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ASPECTOS REPRODUTIVOS DE Lymania (BROMELIACEAE) ENDEMICAS
NO NORDESTE DO BRASIL E AMEACADAS DE EXTINCAO

RESUMO: O género Lymania Read pertence a familia Bromeliaceae e apresenta
como caracteres diagnésticos, a presenca de pétalas livres, ovario infero, sulcado
ou alado. Atualmente, o género possui dez espécies, todas endémicas do Nordeste
do Brasil e restritas ao dominio fitogeografico da Mata Atlantica. A maioria das
espécies estd ameacada de extincdo ou ndo foram avaliadas quanto ao seu status
de ameaca. Estudos sobre morfologia, viabilidade polinica e sistemas reprodutivos
fornecem informacgdes importantes para estudos taxonémicos, reprodutivos e para
a conservacao das espécies. Este trabalho teve como objetivo estudar aspectos
reprodutivos, como a morfologia, producéo e viabilidade polinica por meio da
germinacao in vitro e testes histoquimicos de nove espécies de Lymania. Visa
também, identificar os sistemas reprodutivos e as potenciais hibridacdes
interespecificas, por meio da avaliacdo da germinacdo dos grdos de pdlen e
crescimento do tubo polinico no pistilo através de microscopia de fluorescéncia com
filtro ultravioleta. Todas as espécies apresentam graos de polen monades, exceto
L. languida Leme que apresenta graos arranjados em tétrades, tamanho médio,
formatos oblato a suboblato, simetria bilateral, abertura triporado para a maioria das
espécies, exina semitectada a eutectada, ornamentacado variando de reticulada-
heterobrocada, psilada a perforada. Os grédos de poélen apresentaram altas
porcentagens de viabilidade, principalmente na antese, independente da
metodologia utilizada. Todas as espécies sdo alégamas e autoincompativeis,
exceto L. smithii Read que apresentou autogamia. Agamospermia nao foi
observada em nenhuma das espécies estudadas. O sucesso das hibridacfes
correspondeu a 53,9% (228 sucessos de 423 polinizacbes) em 41 combinacdes.
Apenas 12 combinag¢des apresentaram incongruéncias. As possiveis causas da
autoincompatibilidade e incongruéncia entre as espécies estdo relacionadas a
inibicdo do crescimento do tubo polinico ao longo do estilete; enovelamento dos
tubos polinicos ao longo do estilete; tubos polinicos no interior do ovario, mas sem
penetracdo na micropila; deposicdo reticulada de calose no tubo polinico, baixa
germinacao dos grados de polen na superficie do estigma, entre outros eventos.
Sugere-se que a autoincompatibilidade nas espécies avaliadas seja gametofitica,
evitando a autofertilizacdo. As sementes geradas nos diferentes sistemas
reprodutivos, bem como nas hibridac6es germinaram acima de 94%. Conhecer a
morfologia dos grédos de pélen e a viabilidade conferem dados importantes para a
taxonomia bem como para 0s cruzamentos controlados e obtencdo de sementes
ou até mesmo para ensaios de conservacao a médio e longo prazo. Os resultados
apresentados trazem contribuicbes importantes para a taxonomia, morfologia,
conservacgao das espécies, geracao de sementes e hibridagcdo em Bromeliaceae,
principalmente, as endémicas e ameagadas de extingao.

PALAVRAS-CHAVE: Bromelioideae, biologia floral e reprodutiva; conservacgéao;
sistema reprodutivo, taxonomia; teste histoquimico; viabilidade polinica.



REPRODUCTIVE ASPECTS OF Lymania (BROMELIACEAE), ENDEMIC TO
NORTHEAST BRAZIL AND ENDANGERED

ABSTRACT: The genus Lymania Read belongs to the Bromeliaceae family. Among
its diagnostic traits are the presence of free petals and an inferior grooved or winged
ovary. At present, the genus has ten species, all of them endemic to Northeast Brazil
and restricted to the Atlantic Forest phytogeographic domain. Most of these species
are classified as endangered or have not yet been evaluated in this regard. Studies
of the pollen morphology and viability and reproductive systems provide important
information for taxonomic and reproductive investigations and efforts to preserve
these species. The objective of this work was to investigate the reproductive
aspects, such as the morphology, production and viability of pollen, by means of in
vitro germination and histochemical testing of nine Lymania species, as well as to
identify the reproductive systems and potential for interspecific hybridization through
evaluation of the germination of pollen grains and growth of pollen tubes in the pistil
via fluorescence microscopy with ultraviolet filtering. All the species had monad
pollen except for L. languida Leme, which had grains arranged in tetrads. The grains
of the majority of species had medium size, oblate to suboblate shape, bilateral
symmetry, triporate opening, semitected or eutectate exine, and ornamentation
varying from reticulated-heterobrocade, psilate or perforte. The grains presented
high viability percentages, mainly during anthesis, independent of the method used.
All the species are allogamous and self-incompatible except for L. smithii Read,
which is autogamous. Agamospermy was not observed in any of the species. The
hybridization success rate was 53.9% (228 successes from 423 pollinations), in 41
combinations. Only 12 combinations presented incongruence. The possible causes
of self-incompatibility and incongruence among the species were related to inhibition
of growth and/or folding of the pollen tube in the style; failure of the pollen tube to
penetrate the micropyle; reticulated deposition of callose in the pollen tube; and low
germination of the pollen grains on the surface of the stigma, among other problems.
We suggest that the self-incompatibility of the species is gametophytic, to prevent
self-fertilization. The germination rate of the seeds generated in the different
reproductive systems, as well as in the hybridizations, was 94%. Knowledge of the
morphology of pollen grains and their viability is important for controlled crosses to
obtain seeds for conservation of the species in the medium to long term. The results
make contributions to the taxonomy, morphology, conservation of species,
generation of seeds and hybridization of Bromeliaceae, mainly endemic species that
are at risk of extinction.

KEYWORDS: Bromelioideae, floral and reproductive biology; conservation;
reproductive system, taxonomy; histochemical testing; pollen viability.
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INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae possui um grande niumero de espécies e géneros e
esta presente em diversos ecossistemas distribuido em todo territério nacional,
principalmente na Mata Atlantica. O género Lymania Read possui dez espécies
(GOUDA et al., 2023) que se caracterizam por possuir ovario infero sulcado ou
alado e as pétalas livres (READ, 1984; SOUSA; WENTD, 2008). Sdo espécies
endémicas do Sul da Bahia, exceto L. smithii R. W. Read que ocorre nos estados
de Pernambuco e Alagoas (SOUSA et al., 2007). A maioria das espécies do género
estd na lista de espécies 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 Conservagdo da Natureza)
(IUCN, 2023) ou ainda nao foram avaliadas quanto ao seu grau de ameaca.

O conhecimento da biologia floral e reprodutiva é imprescindivel para
elaboracdo de estratégias de conservacdo e manejo das espécies, fornecendo
informacdes sobre a morfologia e viabilidade polinica, mecanismo reprodutivo e
barreiras reprodutivas indispensaveis para a reproducdo de espécies nativas
(NEGRELLE; MURATO, 20086).

Neste trabalho, foram estudadas nove espécies do género Lymania (Figura
1). Sdo elas: Lymania azurea Leme (Figura 1A), L. brachycaulis (E.Morren ex
Baker) L. F. Sousa (Figura 1B), L. corallina (Brong. ex Beer) R. W. Read (Figura
1C), L. globosa Leme (Figura 1D), L. languida Leme (Figura 1E), L. marantoides (L.
B. Sm.) R.W. Read (Figura 1F), L. involucrata Leme & E.H. Souza (Figura 1G), L.
smithii R. W. Read (Figura 1H) e L. spiculata Leme & Forzza (Figura 11).

Esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos que abrangem estudos
sobre a viabilidade e morfologia e dos grdos de podlen (Capitulo 1) e sistemas

reprodutivo e hibridacdes interespecificas de Lymania (Capitulo 2).
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O capitulo | é intitulado “Morfologia e viabilidade polinica de espécies de
Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil e
ameacadas de extingdo”. O objetivo deste trabalho foi avaliar a morfologia e a
viabilidade de graos de pélen de nove espécies de Lymania endémicas do Nordeste
e ameacadas de extincdo. Foram utilizadas metodologias como microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e acetolise latica para avaliar a morfologia polinica,
germinacao in vitro dos graos de pélen em meio BM e SM, teste histoquimicos com
solucdo de Alexander e diacetato de fluoresceina em trés estadios de
desenvolvimento floral (pré-antese, antese e pos-antese) para avaliar a viabilidade
polinica.

O capitulo Il intitulado “Sistema reprodutivo e hibridacdes em Lymania
(Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil e ameacadas de
extingdo” aborda resultados dos estudos do sistema reprodutivo de Lymania e
hibridacdes interespecificas. Este capitulo teve como objetivo identificar os
sistemas reprodutivos e as possiveis hibridacdes interespecificas, bem como
avaliar as possiveis barreiras reprodutivas de nove espécies de Lymania, através
da avaliacdo da germinacéo dos graos de polen e crescimento do tubo polinico no
pistilo com o uso da microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta. Vale

destacar que todos os resultados aqui apresentados sdo inéditos.



12

Figura 1. Espécies de Lymania Read (Bromelioideae, Bromeliaceae). A) L. azurea
Leme, B) L. brachycaulis (E.Morren ex Baker) L. F. Sousa, C) L. corallina (Brong.
ex Beer) R. W. Read, D) L. globosa Leme, E) L. languida Leme, F) L. marantoides
(L. B. Sm.) R.W. Read, G) L. involucrata Leme & E.H. Souza, H) L. smithii R. W.
Read e 1) L. spiculata Leme & Forzza. Fotos: E.H.Souza.
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REFERENCIAL TEORICO

Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae Juss. pertence a Ordem Poales (APG 1V, 2016) e,
atualmente, possui 82 géneros e 3.735 espécies (GOUDA et al.,, 2023), com
distribuicdo por toda América, exceto Pitcairnia feliciana (Aug. Chev) Harms &
Mildbr que € nativa do oeste da Africa (GIVNISH et al., 2007; 2011). No Brasil, s&o
encontrados aproximadamente 56 géneros e 1.779 espécies (GOUDA et al., 2023),
sendo 85% endémicas e 202 espécies ameacadas de extincdo (FORZZA et al.,
2013), podendo ser encontradas em todos os biomas do Brasil (GOMES; SILVA.,
2013).

Tradicionalmente, Bromeliaceae esta dividida em trés subfamilias:
Bromelioideae, Pitcairnioideae e Tillandsioideae (SMITH; DOWNS, 1974; 1977;
1979). Porém, estudos filogenéticos realizados com marcadores plastidiais
subdividiram em oito subfamilias: Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae,
Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae
(GIVNISH et al., 2011).

As bromélias caracterizam-se por serem plantas herbaceas, perenes, a
maioria epifitas, raramente arborescentes ou arbustivas, caule pouco desenvolvido
e geralmente com entrends curtos, apresentam folhas alternas, espiraladas em
forma de rosetas distribuidas ao longo do caule, a margem foliar variando de inteira
a serrilhada (BENZING, 2000; VASCONCELLOS; OLIVEIRA, 2019). A superficie
da folha possui tricomas especializados em absorver umidade e nutrientes, quando
estes estdo disponiveis na atmosfera, carateristica tipica da familia
(VASCONCELLOS; OLIVEIRA, 2019).

As inflorescéncias apresentam variagcbes nas cores, podendo ser
racemosas, simples ou compostas, com posicdo terminal, raramente axilar,
comumente escapo e bracteas sdo coloridas e vistosas. As flores podem ser
poucas ou numerosas, bissexuais ou raramente unissexuais, simetria actimorfa ou
levemente zigomorfa, trimeras, hipdginas a epiginas, subtendidas por uma bractea
normalmente vistosa, tendo funcédo de atrair uma diversidade de polinizadores
(CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et al., 1985; WANDERLEY; MARTINS, 2007
GIVNISH et al., 2014).


https://www.sinonimos.com.br/comumente/
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As pétalas e sépalas sédo soldadas ou livres entre si, com cores variando de
vermelhas, brancas, amarelas ou verdes, apresentando ou nao apéndices
petalineos. Os estames (3+3) diplosttmone, podendo ser livres ou adnatos as
pétalas, podendo formar um tubo pelo concrescimento dos filetes. As anteras sao
tetrasporangiadas, bitecas, com deiscéncia rimosa (BENZING, 2000;
WANDERLEY; MARTINS, 2007; OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020).

