K, M, O, P). id = idioblasto, ra = rafides, pr=primina, se=
secondina, ca= apéndice calazar, sc= saco embrionario, dn= ducto nectarifero, ne= nectario, ov= 6vulo,
pa= tecido parenquimatico, mi= micrépila. Barras: A, B, C, D, I, L =500 um; E, F, M, O = 200 um; G, N
=100 pum; H, J, P =10 um
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Na micropila, o tecido parietal e a epiderme nucelar apresentam quantidades
iguais de camadas celulares em cada espécie, apenas 1 camada para todas as
espécies estudadas. (Fig. 1P), foi delineado espessura deste estrutura em uma visao
evolutiva propondo que a forma reduzida (a condicdo de camada Unica) pode ser
plesiomdrfico em Bromeliaceae como foi observado no género divergente precoce
Brocchinia Schult. f. (SAJO et al., 2004; GIVNISH et al., 2007, FAGUNDES; MARIATH,
2014.).

N&o foram observadas espécies com presenca de células alongadas, assim
com sugerido por Rudall, 2002, quando afirma que este carater esta ausente em
Bromeliaceae, porém a presenca de epiderme nucelar alongada ja foi observado nas
trés subfamilias tradicionais de Bromeliaceae (SAJO et al., 2004; FAGUNDES ;
MARIATH, 2014; NOGUEIRA et al., 2015).

Dentre os caracteres observados no gineceu, a ocorréncia de nectarios septais
e do tecido obturador. Foi observado a presenca de nectério septal, acima da divisao
de trés raios, que fecha pds-genitalmente no centro e forma trés divisbes separadas
nos septos, os ductos nectariferos (1B, 3B, 4B), com superficie secretora estdo na
parte mediana e superior do ovario corroborando com espécies estudadas de
Bromelioideae, que possuem flores com ovario infero. Ocorrem nos septos do ovario,
principalmente na zona hemissindicidiada do carpelo, com suas aberturas na parte
basal da zona hemisimplicada (OLIVEIRA et al. 2016).
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Figura 2. Morfoanatomia do 6vulo, ovéario e nectario em Espécies de Lymania (BROMELIACEAE)
endémicas do nordeste do Brasil e ameacgadas de extingdo. L. corallina (Brongn. ex Beer) Read (Figura
2A-F), L. globosa Leme (Figura 2G-M). Caracteristicas morfolégicas observadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) (A, D, E, G, J, L) e sec¢des anatbmicas observadas em microscépio de
luz (ML) (B, C, F, H, I, K, M). id = idioblasto, ra = rafides, pr=primina, se= secondina, ca= apéndice
calazar, sc= saco embriondrio, dn= ducto nectarifero, ne= nectario, ov= Ovulo, pa= tecido
parenquimatico, mi= micropila, st= estbmato, tr= tricoma, ob= tecido obturador,co= loculo. Barras: A, B,
C,G,J=500 pm; D, F, L =100 pm; E, K, M =200 pm; H, I =10 pm.
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Figura 3. Morfoanatomia do 6vulo, ovéario e nectario em Espécies de Lymania (BROMELIACEAE)

endémicas do nordeste do Brasil e ameacadas de extin¢gdo. L. involucrata Leme & E.H.Souza (Figura
3A-G), L. languida Leme (Figura 3H-N). Caracteristicas morfolégicas observadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) (A, E, H, J, L) e seccdes anatdbmicas observadas em microscépio de luz
(ML) (B,C, D, F, G, I, K, M, N).id =idioblasto, ra = rafides, pr=primina, se= secondina, ca= apéndice

calazar, sc= saco embrionario, dn= ducto nectarifero, ne= nectario, ov= 6vulo, pa= tecido
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parenquimatico, mi= micrépila, ep= epiderme, st= estbmato. Barras: A, B, H, J, K=500 um; E, F, L, K
=200 um; G, M, N =100 pm; C, D, I =10 pum.

Figura 4. Morfoanatomia do 6vulo, ovéario e nectario em Espécies de Lymania (BROMELIACEAE)
endémicas do nordeste do Brasil e ameacadas de extingdo. L. smithii Read (Figura 4A-K).
Caracteristicas morfolégicas observadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (A, D, E) e

seccBes anatbmicas observadas em microscépio de luz (ML) (B, C, H, J). id = idioblasto, ra = rafides,
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pr=primina, se= secondina, ca= apéndice calazar, sc= saco embrionario, dn= ducto nectarifero, ne=
nectario, ov= 6vulo, pa= tecido parenquimatico, mi= micrépila. Barras: A, B= 200 um; C, D, E, H= 100

pm; J= 10 pm.

CONCLUSAO

Os maiores numeros de o6vulos por léculo foram observados em L.
brachycaulis (97), L. languida (93) e L. involucrata (87) e consequentemente essas
espécies possuem um maior potencial em geracao de sementes.

Foi detectada nas 7 espécies estudadas, de caracteres comuns a familia,
como: presenca de idioblastos na parede do ovéario com rafides de oxalato de célcio,
presenca de tricomas.

Os nectarios sdo septais acima da divisdo de trés raios, que fecha poés-
genitalmente no centro e forma trés divisbes separadas nos septos, os ductos
nectariferos.

O presente trabalho esteve voltado para o estudo da morfoanatomia das flores
do género Lymania, compreendendo todas as suas caracteristicas especificas para
sustentar os estudos taxondmicos, no sentido de caracteres dentro do género com
mutias semelhancas, além da contribuicdo para a conservagdo, reproducdo e

melhoramento das espécies de Lymania endémicas e ameacadas de extingao.
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