Os graos de pélen sdo bastante varidveis quanto ao padrdo de abertura,
podendo ser porado (duas a muitas aberturas), monocolpado ou inaperturado
(SMITH; DOWNS, 1974; WANDERLEY; MELHEM, 1991; FARIA et al., 2004; SILVA
et al., 2016; SOUZA et al., 2017a). O gineceu possui trés carpelos unidos entre si,
ovario supero, infero ou semi-infero, tricarpelar, trilocular, com estilete terminal
trifido (NOGUEIRA et al., 2015; KUHN et al., 2016). O estigma apresenta variacées
podendo ser classificado em dezenove tipos, incluindo: conduplicado-espiral,
conduplicado-ereto, conduplicado-patente, conduplicado-pinatisecto, simples-
ereto, simples-truncado, simples-pinatisecto, simples-patente, simples-dilatado,
simples-imbricado, cilindricodistante, convoluto-lamina 1, convoluto-lamina I,
coraliforme, convoluto-obcénico, convoluto-guarda-chuva, cupulado, urceolado e
tubo-laciniado (BARFUSS et al., 2016; LEME et al., 2022; SIQUEIRA et al., 2023).

Os 6vulos podem ser escassos ou numerosos com placentagdo axilar. Os
frutos variam de capsulas septicidas, raramente loculicidas, bagas, ou composto,
como no género Ananas Mill. As sementes sdo pequenas, contendo apéndices ou
nao, que podem ser aladas, plumosas ou apresentando mucilagem (CRONQUIST,
1981; DAHLGREN et al., 1985; WANDERLEY; MARTINS, 2007; FAGUNDES et al.,
2014; KUHN et al., 2016).

As bromélias desempenham funcdo muito importante nos ecossistemas,
suas folhas largas dispostas em rosetas ao longo do caule acumulam agua e
nutrientes, formando um habitat para diversos organismos, como algas, bactérias,
anfibios, répteis e insetos, sendo utilizado para forrageamento, reproducédo e
refugio contra predadores (TSUDA et al, 2016; ROMERO et al, 2020;
SRIVASTAVA et al., 2020; LOPES FILHO et al., 2023).

Na economia, as bromélias possuem um papel importante em atividades
comerciais, seja na ornamentacdo ou na alimentacdo. Seu uso como planta
ornamental inclui algumas espécies dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas

Mill., Bromelia L., Guzmania Ruiz & Pav., Puya Molina, Sincoraea Ule, Tillandsia L.,
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Vriesea Lindl. (VANHOUTTE et al., 2016; VIEHMANNOVA et al., 2016; ANACLETO
et al.,, 2019; LIMA et al., 2020; ZUCCHI et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021;
LIDUENA-PEREZ et al., 2022). Na alimentacéo se destaca o género Ananas como
0 maior representante econOmico pelo consumo do fruto in natura ou
industrializados, sucos concentrados, geleias, frutas cristalizadas, lanches
desidratados, producdo de metabdlitos secundarios e na suplementacao de racao
animal (PRADO; SPINACE, 2019; ALl et al., 2020; CAMPOS et al., 2020; CHEN et
al., 2020; HIKAL et al., 2021). Como potencial medicinal, a enzima bromelina se
destaca devido as suas propriedades anti-inflamatérias, de suporte articular e de
ajuda digestiva e fins terapéuticos (CAMPOS et al., 2020).

Género Lymania

O género Lymania Read foi estabelecido por Robert W. Read (1984) e
pertence a subfamilia Bromelioideae (GOUDA et al., 2023). Nesse género, foram
acomodadas as espécies que continham a combinacdo de pétalas livres e ovario
infero sulcado ou alado (READ, 1984), que, anteriormente, pertenciam ao género
Aechmea, dentro dos subgéneros Lampprococcus (Beer) Baker, Araeococcus
Brongniart e Ronnbergia Morren & André. Este género é composto por dez
espécies sendo elas, Lymania alvimii (L. B. Sm. & R. W. Read) R.W.Read, L. azurea
Leme, L. brachycaulis (E.Morren ex Baker) L. F. Sousa, L. corallina (Brong. Ex
Beer) R. W. Read, L. globosa Leme, L. languida Leme, L. marantoides (L. B. Sm.)
R.W. Read, L. smithii R. W. Read e L. spiculata Leme & Forzza e, recentemente, L.
involucrata Leme & E. H. Souza publicada em 2021 (SOUZA et al., 2021; GOUDA
et al., 2023).

De acordo com a Flora e Funga do Brasil (2020), as plantas desse taxon séo
caracterizadas pela presenca de rosetas em forma de tanque, com 5 a 10 folhas
lageniforme a infundibuliforme, coloracdo verde ou arroxeada; bainhas foliares
elipticas e inteiras; laminas foliares do tipo linear ou lanceolada; escapo ereto, bem
pronunciado ou incluso no tanque; inflorescéncia € frequentemente ramificada ou
simples (L. marantoides); bracteas primarias sdo semelhantes as bracteas
escapais e as florais sdo ausentes ou inconspicuas; sépalas podem ser de agudas
a arredondadas, inteiras, assimétricas com a presenca de uma asa lateral

membranacea; pétalas sdo espatuladas, livres ou unidas; flores sdo hermafroditas
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inodoras (perfumadas apenas em L. languida), sésseis; estames contém filetes
adnatos as pétalas e antissépalos livres, ou todos aderidos ao tubo da corola;
estigma do tipo conduplicado-espiral, raramente com lobos ndo contorcidos (L.
smithii) de coloracéo branca, verde claro a azulado; ovério infero, profundamente
sulcado ou alado, com tubo epiginico curto, placentacdo do tipo axial e apical e
ovulos caudados; frutos do tipo baga, profundamente sulcado ou alado e,
dificilmente propagadas vegetativamente por estoldes.

As plantas desse género sao epifitas ou raramente terrestres (L. smithii e L.
marantoides), tipicas de ambientes de floresta tropical umida (KERSTEN;
KUNIYOSHI, 2009). As espécies de Lymania sdo endémicas do Nordeste
brasileiro. Das dez espécies conhecidas, incluindo as raramente terrestres (L.
smithii e L. marantoides), todas sao encontradas na Mata Atlantica do sul da Bahia,
principalmente, nos municipios de Arataca, Buerarema, Cravolandia, Ilhéus,
Jussari, Una e Urucuca, centro sul da Bahia (MARINHO et al., 2007; SOUZA et al.,
2021; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020). Apenas L. smithii, também pode ser
encontrada no municipio de Jaqueira, em Pernambuco, e Murici, em Alagoas
(MARTINELLI et al., 2008; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020).

O crescente interesse comercial em bromélias tem se intensificado com o
decorrer dos anos e tem sido baseado nas potencialidades de uso das plantas de
bromélia como ornamentais. Esse interesse agravou o extrativismo predatorio,
culminado com o desmatamento e destruicdo dos habitats, perda de biodiversidade
e, por consequéncia, muitas espécies da familia acabaram entrando na lista das
ameacadas de extincdo (FORZZA et al., 2013). As espécies de Lymania, por serem
epifitas de sub-bosque, necessitam obrigatoriamente de sombra para sua
sobrevivéncia e acabam sendo bastante afetadas pelas intervencdes antrGpicas
(SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2000).

Desse grupo de dez espécies presentes no género, 60% estdo na Lista
Nacional de Espécies Ameacadas de Extincdo, presentes na ultima portaria
publicada pelo Ministério do Meio ambiente, N° 148 em 7 de julho de 2022, sendo
elas a L. alvimii, L. azurea, L. brachycaulis, L. corallina e L. globosa classificadas
como em perigo, e L. spiculata, em criticamente em perigo (BRASIL, 2022).
Lymania involucrata esta classificada como criticamente ameacgada conforme
Souza et al. (2021). Vale ressaltar, que as outras espeécies, como L. marantoides,

L. languida e L. smithii ndo foram avaliadas quanto ao risco de ameaca e quando
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avaliadas, provavelmente entrardo em novas listas devido ao numero de individuos

encontrados no habitat verificado ao longo desse estudo.

Morfologia polinica em Bromeliaceae

De modo geral, a morfologia do grao de pélen é caracterizada pela presenca
de camadas interna (intina) e externa (exina) e uma regiao de abertura denominada
de colpo ou poro, por¢cdo formada pelo estreitamento e aprofundamento da exina
junto ao espessamento da intina (HESSE et al., 2009). As somas dessas
caracteristicas morfologicas e estruturais distintas servem de referéncia para
determinacdo da classificacdo taxon6mica das espécies, bem como podem
subsidiar estudos de conservacao e reproducado (NACATA et al., 2019).

Entre as Bromelidceas, ha uma ampla variabilidade na diversidade da
morfologia polinica inseridas nos grupos da familia. Por conta disto, Mez (1891-
1894; 1986) utilizou essas caracteristicas para a classificacdo sistematica da
familia. Também foi responséavel por distinguir dentro da familia trés subfamilias,
Pticairnoideae, Tillandsioideae e Bromelioideae, baseado no padrdo de abertura
dos grdos de pdlen. Nas subfamilias pertencentes a Pitcairnioideae e
Tillandsioideae sao classificadas como estenopolinica, ou seja, com baixa
diversificacdo, geralmente monocoplados. Ja nas Bromeliodeae, ha uma gama de
tipos de abertura da exina, porados (tribo Poratae), monocopolpados (tribo
Sulcatae) e inaperturados (tribo Integrae) (MOREIRA et al., 2005).

Quanto a disposicao polinica, pode-se encontrar na familia, grdos de pélen
moénades ou mais dificilmente tétrades. Além disso, a exina, pode ser classificada
como do tipo psilada, escabrada, foveolada, heterobrocada, microreticulada,
perforada ou reticulada (ERDTMAN, 1952; ERDTMAN; PRAGLOWSKI, 1974,
HALBRITTER, 1992; HALBRITTER; TILL 1998; FURNESS; RUDALL, 2001; JUDD
et al.,, 2002; MOREIRA et al., 2005; PUNT et al., 2007; SILVA et al.,, 2016;
SCHROEDER et al., 2019a; 2019b; SOUZA et al., 2021; LEME et al., 2022).

A partir da década de 70, diversos estudos foram realizados envolvendo a
morfologia polinica em Bromeliaceae. Entre eles, ha destaque para Ehler e Schill
(1973), que analisaram os graos de pélen de 217 espécies inseridas em 39 géneros
por meio da utilizacdo de microscopia Optica e eletrénica de varredura. Os mesmos

autores confirmaram que a subfamilia Bromelioideae apresentava carater
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euripolinico e Pticairnioideae e Tillandsioideae, carater estenopolinico, além de
classificar os graos de poélen em trés tipificacdes, sendo elas: monossulcados com
padrao irregular dos colpos, monossulcados com o comprimento dos sulcos
proximos ao tamanho dos gréos de pélen e os bi a poliporados.

Erdtman e Praglowski (1974) foram mais um dos pesquisadores
responsaveis por analisar os graos de poélen de 125 espécies pertencentes a 40
géneros de Bromeliaceae. Estes autores definiram dois agrupamentos baseados
no numero de aberturas polinicas, sendo eles, o grupo com grdos monocolpados e
outro com graos porados.

Halbritter (1992) estudou 31 géneros e 338 espécies de bromélias, dando
uma visao geral dos graos de pélen das espécies sobre microscopia eletrdonica de
varredura, focando principalmente na morfologia da abertura dos grdos sem,
entretanto, apresentar medidas e descri¢coes das espécies.

Além disso, varios outros estudos foram desenvolvidos visando enriquecer
o conhecimento voltado para a familia abrangendo a morfologia e ultraestrutura dos
gréos de pdlen. A partir deles, utilizando diferentes técnicas microscopicas para a
caracterizacao polinica, servindo de subsidios a taxonomia da familia e delimitacao
entre os taxons inseridos (ERDTMAN; PRAGLOWSKI,1974; WANDERLEY;
MELHEM, 1991; HALBRITTER, 1992; HALBRITTER; TILL, 1998; TARDIVO;
RODRIGUES, 1998; VERVAEKE et al., 2003; SOUZA et al., 2004; 2015; 2021;
MOREIRA et al., 2005; SILVA et al., 2016; SCHROEDER et al., 2019a; 2019b).

A utilizacao de técnicas, como a microscopia de luz e microscopia eletrénica
de varredura, é fundamental para as andlises da caracterizagdo morfolégica dos
grdos de podlen que, junto as andlises multivariadas, possibilitam o mapeamento
dos caracteres para estudos dos grupos taxonémicos (JAMES; MCCULLOCH,
1990; TULER et al., 2017).

Durante os estudos envolvendo a palinologia, se faz necessario a aplicacédo
de tratamentos sobre os graos para promover a limpeza e assim possibilitar uma
melhor visualizacdo da morfologia, ornamentacao e alguns detalhes intrinsecos ao
taxon (HESSE et al., 2009). A acetdlise, € uma metodologia que se utiliza de
sustancias acidas, como o anidrido acético, para retirar todo o conteudo interno
polinico e conservar a morfologia da exina para visualizacdo (ERDTMAN; SORSA,
1952).
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Durante o processo, a esporopolenina, substancia que compde a membrana
externa, reage com a solucao de acetolise que a torna transparente e degrada todo
o conteldo celular e a membrana interna (LABOURIAU,1973). No entanto, esse
tipo de técnica merece atencdo quando submetida aos grdos de pdlen de
Bromeliaceae. Wanderley e Melhem (1991), em seu estudo sobre o material
polinico de 30 espécies distribuidas em nove géneros da familia, ressaltaram a
necessidade de cuidados na escolha do tratamento para efetuar a limpeza dos
grdos de pdlen, por conta da possibilidade de deformacdo provocada durante a
acetolise utilizando a acetodlise lactica (ACLAC) de Raynald e Raynald (1971).
Nesse contexto, precisam ser realizadas adaptacdes para permitir a observacéo no

microscépio, antes que os graos de polen deformem.

Viabilidade polinica em Bromeliaceae

Para o entendimento do sucesso, ou eventuais barreiras da fecundacao e
geracdo de sementes que assegure perpetuacao das espécies, SA0 necessarios
estudos associados a biologia reprodutiva dos individuos, como o tamanho das
inflorescéncias, a producao de flores, o padrao e distribuicdo floral e de frutos, a
producgédo e a viabilidade de sementes e, principalmente, os estudos relacionados
a producdo e viabilidade dos gréo de polen (MCINTOSH, 2002; BURNE et al., 2003,
KERY; MATTHIES, 2004; SOUZA et al., 2015; 2017a; 2021; ALVES et al., 2015;
SAMPAIO et al., 2012; PAGGI et al., 2015; SILVA et al., 2016; NEVES et al., 2020).

A viabilidade polinica € um dos indicadores mais importantes para o éxito da
fertilizacdo. Deste modo, o entendimento e conhecimento desse parametro séo
imprescindiveis em programas de conservacdo, melhoramento genético e na
producdo agricola (SANTOS et al., 2015). Teoricamente, 0 meio de testar essa
viabilidade, normalmente, é através da realizacdo de polinizacdes e, por
consequéncia, observar os resultados na formacdo de frutos e sementes. No
entanto, por conta do tempo requisitado sao aplicadas outras metodologias que
possibilitam a estimagcdo do potencial em intervalos mais curtos (KARAKAYA,
2011). Esses meios podem ser meétodos diretos, como a indugdo germinacao
polinica in vitro (DUTRA et al., 2000; PARTON et al., 2002; GOMES et al., 2003;
PIO et al., 2007; SOUZA et al., 2015) e in vivo (OLIVEIRA et al., 2001) ou ainda

indiretos, baseados em caracteristicas citoldogicas como a coloracdo dos gréaos
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(SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992; KEARNS; INOUYE, 1993), para verificar
atividade enzimética ou a presenca de substancias quimicas (SOUZA et al., 2015).

A metodologia baseada em testes histoquimicos, sdo mais simples, baratos
e rapidos que os demais. No entanto, ndo sdo tdo conclusivos sobre a real
viabilidade do grdo de polen e sua efetividade para uso na polinizacdo. Entre os
corantes mais utilizados estdo o carmim acético, solucado de Alexander, sudan 1V,
azul de anilina, azul de algod&o, iodeto de potassio (STANLEY; LINSKENS, 1974),
2,3,5-cloreto-de-trifeniltetrazolio (DERIN; ETI, 1999) e diacetato de fluoresceina
(MARTINELLI, 2012). Essas substancias em contato com os graos de pdlen,
promovem variacdes na coloracao e reacdes enzimaticas que indicam a viabilidade
ou nado. Os testes histoquimicos, ndo permitem a inferéncia sobre a capacidade
germinativa polinica (SOARES et al., 2008). Deste modo, os resultados néo
conferem confiabilidade por serem superestimados, devido a interacdo e
pigmentacdo de substancias como enzimas, amidos ou outras substancias que
também estdo presentes em graos de podlen inviaveis (PARTON et al.,, 2002;
SOARES et al., 2008; SOUZA et al., 2015; 2017a). Esse é o caso do corante
carmim acético, que superestima a viabilidade por reagir com a integridade
cromossOmica, como relatado por Kearns e Inouye (1993), tanto que € pouco
recomendada nesse tipo de estudo (PARFIT; GANESHAN, 1989).

A coloracdo citologica polinica atua como na ilustracéo da integridade celular
seja ela cromossdmica (KEARNS; INOUYE, 1993) protoplasmatica, de parede
celular (ALEXANDER, 1969) ou sobre as atividades enzimaticas desidrogenases,
como no caso do 2,3,5-cloreto-de-trifeniltetrazolio (SHIVANNA; RANGASWAMY,
1992; DERIN; ETI, 1999). Einhardt et al. (2006) relatam que por mais que a
coloracdo seja um método simples e barato, ainda assim, ndo permite maiores
informacdes quanto a viabilidade polinica, o que ja é observado no procedimento
da germinacao in vitro.

Os processos diretos, envolvendo a germinagéo de polen in vitro e in vivo,
conferem maior robustez, 0s quais permitem analisar a emissao do tubo polinico e
assim correlacionar com a viabilidade (MARCELLAN; CAMADRO, 1996;
JAYAPRAKASH; SARLA, 2001).

A metodologia mais utilizada na determinacdo da viabilidade polinica é a
germinacao in vitro, pois possibilita a observacdo do desenvolvimento do tubo

polinico (SOUZA et al., 2015; 2017a). E caracterizada como uma técnica de fAcil
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aplicacdo e com a possibilidade de resultados em curto prazo (PO et al., 2007,
SOARES et al., 2008). Esse procedimento ndo garante a efetivacao da fertilizacao,
porém serve de indicativo de confiabilidade (EINHARDT et al., 2006). Entretanto, o
método in vivo, é o mais eficiente porque através dele € possivel assegurar que o
processo da fecundacdo foi concluido (SOUZA et al., 2015). Fatores como a
nutricdo da planta, o horario e o método utilizado para coleta dos graos de pdlen, o
fotoperiodo, temperatura, periodo de incubacdo aplicados e, principalmente, a
composi¢cdo do meio de cultura sdo determinantes para o eventual sucesso na
germinacao in vitro (SOARES et al., 2008), sendo eles, ajustados de acordo com
cada espécie a ser trabalhada (DAFNI, 1992; SOUZA et al., 2017a).

Para obtencdo de resultados confiaveis quanto a germinacéo in vitro dos
graos de pélen, é imprescindivel a utilizacdo de meios de cultura que permitam a
expressado do potencial fisioldgico e o desenvolvimento do tubo polinico (TAYLOR,;
HEPLER, 1997; SOARES et al., 2008). O meio de cultura mais adequado deve ser
parte de um protocolo especifico considerando diversos fatores como sua
composi¢do, pH, condi¢bes de incubacdo, assim como aspectos relacionados a
fisiologia do gréo de polen (SOARES et al., 2008).

Para um meio de cultura eficiente na germinacéo in vitro dos graos de polen,
diferentes substancias sao adicionadas, a exemplo de carboidratos que atuam no
fornecimento de energia e equilibrio osmoético do grdo de pélen e promocao do
desenvolvimento do tubo polinico (STANLEY; LINSKENS, 1974). O &cido bdrico
promove o crescimento do tubo polinico e reduz as chances de rompimento
(FRANZON; RASEIRA, 2006); nitrato de calcio favorece a formacéo dos atribuidos
relacionados a fisiologia e na reducéo da sensibilidade dos gréos de polen ao meio
inserido, com a promocao da rigidez e crescimento do tubo polinico em formato
linear (STANLEY; LINSKENS, 1974), além de micronutrientes e hormdnios que sao
associados como principais componentes do meio de cultura (BREWBAKER;
KWACK, 1963; PIO et al., 2007; SOARES et al., 2008).

Sistema reprodutivo em Bromeliaceae

As bromélias podem se reproduzir tanto de forma sexuada, por
autofecundacdo ou fecundacdo cruzada, e assexuada por meio de Orgaos
especializados como estolées ou rizomas (VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006;
HMELJEVSKI et al., 2007; RIBEIRO; MATALLANA, 2013; ROGALSKI et al., 2017,



22

PINANGE et al., 2020). Essa combinacg&o € vantajosa a curto e longo prazo, pois
possibilita a manutencdo e permanéncia das espécies em seus habitats e na
colonizagdo em novos ambientes, favorecendo a conservacao e evolucao dessas
plantas no espago e no tempo (KARASAWA, 2009; LIU et al., 2010). A reproducao
via estoldes € comum em Bromeliaceae, principalmente nas espécies do género
Aechmea (SAMPAIO et al., 2002) e Lymania. No entanto, para alguns taxons a
propagacdo ocorre exclusivamente por um unico método, como em Dyckia
tuberosa (Vell.) Beer (VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006; ROGALSKI et al.,
2009; ROGALSKI et al., 2017).

As espécies de Bromeliaceae podem apresentar autocompatibilidade
autoincompatibilidade, agamospermia a cleistogamia (CULLEY; KLOOSTER,
2007; MATALLANA et al., 2010; SOUZA et al., 2017b), além de diferentes barreiras
reprodutivas como a dicogamia e a heterostilia, ambos funcionando como um
entrave para a autopolinizacdo e assim promover a alogamia (BENZING, 2000).
Assim como a protoginia, que se refere ao amadurecimento do gineceu, antes que
0 polen esteja maduro, e € caracteristica no género Tillandsia (GARDNER, 1986).
Ja a protandria, com 0 amadurecimento do androceu antes que o 6rgao feminino
esteja receptivo, foi observada em algumas espécies do género Vriesea
(MARTINELLI, 1997).

A autoincompatibilidade obriga a ocorréncia de fecundacdo cruzada
(xenogamia), como ja observado em Ananas comosus (L. Merril), A. ananassoides
(Bak.) L.B. Smith e A. bracteatus (Lindl.) Schult. & Schult (PAGGI et al., 2007).
Acredita-se que alogamia seja 0 sistema reprodutivo basal em Bromeliaceae
(BENZING, 2000; GIVNISH et al., 2007) e € comum em Varias espécies ja descritas
na literatura de diferentes géneros (VERVAEKE et al., 2001; WENDT et al., 2002;
MATALLANA et al., 2010; PAGGI et al., 2015; MATALLANA et al., 2016; SOUZA et
al., 2017b).

Diversos autores estudaram as barreiras reprodutivas pré e pos-zigoéticas
presentes em Bromeliaceae e relataram autoincompatibilidade gametofitica;
diferenca de comprimento entre o estilete e o comprimento do tubo polinico;
morfologia e tamanho dos grao de pdlen; inviabilidade dos graos de pdélen; auséncia
de germinacdo dos graos de pdlen por conta de auséncia e insuficiéncia de
nutrientes e hidratacdo no estigma; auséncia de fatores associados ao

guimiotropismo na area da micrépila para estimular o crescimento do tubo polinico;
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degeneracéo precoce dos tecidos de reserva e do embrido; relacdo entre o tempo
de receptividade do estigma e a acdo dos agentes polinizadores, entre outros (VAN
TUYL; DE JEU, 1997; VERVAEKE et al., 2001; 2002; MATALLANA et al., 2016;
SOUZA et al.,, 2017b). Para a superagdo dessas barreiras, ja foram descritas
algumas técnicas como a polinizacdo com o estilete cortado, polinizacdo no eixo
placentario, enxertia de estilete, afins de garantir o sucesso na fertilizacdo (VAN
TUYL; DE JEU, 1997; VERVAEKE et al., 2001; 2002).

A utilizagcdo da microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta utilizando
azul de anilina é uma técnica que permite a presenca de calose nos tubos polinicos
e consequentemente o0 sucesso e 0 insucesso da fertilizacdo. Em estudos
desenvolvidos por Souza et al. (2017b) em espécies de Bromeliaceae, foi possivel
observar o crescimento do tubo polinico nos diferentes sistemas reprodutivos e em
hibridacdes interespecificas e intergenéricas. O sucesso da fertilizacdo pode ser
evidenciado com o crescimento e deposicdo regular de calose e a penetracdo dos
tubos polinicos na micrépila (SOUZA et al. 2017b). Ja a deposicdo irregular de
calose no tubo polinico, enovelamento dos tubos polinicos no estilete, paralizacao
de crescimento em uma determinada regido do estilete, evidencia as possiveis
barreiras gametofiticas presentes nas espécies ou incongruéncias nos casos das
hibridagbes (SOUZA et al. 2017D).

No entanto, apesar de tantos estudos, ainda ha uma demanda grande de
conhecimento, considerando a diversidade presente das espécies de
Bromeliaceae. Neste contexto, o conhecimento da biologia reprodutiva dessas
plantas, é importante para assegurar a sobrevivéncia e o estabelecimento dos
individuos com a finalidade de subsidiar planos de manejo e conservacado dessas
espécies, muitas, ja ameacadas (CESARIO; GAGLIANONE, 2008).

As plantas direcionam uma boa parte da sua energia para reproducao,
iniciada pela producéo de flores em quantidades, diferentes coloragbes, formatos e
dimensdes, visando exclusivamente, a atracdo de polinizadores (HOWE;
WETTLEY, 1997). Essas flores sao direcionadas para tipos especificos de agentes
polinizadores, garantindo o maior numero de visita¢des, visto que esse é um dos
fatores que influenciam no sucesso da fertilizagdo e no nimero de sementes
(PAGGI et al., 2007). Os fatores, como a biologia floral, estrutura espacial em que

estédo distribuidas as populagdes e as interacdes da planta com polinizador, sao
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cruciais nos processos envolvidos no sistema de cruzamento e a garantia do
sucesso reprodutivo (GAUDEUL; TILL-BOTTRAUD, 2004).

A sindrome de polinizacdo em Bromeliaceae € bem diversificada e,
majoritariamente, ha o predominio da ornitofilia, principalmente envolvendo os
beija-flores (KRAEMER et al., 1993; KESSLER; KROMER, 2000; KESSLER, 2002;
TAGLIATI et al., 2018). H4 também, a quiropterofilia (VOGEL, 1969; DOBAT,;
PEIKERT-HOLLE, 1985; HELVERSEN, 1993; SAZIMA et al.,, 1999), além de
espécies de pequenos roedores (COCUCCI; SERSIC, 1998). E uma das poucas
familias em que a polinizacédo por seres vertebrados se sobrepde a realizada por
insetos (ARAUJO et al., 1994). Entre os invertebrados, estdo os himendpteros e
lepidépteros, como principais agentes polinizadores, realizada em menor
frequéncia (SAZIMA et al., 1995; KAEHLER et al., 2005).

Hibridagbes em Bromeliaceae

A hibridacdo atua como uma importante fonte de variagcdo genotipica,
formando individuos a partir de cruzamentos interespecificos ou intergenéricos
(VERVAEKE et al., 2002; 2003; 2004) que permitem a criacdo de cultivares ou
variedades com novas combinagdes de formas e cores (VERVAEKE et al., 2001;
2004).

Na literatura, os primeiros registros envolvendo hibridos entre bromeliaceas
foram relatados por Morren, em 1879, em plantas do género Vriesea (SAMYN,
1995). Nesse género, ha uma grande compatibilidade reprodutiva entre espécies o
que tem permitido a producdo de hibridos controlados para fins artificiais
(MCWILLIAMS, 1974; VERVAEKE et al., 2004) ou hibridos naturais (LUTHER,
1984; READ, 1984; WENDT et al., 2000; PALMA-SILVA et al., 2011; ZANELLA et
al., 2015; COSTA et al., 2022).

Poucos sdo o0s registros cientificos envolvendo hibridacbes em
Bromeliaceae (VERVAEKE et al., 2002; 2003; SOUZA et al., 2017b; COSTA et al.,
2021) mas inumeros hibridos séo registrados e estdo no mercado suprindo a
grande demanda das plantas ornamentais. No trabalho de Souza et al. (2017b),
foram estudados os sistemas reprodutivos e as possiveis barreiras reprodutivas em
hibridac6es interespecificas e intergenéricas de dezesseis espécies de bromélias a
partir de cruzamentos controlados. Realizou-se posterior germinagdo do grao de

polen e crescimento do tubo polinico no pistilo com microscopia de fluorescéncia.
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Entre as hibrida¢cbes de sucesso, a grande maioria foi associada ao género Ananas
(24,96%). Entre as hibridacdes intergenéricas foi possivel apenas nas combinacdes
entre Vriesea michaelii W.Weber x A. nahoumii Leme e V. simplex (Vell.) Beer x A.
nahoumii (SOUZA et al., 2017b). O insucesso observado por Souza et al. (2017b)
foi semelhante ao observado em Vervaeke et al. (2002) com a incapacidade
germinativa do gréo de polen na superficie do estigma, inibicdo do crescimento do
tubo polinico no estilete, enovelamento ou paralisacdo dos tubos polinicos ou
estilete como barreiras pré-zigéticas. J4 os casos relacionados as barreiras pés-
zigoticas, ha ocorréncia da fertilizacdo e posterior aborto do embrido nas mais
diversas fases de desenvolvimento (VERVAEKE et al., 2001).

Na Sociedade Internacional de Bromélias “Bromeliad Society International”
(BSI, 2023) e no “Journal of the Bromeliad Society” estao registrados mais de 600
hibridos envolvendo inimeras espécies de mais de 35 géneros da familia, sendo
eles tanto de origem natural, como hibridos controlados. Na literatura, até o
presente momento, ndo existe registros de hibridos envolvendo espécies de

Lymania.
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CAPITULO 1

MORFOLOGIA E VIABILIDADE POLINICA DE ESPECIES DE Lymania
(BROMELIOIDEAE, BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO NORDESTE DO
BRASIL E AMEACADAS DE EXTINCAO?
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MORFOLOGIA E VIABILIDADE POLINICA DE ESPECIES DE Lymania
(BROMELIOIDEAE, BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO NORDESTE DO
BRASIL E AMEACADAS DE EXTINCAO!

RESUMO: O género Lymania pertence a familia Bromeliaceae e atualmente possui
dez espécies endémicas no Nordeste do Brasil restritas ao dominio da Mata
Atlantica e, a grande maioria ameacada de extingdo. Estudos sobre morfologia e
viabilidade polinica fornecem informac¢des importantes para estudos taxondémicos,
reprodutivos e para conservagado das espécies. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a morfologia polinica e a viabilidade de gréos de pdlen de nove espécies de
Lymania que ocorrem no estado da Bahia, Brasil. Para a caracterizacéo
morfologica, os gréos de polen foram coletados e processados para microscopia
de luz (ACLAC) e microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para os testes
histoquimicos, foram utilizadas duas solucdes: Alexander e diacetato de
fluoresceina em trés estadios de desenvolvimento floral (pré-antese, antese e pés-
antese). A germinacao dos graos de polen foi determinada pela germinacao in vitro
utilizando dois meios de cultura (BM e SM) nos mesmos estadios. Todas as
espécies apresentam graos de polen monades com excecdo de L. languida com
graos arranjados em tétrades, tamanho médio, com formatos oblato a suboblato,
simetria bilateral, abertura triporado para a maioria das espécies, exina semitectada
a eutectada, ornamentacdo variando de reticulada-heterobrocada, psilada a
perforada. Os grdos de pdlen das espécies estudadas apresentaram altas
porcentagens de viabilidade na antese, independentemente do método utilizado,
histoquimico ou germinagéo in vitro. O meio de cultura SM e a coleta dos gréos de
pélen no estadio de antese floral foram os mais adequados para as espécies de
Lymania. Conhecer a estrutura dos gréos de poélen e viabilidade polinica dessas
espécies confere dados importantes para a taxonomia bem como para 0sS
cruzamentos controlados e obtencdo de sementes ou para 0S ensaios de
conservacao, especialmente das espécies ameacadas.

PALAVRAS-CHAVE: Bromélia, Biologia floral e reprodutiva; Conservacgao,
Germinacéo in vitro; Viabilidade polinica; Teste histoquimico; Taxonomia.
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POLLEN MORPHOLOGY AND VIABILITY OF Lymania (BROMELIOIDEAE,
BROMELIACEAE) SPECIES ENDEMIC TO NORTHEAST BRAZIL AND
ENDANGERED

ABSTRACT: The genus Lymania Read belongs to the Bromeliaceae family and
currently contains ten species, all endemic to Northeast Brazil, restricted to the
Atlantic Forest domain. Most of these species are classified as endangered or have
not yet been evaluated in this regard. Studies of the pollen morphology and viability
and reproductive systems provide important information for taxonomic and
reproductive investigations and efforts to preserve these species. The objective of
this work was to evaluate the pollen morphology and viability of nine Lymania
species that occur in the state of Bahia, Brazil. For morphological characterization,
the pollen grains were collected and processed for light microscopy (ACLAC
method) and scanning electron microscopy (SEM). In the histochemical tests, two
stains were used, Alexander’s solution and fluorescein diacetate, in three floral
development stages (pre-anthesis, anthesis and post-anthesis). The pollen grains
were germinated in vitro using two culture media (BM and SM) in the same stages.
All the species had monad pollen grains, except for L. languida, which had grains
arranged in tetrads. The grains of the majority of species had medium size, oblate
to suboblate shape, bilateral symmetry, triporate opening, semitected or eutectate
exine, and ornamentation varying from reticulated-heterobrocade, psilate or
perforate. The grains presented high viability percentages, mainly during anthesis,
independent of the method used (histochemistry or in vitro germination). The SM
culture medium and collection of the pollen grains at the floral anthesis stage were
the best strategy for the Lymania species. This study presents the first report of the
palynological characterization of the Lymania species, contributing to their
taxonomy and species characterization. Knowledge of the morphology of pollen
grains and their viability is important for controlled crosses to obtain seeds for
conservation of species, especially endangered species.

KEYWORDS: Bromeliad, floral and reproductive biology, in vitro germination; pollen
viability; histochemical testing; taxonomy.
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INTRODUCAO

O género Lymania Read pertence a familia Bromeliaceae e atualmente
possui dez espécies (GOUDA et al.,, 2023). Todas as espécies do género sdo
endémicas do Nordeste, mais especificamente do sul da Bahia, exceto a L. smithii
Read que ocorre em Alagoas e Pernambuco, com todas as espécies restritas ao
dominio da Mata Atlantica (SOUSA; WENDT, 2008). Séo plantas que se
caracterizam por serem epifitas ou raramente terrestres, com flores completas e
ovario profundamente sulcado ou alado (SOUSA; WENDT, 2008).

A Mata Atlantica possui alta biodiversidade, um grande nimero de espécies
endémicas e esta entre os 35 hotspots do planeta (MITTERMEIER et al., 2011). A
maioria das espécies do género Lymania estdo ameacadas de extincdo conforme
o Livro Vermelho da Flora do Brasil (FORZZA et al., 2013) e Unido Internacional
para Conservacdo da Natureza, devido as atividades antropicas provocadas no
bioma que alteram seu habitat natural, além do constante aumento na demanda
comercial de plantas ornamentais representante em Bromeliaceae (NEGRELLE et
al. 2012).

Investigacdes da morfologia polinica fornecem informacdes importantes para
estudos taxonémicos auxiliando na melhor delimitacdo de espécies muito
semelhantes (MAJEED et al., 2020). Alguns estudos foram publicados sobre a
morfologia de graos de pélen em Bromeliaceae de diferentes géneros, como podem
ser evidenciado nos trabalhos de Halbritter (1992), Moreira et al. (2005), Soares et
al. (2011), Silva et al. (2016), Souza et al. (2017; 2021), Santos et al. (2018),
Schroeder et al. (2019), Santos-Teixeira et al. (2020), Santos et al. (2021) e Leme et
al. (2022) mas para as especies do género Lymania, esse € o primeiro registro, com
excecao de L. smithii e L. spiculata que ja tinha sido descrita por Halbritter (1992;
2016). Apesar dos trabalhos ja realizados, o conhecimento dos caracteres polinicos
ainda é limitado considerando o grande nimero de espécies dentro de familia.

Os gréaos de polen possuem caracteristicas morfologicas uUnicas, sendo
responsavel pela transferéncia do material genético masculino e por isso, tem sido
foco de vérios estudos reprodutivos para varias espécies (HESSE et al., 2009).
Além disso, o conhecimento sobre a abertura dos graos de pdlen e ornamentacéo

da exina sao importantes na identificacdo de espécies dentro da familia (EHLER,;
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SCHILL, 1973; ERDTMAN; PRAGLOWSKI, 1974; SOUZA et al., 2021; SANTOS et
al., 2021).

Além da morfologia, a viabilidade polinica é importante para estudos
reprodutivos, conservacionistas e de melhoramento genético de diversas espécies
(SOUZA et al.,, 2017; 2021). Além disso, os graos de podlen podem ser
criopreservados, de modo a garantir a conservacdo e possibilitar cruzamentos
controlados em diferentes espécies especialmente em casos de assincrona de
florescimento (SOARES et al., 2011; SOUZA et al., 2015). A determinacdo da
viabilidade polinica pode ser realizada de diferentes formas, através de métodos de
inducdo a germinacao in vitro ou testes histoquimicos (SOARES et al., 2008;
SOUZA et al., 2017; 2021; SANTOS et al., 2021).

A germinagdo in vitro é o teste mais utilizado para determinar a fertilidade
dos graos de pdlen, pois simula a interacdo dos grdos de pélen com o estigma
induzindo o crescimento do tubo polinico (SOARES et al., 2013). Para 0 sucesso
da germinacdo in vitro, alguns fatores como, estado nutricional da planta, horario e
técnica utilizada para a coleta dos grdos de pdlen, temperatura, fotoperiodo,
periodo de incubacdo e composicdo do meio de cultura, sdo fundamentais
(TAYLOR; HEPLER, 1997; SOARES et al.,, 2008). Para cada espécie, sdo
necessarios ajustes no meio de cultura para obter estimativas confiaveis de
viabilidade. O meio basico utilizado em germinagcédo consiste em sacarose, acido
badrico, nitrato de célcio e outras substancias (BREWBAKER; KWACK, 1963).

Esse estudo pretende gerar informacfes que possam subsidiar futuros
estudos taxondmicos da familia Bromeliaceae, trabalhos de conservagéo do género
e aclOes de melhoramento genético a partir de cruzamentos controlados. Em vista
disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de gréos de pdlen e a
morfologia polinica de nove espécies de Lymania endémicas do Nordeste, mais
especificamente no sul do estado da Bahia, Brasil, onde cada espécie aqui

estudada apresenta algum grau de ameaca de extingéo.

MATERIAIS E METODOS
Foram estudadas nove espécies de Lymania endémicas do Nordeste do
Brasil (Tabela 1). Todas as espécies foram coletadas em populagdes naturais, 0

voucher incorporado no Herbario do Reconcavo da Bahia (HURB) e amostras vivas
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depositadas no Banco de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélia) do Programa
de Poés-graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais (PPG-RGV) da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e Universidade Federal do Reconcavo 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 estao

devidamente cadastradas no SISGEN, sob a autorizacdo A9E9F8D.

Tabela 1. Espécies de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia, Brasil, incluindo o municipio de coleta e voucher do Herbario HURB,

endemismo e status de ameaca.

- Status
. Municipio de HURB :
Espécie Endemismo de
Coleta (voucher)
Ameaca*
Sul da
L. azurea Leme Una 18873 ] EN
Bahia
L. brachycaulis (E.Morren ex Sul da
Camamu 25954 ] EN
Baker) L.F.Sousa Bahia
] llhéus, 23965,
L. corallina (Brongn. ex Beer) Sul da
Itacaré, 27852, ] EN
Read Bahia
Uruguca, 25953
Igrapitina, 25392,
lIhéus, 30427, Sul da
L. globosa Leme ) EN
ltuberd, 30457, Bahia
Uruguca, 27803
) ] Sul da
L. involucrata Leme & E.H.Souza Igrapiina 25815 ] CR
Bahia
) Sul da
L. languida Leme Uruguca 27855 ] NE
Bahia
_ _ Sul da
L. marantoides (L.B.Sm.) Read Ibicarai 30616 ) NE
Bahia
- Igrapidna, 30435,
L. smithii Read Nordeste NE
Una, Uruguca 30416,18872
) ] Sul da
L. spiculata Leme & Forzza Jussari 30618 ) CR
Bahia

* Conforme IUCN (2023), Forzza et al. (2013) e Souza et al. (2021). EN = Em Perigo; CR
= Criticamente Ameacada; NE = N&o avaliada.
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Morfologia dos graos de polen

Os graos de pdlen foram desidratados em série etilica crescente por 20
minutos cada. As amostras foram secas em HMDS (Hexamethyldisilazane, Sigma®
Life Science) e 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 microscopio eletrbnico de varredura
(MEV) de presséao variavel JEOL JSMIT300LV (Tokyo, Japédo) operando a 20 kV
sendo as imagens digitalizadas. A classificacdo dos graos de pdlen foi de acordo

com a nomenclatura descrita por Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018).

Producédo e tamanho dos graos de polen

Para a quantificacéo dos graos de pdlen, foi realizada a contagem dos graos
produzidos por flor que possui seis anteras. Foram coletadas cinco flores em
estadio de pré-antese de diferentes plantas e armazenadas individualmente em
tubos de Eppendorf®, seguindo a metodologia descrita por Kearns e Inouye (1993).

Para mensurar o tamanho dos graos de polen foi realizada a acetdlise latica
fraca (ACLAC 40), que consiste na retirada do contetdo citoplasméatico dos graos
facilitando a visualizacdo da parede polinica e medicdo, conforme metodologia de
Raynal e Raynal (1971). As laminas foram examinadas ao microscopio de
fluorescéncia Olympus BX51 acoplado a uma camera digital Olympus DP175
(Olympus, Toéquio, Japao). Foram medidos o diametro polar, diametro equatorial
menor, didmetro equatorial maior e espessura da exina de 25 grdos de pdlen
escolhidos aleatoriamente com um auxilio do software ImageJ 1.46r
(http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) (RASBAND 1997-2012). As medidas do lumem
foram realizadas tomando como referéncia a maior distancia entre elas. Foram

analisados estatisticamente quanto a média das medidas e desvio padrao.

Testes histoquimicos dos graos de polen

Para os testes histoquimicos para avaliagcdo da viabilidade polinica, foram
utilizadas duas solucdes: Alexander (ALEXANDER, 1969) e diacetato de
fluoresceina (FDA) (HESLOP-HARRISON; HESLOP-HERRISON, 1970). A
porcentagem de viabilidade foi avaliada utilizando cinco flores de plantas diferentes
em cada estadio de desenvolvimento floral (pré-antese — 18h, flor em botédo; antese
— 7h, flor recém-aberta; e pds-antese — 7h, flores recém fechadas).


http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html
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Os graos de polen foram distribuidos em laminas de vidro com uma gota do
respectivo corante e cobertos com uma laminula. As laminas foram examinadas
com auxilio de microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 acoplado a uma
camera digital Olympus DP175 (Olympus, Toquio, Japdo). Para a viabilidade dos
graos de polen com solucdo de Alexander as imagens foram obtidas em campo
claro e para o FDA as imagens foram obtidas em microscopia de fluorescéncia com
fitro UV. A fim de se obter uma boa amostragem, foi utilizado o método de
varredura, sendo contabilizados, para ambos os corantes, 100 gréos de pdlen por
lamina com trés repeticdo por tratamentos, perfazendo um total de 300 grdos de
polen.

O delineamento experimental para os testes histoquimicos dos graos de
pélen foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 x 9 (testes
histoquimicos x estadio de desenvolvimento floral x espécie) com cinco repeticoes.
Para comparacdo das médias, os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste Tukey (p<0,01) para os estadios de abertura
da flor, F (p<0,01) para os dois testes histoquimicos e Scott-Knott (p<0,05) para a

espécie, por meio do software R Core Team (2018).

Germinacéo in vitro dos graos de poélen

Foram coletadas trés flores nos mesmos cinco estadios de desenvolvimento
floral, como descrito acima. A germinac¢ao dos graos de pélen foi determinada pela
germinacao in vitro utilizando dois meios de cultura: BM: (PARTON et al., 2002):
H3sBOs (0,01%); sacarose (20%); agar (0,5%); pH ajustado para 6,5; e SM:
(SOARES et al., 2008): H3BOs3 (0,01%); Ca(NOs3)2 - 4H20 (0,03%); MgSO4 — 7H20
(0,02%); KNO3 (0,01%); sacarose (15%); agar (0,8%); pH 6,5.

Os graos de polen foram depositados em placas de Petri contendo 35 mL
dos diferentes meios de cultura, espalhados com auxilio de um pincel e mantidos
por 24 horas a temperatura 27 + 1°C em camara incubadora B.O.D. no escuro. As
imagens dos grdos de pdlen germinados foram capturadas com um
estereomicroscopio Leica EZ4 D (Leica Wetzlar, Alemanha). Apos o periodo de
inoculacao a germinacao foi estimada (em porcentagem) a partir da contagem dos
graos de poélen germinados sobre o total.

Para mensurar o comprimento do tubo polinico foi utilizado o programa

ImageJ 1.46r. Cinco tubos foram medidos aleatoriamente em cada quadrante,
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totalizando 60 tubos polinicos em cada tratamento. Os gréos de pélen com tubos
de comprimento maior ou igual ao diametro do gréo de polen foram considerados
germinados conforme metodologia descrita por Soares et al. (2008).

O delineamento experimental para germinacdo de grdos de polen foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 x 9 (meio de cultura x estadio
de desenvolvimento floral x espécie) com 12 repeticdes, sendo cada repeticao,
representada por trés placas de Petri subdividida em quatro quadrantes.

Os dados de percentagem de germinacéo foram transformados para arc sen
(Vx/100) antes da andlise estatistica. Para comparacdo das médias, os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey
(p<0,01) para os estadios de abertura da flor, F (p<0,01) para os dois meios de
cultura e Scott-Knott (p<0,05) para a espécie, por meio do software R Core Team
(2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia dos graos de poélen

Foi observada variabilidade morfopolinica entre as nove espécies de
Lymania, principalmente em relacéo ao formato dos graos de pélen, abertura, tipo
e ornamentacao da exina (Tabelas 1, 2 e Figura 1). O género Lymania ndo possui
uma caracteristica palinoldgica padrao, ja que existe uma variacdo desde a graos
de poélen monades a tétrades com formato que variam de oblato a suboblato,
aberturas dos graos biporados a triporados além da sua ornamentagao variar de
reticulada-heterobrocada, psilada a perforada (Tabela 3 e Figura 1). Ja dentro das
espécies, essa caracteristica € consistente, pois foram avaliadas mais de um

espécime coletado em diferentes localidades.
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Tabela 2. Caracteristicas morfométricas dos graos de pélen de nove espécies de

Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas no Nordeste do Brasil e

ameacadas de extingéo.

Vista equatorialt Vista polart
- ” Diametro _ _ P/E?
Espécie Diametro polar _ Equatorial Equatorial
equatorial (E) _
(P) (um) maior (um) menor (um)
(um)
L. azurea 32,45+ 1,20 45,42 + 2,95 41,08 +2,04 3507+5,82 0.71
L. brachycaulis 34,72 £ 2,14 44,37 + 2,81 42,38+2,35 37,20+2,06 0.78
L. corallina 36,15+ 1,61 48,91 + 3,36 43,01+2,70 37,70+2,48 0.74
L. globosa 28,73 £ 2,75 43,89 £ 2,80 38,24+346 3254+4,64 0.65
L. involucrata 30,02 + 3,89 43,14 £ 5,03 39,73+359 34,48+4,37 0.70
L. languida 31,68 +2,81 47,75 + 4,37 36,95+3,20 31,00+1,63 0.66
L. marantoides 27,33+ 2,21 42,28 £ 1,98 37,18+2,58 31,26+2,28 0.65
L. smithii 24,56 + 1,35 32,75 + 3,03 30,85+2,23 26,94+2,29 0.75
L. spiculata 28,58 + 2,48 36,46 + 4,22 32,28+2,11 30,56+2,98 0.78
Espessurat Diametro! NUmero de
Espécie graos de
Exina (um) Teto (um) Lumem (um)
pélen 3
L. azurea 2,05+ 0,25 0,55+0,14 1,03+0,18 16.393 f
L. brachycaulis 2,07 £0,32 0,33+ 0,09 152+0,11 112.500 b
L. corallina 3,24+£0,41 0,35+ 0,07 1,34+0,10 130.000 a
L. globosa 2,39+0,33 0,31 £ 0,07 1,46 + 0,06 40.000 ¢
L. involucrata 2,43+0,35 0,66 +£ 0,18 1,29+0,11 126.622 a
L. languida 2,67 £ 0,40 1,03+ 0,24 0,26 £ 0,04 76.666 c
L. marantoides 2,35+£0,28 0,28 £ 0,15 1,33+0,10 51.555d
L. smithii 1,58 £ 0,27 0,34 £ 0,07 0,21 £ 0,06 32.083 e
L. spiculata 1,76 + 0,24 0,76 £ 0,14 1,23+0,16 28.333 e

10s gréos de poélen foram acetolizados com ACLAC conforme Raynal e Raynal (1979). Os
resultados correspondem a média de 25 repeticdes + desvio padréo; ?De acordo com 0
método descrito por Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018). *Conforme metodologia de
Kearns e Inouye (1993). Letras iguais na coluna do numero de gréos de polen néo diferem
pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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Tabela 3. Caracteristicas morfologicas de graos de poélen de diferentes espécies

de Lymania (Bromeliaceae) endémica do Nordeste do Brasil e ameacada de

extingao.
Espécie Formato? Polaridade? Simetria® Abertura?
L. azurea Oblato Heteropolar Bilateral Triporado
L. brachycaulis Suboblato Heteropolar Bilateral Triporado
L. corallina Oblato Heteropolar Bilateral Triporado
L. globosa Oblato Subisopolar Bilateral Biporado
L. involucrata Oblato Heteropolar Bilateral Triporado
L. languida Oblato Subisopolar Bilateral Biporado
L. marantoides * * * *
L. smithii Oblato Subisopolar Bilateral Biporado
L. spiculata Suboblato Heteropolar Bilateral Triporado
Espécie Exinal Ornamentacao® Lumem?
L. azurea Semitectada Reticulada-heterobrocada p.b.
L. brachycaulis Semitectada Reticulada-heterobrocada m.b.
L. corallina Semitectada Reticulada-heterobrocada m.b.
L. globosa Semitectada Reticulada-heterobrocada p.b.
L. involucrata Semitectada Reticulada-heterobrocada p.b.
L. languida Eutectado Psilada -
L. marantoides * *
L. smithii Eutectado Perforata -
L. spiculata Semitectada Reticulada-heterobrocada p.b.

! De acordo com Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018). p.b. = poucas baculas; m.b. =
muitas baculas.
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Figura 1. Morfologia dos grdos de pdlen do género Lymania (Bromelioideae,
Bromeliaceae) endémicas no Nordeste do Brasil e ameacadas de extingdo. A-D) L.
azurea; E-H) L. brachycaulis; I-L) L. corallina; M-P) L. globosa; Q-T) L. involucrata; U-X) L.
languida; Y-AB) L. smithii; AC-AF) L. spiculata; A, E, I, M, Q, U, Y, AC) vista polar (pv) e
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vista equatorial (ev); B, F, J, N, R, V, Z, AD) detalhe da ornamentacdo da exina; C, G, K,
0, S, W, AA, AF) detalhe da abertura; D, H, L, P, T, X, AB, AF) gréo de polen apds acetélise
latica. Barras: A, E, I, M, Q, U, Y, AC) 10 uM; B-C, F-G, J-K, N-O, R-S, V-W, Z, AA, AD,
AE) 1 uM; D, H, L, P, T, AB, AF) 50 uM; X) 20 uM.

A partir dos dados morfométricos realizados nos graos submetidos a ACLAC,
todas as espécies apresentam graos de pélen com tamanho médio, sendo L. smithii
o de menor diametro e L. corallina o de maior diametro, independente da vista
observada. Quanto a espessura da exina o menor valor observado foi em L. smithii
com 1,58 + 0,27 um e a maior espessura em L. corallina com 3,24 + 0,41 um. Para
a espessura do teto a variacao foi de 0,31 £ 0,07 um para L. globosa e 1,03 £ 0,21
pm para L. languida. Para o diametro do lumem, a variacdo foi de 0,21 + 0,06 pm
para L. smithii e 1,52 + 0,11 um para L. brachycaulis (Tabela 2). A espessura da
exina, teto e lumem esta diretamente relacionada com a ornamentacdo dos graos
de polen e tem a funcéo de protecdo quanto a desidratacéo e incidéncia dos raios
ultravioletas (SOUZA et al., 2021). Consequentemente, tem influéncia nos estudos
reprodutivos, na polinizacdo nas espécies (PHILBRICK; OSBORN, 1994) e na
conservacgdo, como no caso da criopreservacdo que pode influenciar na
dissecacdo, assim como na ruptura dos graos de pdlen (SOUZA et al., 2015).

Em relacédo ao formato dos gréos de pélen, as espécies L. brachycaulis, L.
spiculata a apresentam formato suboblado, enquanto as demais espécies possuem
formato oblato (Tabela 3). Observou-se variac6es na abertura podendo classifica-
las como triporada para maioria das espécies, com excecéo L. globosa, L. languida
e L. smithii que apresentam grédos de pdlen biporado. Vale destacar que nas
espécies L. languida e L. smithii, o lumem foi bem reduzido por possuir graos de
polen com ornamentacgéao psilada e perforada (Tabela 3).

Todas as espécies avaliadas possuem graos de pélen com a unidade de
dispersdo sendo em monades com excec¢ao de L. languida que apresentou graos
de pélen arranjados em tétrades. Esta diferenca que se da devido a permanéncia
dos microésporos unidos apos a meiose na célula-mae dos gréos de pélen (DUTRA
et al., 2014). Segundo Caccavari (2002), em areas tropicais pode ser encontrada a
alta diversidade das caracteristicas morfopolinicas, podendo estar relacionada ao
endemismo das espécies. As tétrades polinicas podem se desenvolver
independentemente em muitos grupos nao relacionados taxonomicamente
(SKVARLA et al.,, 1975; GRAHAM et al., 1980; GUINET; FERGUSON, 1989;
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FERGUSON; BANKS, 1994) e podem ser consideradas como uma estratégia para
melhoria na eficiéncia da polinizacdo (PRAGLOWSKI et al., 1987; FERGUSON;
BANKS, 1994).

As caracteristicas dos grédos de podlen tétrades sdo as mais comuns em
espécies de Mimosa L. (Fabaceae) (MEDINA-ACOSTA et al., 2019), como também
em outras espécies de diferentes familias, como em Gaylussacia brasiliensis (Spr.)
Meiss e Agarista oleifolia (Cham.) G. Don (Ericaceae) (CORREA et al., 2011),
Thurniaceae (SILVA et al., 2020), Juncaceae (ORIANI et al. 2012), Annonaceae
(TSOU; FU, 2002; LORA et al., 2009). Em Bromeliaceae, até o presente momento,
s6 existe registro de grdos arranjados em tétrades em Androlepis skinneri
Brongniart ex Houllet (HALBRITTER., 2012) e Alcantarea nahoumii (SANTOS et
al., 2018). Vale destacar que em A. nahoumii os autores sO encontraram essa
conformacdo em uma amostra com inflorescéncia imatura, o que € totalmente
justificavel, pois na microsporogénese 0s microsporocitos sofrem meiose e séo
divididas em quatro com reducéo da carga genética (RUDALL, 2007).

As caracteristicas morfo-palinolégicas desempenham uma funcdo muito
importante para a taxonomia na identificacdo de espécies pertencente a uma
familia e em nivel de género e espécie (BUTT et al., 2018).

O género Lymania foi descrito por Read (1984) para agrupar as espécies
com ovarios sulcados ou alados que foram segregados dos géneros Aechmea
(subgénero Lampprococcus), Araeococcus Brongn. e Ronnbergia E.Morren &
André. Estudos apontam o monofiletismos do género (SOUSA et al., 2007; SOUSA;
WENDT, 2008). As primeiras espécies descritas foram baseadas em pinturas de E.
Morren feita em 1883 como no caso de Aechmea brachycaulis Baker, descrita
como Lamprococcus brachycaulis E.Morren in Baker. A descricdo incompleta e a
auséncia de material typus evidenciam o pouco conhecimento deste taxon desde a
sua descoberta e descricdo das espécies. Isso resultou em varias interpretacdes
diferentes e sinonimizagdes erroneas, como descrito em Gouda et al. (2023). Ao
descrever o género, Read (1984) tratou A. brachycaulis como sinénimo de L.
corallina, esta ultima espécie também descrita a partir de outra pintura de Morren.
A partir disso, Sousa et al. (2007) e Sousa e Wendt (2008) baseados em estudos
morfologico e filogenético restabeleceram a espécie, propondo uma nova
combinacéao (L. brachycaulis) a partir de plantas floridas de ambas as espécies em

cultivo.
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Nossos resultados palinolégicos demonstram que realmente sdo espécies
distintas (Tabela 3 e Figura 1) principalmente pelo formato dos graos de pdélen,
sendo Lymania brachycaulis com grédos de pdlen de formato suboblato e Lymania
corallina com grédos de polen de formato oblato. Além disso, os graos de L.
brachycaulis sdo menores que o de L. corallina (Tabela 2), confirmando o
posicionamento taxondmico estabelecido por Sousa e Wendt (2008).

Até o presente momento ndo se tinha conhecimento acerca dos caracteres
morfopolinicos do género Lymania. Desta forma, uma descricdo pormenorizada

esta apresentada a seguir.

Lymania azurea

Possui graos de pélen monade, de tamanho médio (45,42 + 2,95 um x 32,45
+ 1,20 pm em vista equatorial e 41,08 + 2,04 um x 35,07 £ 5,82 pum em vista polar),
formato oblato, heteropolar, simetria bilateral, ornamentacdo triporada,
semitectada, reticulada-heterobrocada e limen com poucas baculas (Figura 1 A-
D).

Lymania brachycaulis

Possui graos de polen monade, de tamanho médio (44,37 + 2,81 um x 34,72
+ 2,14 ym em vista equatorial e 42,38 + 2,35 um x 37,20 £ 2,06 um em vista polar),
formato suboblato, heteropolar, simetria bilateral, ornamentacdo triporada,
semitectada, reticulada-heterobrocada e lumen com muitas baculas (Figura 1 E-H).

Lymania corallina

Possui graos de pélen monade, de tamanho médio (48,91 + 3,36 um x 36,15
+1,61um em vista equatorial e 43,01 + 2,70 um x 37,70 £ 2,48 um em vista polar),
formato oblato, heteropolar, simetria bilateral, abertura triporada, semitectada,
ornamentacéao reticulada-heterobrocada, e limen com muitas baculas (Figura 1 I-
L).

Lymania globosa

Possui graos de p6len monade, de tamanho médio (43,89 + 2,80 um x 28,73
+ 2,75 um em vista equatorial e 38,24 + 3,46 um x 32,54 £ 4,64 yum em vista polar),
formato oblato, subisopolar, simetria bilateral, ornamentacdo biporada,
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semitectada, reticulada-heterobrocada e limen com poucas baculas (Figura 1 M-
P).

Lymania involucrata

Possui graos de polen monade, de tamanho médio (43,14 + 5,03 um x 30,02
+ 3,89 um em vista equatorial € 39,73 + 3,59 um x 34,48 £ 4,37 um em vista polar),
formato oblato, heteropolar, simetria bilateral, ornamentacdo triporada,
semitectada, reticulada-heterobrocada e limen com poucas baculas (Figura 1 Q-
T).

Lymania languida

Possui gréos de polen em tétrade, de tamanho médio (47,75 + 4,37 pm X
31,68 = 2,81 um em vista equatorial e 36,95 + 3,20 um x 31,00 + 1,63 pm em vista
polar), formato oblato, subisopolar, simetria bilateral, ornamentacdo biporada,

eutectada e psilada (Figura 1 U-X).

Lymania smithii

Possui graos de polen monade, de tamanho médio (32,75 + 3,03 um x 24,56
+ 1,35 um em vista equatorial e 30,85 + 2,23 um x 26,94 £+ 2,29 um em vista polar),
forma oblata, subisopolar, simetria bilateral, ornamentacdo biporada, eutectado e
perfurada (Figura 1 Y-AB).

Lymania spiculata

Possui graos de pélen monade, de tamanho médio (36,46 + 4,22 um x 28,58
+ 2,48 um em vista equatorial e 32,28 + 2,11 um x 30,56 £ 2,98 um em vista polar),
forma suboblate, heteropolar, simetria bilateral, ornamentacdo triporada,
semitectada, reticulada-heterobrocada e limen com poucas baculas (Figura 1 AC-
AF).

Producgédo de graos de polen

A estimativa do nimero de grdos de podlen produzidos por flor apresentou
diferencas significativas entre as espécies (Tabela 2). As espécies L. corallina, L.
involucrata e L. brachycaulis apresentam as maiores quantidades de graos de pdlen

com valores acima de 112.500 graos. Lymania azurea foi a espécie que apresentou
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a menor quantidade de grdos de pdlen nas anteras com 16.393 (Tabela 2). A
variacdo na producao de graos de pdlen por flor foi também verificada em outros
trabalhos com espécies da familia Bromeliaceae. A variagdo observada por Souza
et al. (2017), em estudo com 18 espécies pertencentes a cinco géneros distintos, a
exemplo de Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker ex Benth. & Hook.f. com
aproximadamente 32.080 gréos por flor, enquanto Aechmea distichantha Lem.,
com média de 221.666 grdos. Souza et al. (2021) estudaram 24 espécies de
Tillandsia L. e observaram uma variacdo do numero de graos entre as espécies do
mesmo género, a exemplo do subgénero Anoplophytum (Beer) Baker que
apresentou uma variacdo maior entre as espécies com 11.667 gréos de poélen para
T. tenuifolia var. vaginata (Wawra) L.B.Sm. a 80.033 para T. milagrensis Leme,
destacando uma variacao significativa entre as espécies do mesmo género.

A gquantidade de grédos de polen por flor esta relacionada a diversos fatores
entre 0s quais a espécie, adaptacdo ao ambiente, condi¢cbes climaticas, altitude,
tamanho dos gréos de pélen, dentre outros (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2010;
KHANDURI, 2011). Espécies que possuem elevado numero de graos de pdlen, por
antera e por flor, ttm maior potencial de dispersdo por agentes polinizadores
(CLARK; FINN., 2011). A producao de graos de pélen produzidos por flor pode
variar entre espécies do mesmo género ou até mesmo gendtipos da mesma
espécie, como verificado em trabalhos de Nogueira et al. (2015) e Figueiredo et al.
(2013). Espécies que possuem elevada quantidade de grédos de pélen podem ter

maior sucesso na fertilizacao.

Testes histoquimicos dos gréaos de pélen

Foram observadas interacdes significativas apenas para os estadios de
desenvolvimento floral (pré-antese, antese e pds-antese) e as nove espeécies de
Lymania. Entre os dois testes histoquimicos utilizados (solugdo de Alexander e
diacetato de fluoresceina) ndo foi possivel observar diferencas significativas,
evidenciando assim uma confiabilidade entre os dois métodos avaliados (Tabela
4).
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Tabela 4. Viabilidade dos gréos de pélen por dois testes histoquimicos [Solucéo de

Alexander (A) e Diacetato de Fluoresceina (B)] e trés estadios de desenvolvimento

floral em nove espécies de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas no

Nordeste do Brasil e ameagadas de extingao.
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Médias seguidas pela mesma letra mindsculas comparam as espécies e mailsculas os
estadios de desenvolvimento floral ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento Scott-
Knott (p<0,01) e teste de média Tukey (p<0,01), respectivamente.
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Figura 3. Viabilidade dos grédos de pélen de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae)
endémicas no Nordeste do Brasil e ameacadas de extin¢cdo. a-f) Testes histoquimicos
evidenciando graos de poélen vidveis e inviaveis (seta). a-c) Solucao de Alexander 2%. d-f)
Diacetato de fluoresceina. g-i) Germinag¢do de pdlen in vitro em meios de cultura BM
(PARTON et al., 2002) e SM (SOARES et al., 2008). a) L. languida, evidenciando altas
taxas de viabilidade com solucéo de Alexander 2% na antese. b) L. globosa, apresentando
baixa viabilidade na pés-antese. ¢) L. azurea, evidenciando grdos de pélen viaveis e
invidveis (seta) na antese. d) L. coralina, evidenciando altas taxas de viabilidade com
diacetato de fluoresceina na antese. e) L. coralina, pos-antese com diacetato de
fluoresceina. f) L. coralina, evidenciando gréos de pélen viaveis e inviaveis (seta) na
antese. g) L. involucrata, evidenciando alta porcentagem de germinagdo dos grdos de
pélen em meio de cultura BM na pré-antese. h) L. involucrata, evidenciando alta
porcentagem de germinacédo o dos graos de pdlen em meio de cultura SM na antese. i) L.
azurea, apresentando baixa porcentagem de germinacdo em meio de cultura BM na pés-
antese. Barras: a, b, d, €) 200 um; c, f) 50 um; g, h, i) 0,50 mm.

Lymania brachycaulis, L. corallina e L. involucrata apresentaram as maiores
porcentagens de viabilidade independente do estadio de desenvolvimento floral e
do teste histoquimico utilizado, com valores superiores a 88,26%. Lymania azurea,
L. globosa, L. marantoides, L. smithii e L. spiculatta apresentaram altas
porcentagens de viabilidade polinica apenas na antese, com valores superiores a
79,15%. Lymania languida apresentou alta viabilidade na antese e pds antese com

valores superiores a 96,23%. As menores porcentagens de viabilidade foram
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observadas na poés-antese em L. azurea, L. smithii e L. spiculatta com valores
inferires a 8,65 % (Tabela 4).

Para Souza et al. (2017), a solucdo Alexander € um bom teste de
histoquimico quando comparado a outros corantes, pois permite distinguir os graos
de polen viaveis e inviaveis na maioria das espécies de angiospermas. O corante
Alexander € uma solucao tripla contendo fucsina acida, que cora o citoplasma de
vermelho, o verde malaquita, que tinge a parede dos gréos de pélen de verde e o
Orange G, que intensifica a coloracdo (ALEXANDER, 1969). Graos de pélen viaveis
e integros coram de roxo ou azul escuro (Figura 3A-C).

O diacetatato de fluoresceina (FDA) visa verificar integridade da membrana
plasmética que esta intimamente relacionada com a viabilidade polinica e atividade
enzimatica dos graos de polen (HESLOP-HARRISON; HESLOP HERRISON,
1970). O corante atravessa as membranas, esterases intercelulares hidrolisam
FDA e a fluoresceina se acumula no citoplasma que mostra uma fluorescéncia
verde brilhante. Quando o plasmalema é prejudicado, o corante deixa os graos de
pélen com uma coloracdo uniforme, indicando que os grdos de pdélen ndo séo
viaveis, assim fornecendo uma metodologia eficaz para avaliar a qualidade do
polen (IMPE et al., 2020).

De acordo com Souza et al. (2002) e Hister e Tedesco (2016), séo
considerados como alta viabilidade polinicas, valores acima de 70% de
germinacao, de 31 % a 69% como média e abaixo de 30%, baixa viabilidade. Dessa
forma, os resultados deste estudo se mostraram excelentes para cruzamentos

controlados e conservacgao.

Germinacéo in vitro dos graos de poélen

Foram observadas interacfes significativas entre os meios de cultura,
estadio de desenvolvimento floral e espécie, tanto para porcentagem de
germinacao in vitro quanto para comprimento do tubo polinico (Tabela 5). Os
valores da germinacéo in vitro dos grdos de polen estdo bem proximos aos
resultados dos dois testes histoquimicos, o que confirma que os métodos utilizados

sdo confiaveis e o fator de variagdo é apenas a espécie e 0 estadio de

desenvolvimento floral.
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Tabela 5. Porcentagem de germinacéao in vitro e crescimento do tubo polinico em
nove espécies de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas no Nordeste
do Brasil e ameacgadas de extincdo em dois meios de cultura (BM e SM) e em trés

estadios florais de desenvolvimento (pré-antese, antese e pds-antese).

Germinacao in vitro

Sepees AIEE Bl e Pré-antese Antese Poés-antese

azurea BM 44,09 aB 77,55 aA 1,59 aC
SM 46,07 aB 79,95 aA 2,13 aC

. brachycaulis BM 91,56 aA 97,58 aA 93,30 aA
SM 93,53 aA 91,88 aA 93,94 aA

corallina BM 80,39 aA 91,35 aA 95,33 aA
SM 85,74 aA 87,85 aA 93,30 aA

. globosa BM 35,41 bB 94,49 aA 0,00 bC
SM 73,52 aB 96,42 aA 19,60 aC

Cinvolucrata BM 90,21 aA 96,42 aA 98,35 aA
SM 92,08 aA 99,30 aA 98,36 aA

_languida BM 54,87 aB 97,79 aA 94,16 aA
SM 58,31 aB 98,21 aA 98,22 aA

marantoides BM 50,41 aA 47,06 bA 0,00 bB
SM 53,65 aB 80,11 aA 4,16 aC

smithii BM 40,10 aB 79,58 aA 0,25 aC
SM 46,21 aB 85,28 aA 1,13 aC

. spiculata BM 44,23 aB 86,16 aA 2,15bC
SM 48,40 aB 86,50 aA 7,50 aC

CV (%) 23,11

Comprimento do tubo polinico (mm)

azurea BM 0,22 aB 0,34 aA 0,11 aC
SM 0,25 aB 0,33 aA 0,06 aC

 brachycaulis BM 0,48 aA 0,46 aA 0,48 aA
SM 0,49 aA 0,49 aA 0,53 aA

corallina BM 0,23 aA 0,27 aA 0,28 aA
SM 0,23 aA 0,21 aA 0,26 aA

. globosa BM 0,11 bB 0,56 aA 0,00 bC
SM 0,34 aB 0,58 aA 0,12 aC

“involucrata BM 0,47 aA 0,48 bA 0,52 aA
SM 0,51 aB 0,81 aA 0,42 aC

. languida BM 0,24 aB 0,42 aA 0,40 aA
SM 0,26 aB 0,45 aA 0,39 aA

marantoides BM 0,32 aA 0,30 bA 0,00 bB
SM 0,35aB 0,45 aA 0,18 aC

_smithii BM 0,16 aB 0,31 aA 0,05 aC
SM 0,17 aB 0,38 aA 0,05 aC

. spiculata BM 0,37 aB 0,42 aA 0,16 aC
SM 0,35 aB 0,45 aA 0,18 aC

CV (%) 18,56

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna dentro do mesmo fator espécie e
maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste F e Tukey (p<0,01), respectivamente.
* Meios de cultura: BM (PARTON et al., 2002). SM (SOARES et al., 2008).
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Apoés 24 horas de incubacédo, de forma geral, verificou-se que flores em
estadio de antese apresentaram maiores taxas de germinacdo e comprimento do
tubo polinico independente dos meios de cultura BM e SM, para todas as espécies
estudadas (Tabela 5). Lymania brachycaulis, L. corallina e L. involucrata n&o
apresentam diferencas significativas entre os estadios de desenvolvimento floral e
meios de cultura tanto para a germinacdo dos grdos de pdlen quanto para o
comprimento do tubo polinico. Baixa viabilidade ou inviabilidade total foi observada
na pos-antese em L. azurea, L. globosa, L. marantoides, L. smithii e L. spiculatta
independente do meio utilizado.

O meio de cultura BM apresentou menores porcentagens de germinacéao de
graos de polen em L. globosa em flores na pré-antese e pds antese, as espécies L.
marantoides e L. spiculata em pds antese, com taxas de germinacao inferior a
2,15%, diferindo significativamente em relagdo ao meio SM. O meio de cultura SM
€ mais completo por possuir nitrato de calcio, sulfato de magnésio e nitrato de
potassio, possivelmente elementos que maximizem a germinacdo dos graos para
essa espécie.

Souza et al. (2017) relataram que o0 meio de cultura BM nao foi eficiente para
a germinacdo em espécies dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill.,
Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms e Vriesea Lindl. Em contrapartida, Parton et
al. (2002), obtiveram éxito para as especies Aechmea, Vriesea, Guzmania e
Tillandsia, esses resultados demostram que o fator espécie é decisivo para escolha
de um meio de cultura adequado.

Em relacéo aos valores médios de crescimento do tubo polinico, de maneira
geral, verificou-se que a antese também apresentou as maiores médias, seguido
da pré-antese (Tabela 5). Lymania globosa e L. involucrata apresentaram os
maiores comprimentos do tubo polinico, principalmente no meio de cultura SM na
antese, com médias superior 0,58 mm, enquanto os menores valores foram
observados na antese para L. corallina e L. azurea independente do meio de cultura
utilizado com valores inferiores a 0,34 mm.

Para que obtenha sucesso na fecundacdo, os graos de pdlen precisam
germinar na superficie do estigma, desenvolver o tubo polinico e liberar

0s gametas masculinos nos 6vulos para uma fertilizacdo bem-sucedida, com
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interacOes coordenadas entre os graos de pélen e pistilo (JOHNSON et al., 2019;
TANG et al., 2020).

CONCLUSAO

Todas as espécies estudadas possuem graos de pélen ménadas, exceto L.
languida, com graos dispostos em tétrades, de tamanho médio, com formato oblato
a suboblato, simetria bilateral, abertura triporada para a maioria das espécies, exina
semitectada e eutectada, ornamentacdo incluindo reticulada-heterobrocada,
psilada e perforata.

Os graos de polen das espécies estudadas apresentaram altas
porcentagens de viabilidade na antese, independentemente do método utilizado,
histoquimico ou germinacao in vitro. O meio de cultura SM e a coleta dos gréos de
pélen no estadio de antese floral foram os mais adequados para as espécies de
Lymania.

Conhecer a estrutura dos gréos de pélen e viabilidade polinica dessas
espécies confere dados importantes para a taxonomia do género, bem como para
0S cruzamentos controlados e obtencdo de sementes ou para 0s ensaios de

conservagao.
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2 Manuscrito a ser submetido ao periédico cientifico Scientia Horticulturae.
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SISTEMAS REPRODUTIVOS E HIBRIDACOES EM Lymania
(BROMELIOIDEAE, BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO NORDESTE E
AMEACADAS DE EXTINCAO

RESUMO

RESUMO: Os sistemas reprodutivos em Bromeliaceae séo bem diversificados
com espécies, que vao desde plantas alégamas, autégamas, cleistbgamas,
agamospérmicas ou mistas. A hibridacéo permite a criagdo de novos genotipos
com diferentes combinacdes de formas e cores para atender as demandas do
mercado de plantas ornamentais por novidades. Conhecer as estratégias
reprodutivas das espécies viabiliza a obtencdo desses novos materiais com
potencial ornamental, além de ser fundamental para definir melhores estratégias
de conservacdo. Pouco se conhece sobre a biologia reprodutiva das espécies
de Lymania, além disso, pelo menos, 60% das espécies do género estdo na Lista
Nacional de Espécies Ameacadas de Extin¢cdo. O trabalho teve como objetivo
identificar os sistemas reprodutivos e as possiveis hibridacfes interespecificas e
as possiveis barreiras reprodutivas de oito espécies de Lymania, a partir da
germinacdo dos graos de pdlen e crescimento do tubo polinico no pistilo
utilizando microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta. Foram realizadas
polinizagBes naturais e controladas nas oito espécies estudadas. A estratégia
reprodutiva foi determinada através do indice de autogamia (IA), indice de
autoincompatibilidade (IAl) e eficiéncia reprodutiva (EF). Todas as espécies
apresentaram autoincompatibilidade, exceto L. smithii, que apresentou
autogamia. Agamospermia nao foi observada em nenhuma espécie estudada.
Foram realizadas 41 combinacdes de hibridagcdo entre as espécies, resultando
em 54% de sucesso, com registro de incongruéncia em apenas 12 combinagdes.
Os principais fenbmenos de incongruéncia identificados apés cruzamentos
interespecificos foram: pouca germinacao dos graos de pélen na superficie do
estigma; inibicAo do crescimento do tubo polinico ao longo do estilete;
enovelamento dos tubos polinicos ao longo do estilete; tubos polinicos no interior
do ovério, mas sem penetracao na micropila; deposicéo reticulada de calose no
tubo polinico, entre outros. Sugere-se que a autoincompatibilidade nas espécies
avaliadas seja gametofitica, evitando a autofertilizacdo. Os resultados
demonstraram que € possivel realizar hibridacdo com algumas espécies, porém,
sdo necessarios estudos morfologicos, genéticos e moleculares para comprovar
0 potencial dessas espécies. As sementes geradas nos diferentes sistemas
reprodutivos, bem como nas hibridacdes germinaram acima de 94%. Os
resultados apresentados trazem contribuicbes importantes para a conservacao
das espécies, geracdo de sementes e hibridacdo em Bromeliaceae.

PALAVRAS-CHAVE: Bromélia; barreiras reprodutivas; conservacao,
cruzamentos intraespecificos, microscopia de fluorescéncia.
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REPRODUCTIVE SYSTEMS AND HYBRIDIZATION OF Lymania
(BROMELIOIDEAE, BROMELIACEAE) SPECIES ENDEMIC TO
NORTHEAST BRAZIL AND ENDANGERED

ABSTRACT

ABSTRACT: The reproductive systems of the Bromeliaceae are highly
diversified, including species classified as allogamous, autogamous,
cleistogamous, agamospermic and mixed. Hybridization allows the creation of
new genotypes with different shapes and colors to meet the market demand for
novel ornamental plants. Knowledge of the reproductive strategies of these
species enables obtaining new genetic materials, and is fundamental to define
conservation strategies. Little is known about the reproductive biology of the
Lymania species, at least 60% of which are on the endangered list. The objective
of this study was to identify the reproductive systems along with the possible
interspecific hybridization and reproductive barriers of the eight Lymania species,
based on germination of pollen grains and growth of the pollen tube in the pistil,
using fluorescence microscopy with ultraviolet filtering. We carried out natural
and controlled pollinations of the eight species. The reproductive strategy was
classified according to the autogamy index (Al), self-incompatibility index (SlI)
and reproductive efficiency index (REI). All the species were self-incompatible
except L. smithii, which was autogamous. Agamospermy was not observed in
any of the species studied. All told, 41 hybridization combinations were carried
out, resulting in a success rate of 54%, with finding of incongruence in only 12
combinations. The main incongruence phenomena identified after the
interspecific crosses were low pollen grain germination on the sigma surface;
inhibition of growth and folding of the pollen tube in the style; failure of the pollen
tube to penetrate the micropyle; and reticulated deposition of callose in the pollen
tube, among other problems. We suggest that the self-incompatibility of the
species is gametophytic, to prevent self-fertilization. The results demonstrated
the possibility of hybridization of some species, but morphological, genetic and
molecular studies are necessary to prove the potential of these species. The
germination rate of the seeds generated in the different reproductive systems, as
well as in the hybridizations, was greater than 94%. The results make
contributions to the taxonomy, morphology, conservation of species, generation
of seeds and hybridization of Bromeliaceae.

KEYWORDS: Bromeliad; reproductive barriers; conservation, interspecific
crosses, fluorescence microscopy.
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INTRODUGCAO

A familia Bromeliaceae Juss. pertencente a ordem Poales com 3.731
espécies e 83 géneros (GOUDA et al., 2023) e estdo distribuidas nas Américas,
principalmente no territério nacional, e em todos o0s ecossistemas,
principalmente na regido da Mata Atlantica (LEME; SIQUEIRA FILHO, 2006).

O género Lymania Read pertence a subfamilia Bromelioideae e é
caracterizado pela combinag&o de pétalas livres, ovario infero, sulcado ou alado
(READ, 1984; SOUSA; WENDT, 2008; GOUDA et al., 2023). As espécies sdo
tipicamente epifitas ou raramente terrestres que habitam principalmente
ambientes de floresta tropical Umida e se propagam também de forma
assexuada por meio de estoldes (SOUSA; WENDT, 2008). Todas as espécies
sdo endémicas do Nordeste do Brasil, mais especificamente do Sul da Bahia e
do dominio fitogeografico da Mata Atlantica, com excecéo de L. smithii que é
encontrada em Pernambuco e Alagoas (MARINHO et al., 2007; SOUZA et al.,
2021; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020).

Os sistemas reprodutivos em Bromeliaceae séo bem diversificados, e vao
desde espécies autdbgamas, alégamas, cleistbgamas ou sistemas mistos
(MATTALANA et al., 2010; SOUZA et al., 2017). Muitas espécies apresentam
algum tipo de autocompatibilidade (SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2001;
MATTALANA et al., 2010; SOUZA et al., 2017), ou possuem barreiras
reprodutivas como a dicogamia, heterostilia (BENZING, 2000), protoginia
(GARDNER, 1986) e protandria (MARTINELLI, 1997). Todas essas barreiras
reprodutivas presentes favorecem a alogamia, obrigando a ocorréncia da
fecundacao cruzada (BENZING, 2000; PAGGI et al., 2007). A biologia floral e
reprodutiva de Lymania ainda é pouco conhecida e, além disso, pelo menos,
60% das espécies do género estdo na Lista Nacional de Espécies Ameacadas
de Extingdo (FORZZA et al., 2013; SOUZA et al., 2021; BRASIL, 2022). Desta
forma, estudos sobre os sistemas reprodutivos dessas espécies sdo de suma
importancia para 0 manejo e conservacdo, principalmente das espécies
ameacadas (CESARIO; GAGLIANONE, 2008).

A polinizacdo cruzada permite a troca de material genético entre as
espécies favorecendo o processo de formacdo de hibridos, sendo uma
importante fonte de variacdo que permite a criacdo de novos individuos com
caracteristicas préprias (VERVAEKE et al., 2002; 2003; 2004). Para a
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comprovacdo do sucesso das hibridagbes, sejam interespecificas ou
intergenéricas, de forma controlada ou artificial, 0 método da microscopia de
fluorescéncia com filtro ultravioleta utilizando azul de anilina permite a
visualizacdo do crescimento do tubo polinico e assim a observacao do sucesso
ou fracasso do cruzamento a ser realizado (BANDEIRA et al., 2011; SOUZA et
al., 2017).

A hibridacdo permite a criacdo de novas cultivares/ variedades com
diferentes combinacdes de formas e cores (VERVAEKE et al., 2001; 2004). Os
primeiros registros de hibridos na familia Bromeliaceae foram relatados por
Morren, em 1879, em plantas do género Vriesea Lindl. (SAMYN, 1995). No
entanto, até 0 momento, pouco se tem na literatura comparado ao numero de
espécies da familia estudos cientificos relacionados ao assunto envolvendo
hibridacoes em Bromeliaceae (VERVAEKE et al., 2002; 2003; SOUZA et al.,
2017; CAVALCANTE et al., 2020; MATALLANA et al., 2016; LOISEAU et al.,
2021; COSTA et al., 2021). Em contrapartida, ha registro de mais de 600
hibridos abrangendo inUmeras espécies pertencentes a 35 géneros da familia
(BSI, 2023), tanto de origem natural ou por meio de cruzamentos especificos.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo identificar os
sistemas reprodutivos e as possiveis hibridacdes interespecificas, bem como
avaliar as possiveis barreiras reprodutivas em oito espécies de Lymania, através
da avaliacdo da germinacéo dos graos de pdlen e crescimento do tubo polinico
no pistilo a partir do uso da microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta.
Os resultados aqui apresentados sdo inéditos, pois ndo existe registro de
estudos dos sistemas reprodutivos nem hibridos envolvendo espécies do género

Lymania.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram avaliadas oito espécies endémicas no Nordeste do Brasil do
género Lymania. As espécies estudadas sao restrita ao dominio fitogeografico
da Mata Atlantica e muitas delas ameacadas de extin¢ao (Tabela 1). As analises
foram realizadas partes em campo nas proprias populagcdes naturais nos

municipios de Camamu, Igrapitna, llhéus, Itacaré, Una, Urucuca e Jussari na
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Bahia e em plantas coletadas e estabelecidas no Banco de Germoplasma de
Bromélias (BGB Bromélia) do Programa de Pdés-graduacdo em Recursos
Genéticos Vegetais (PPG-RGV) da Embrapa Mandioca e Fruticultura e
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), localizado no municipio
de Cruz das Almas, Bahia, Brasil, no periodo de julho de 2019 a dezembro de
2022.

Tabela 1. Espécies de Lymania endémicas do Nordeste do Brasil, incluindo o

municipio de coleta e voucher do Herbario HURB, endemismo e status de

ameaca.
Espécie Municipio de HURB Endemismo Status de
Coleta (voucher) Ameaca*
L. azurea Leme Una 18873 Sul da Bahia EN
L. brachycaulis (E.Morren ex Camamu 25954 Sul da Bahia EN
Baker) L.F.Sousa
L. corallina (Brongn. ex Beer) llhéus, 23965, Sul da Bahia EN
Read Itacaré, 27852,
Uruguca, 25953
L. globosa Leme Igrapitina, 25392, Sul da Bahia EN
lIhéus, 30427,
ltubera, 30457,
Uruguca, 27803
L. involucrata Leme & E.H.Souza Igrapitna 25815 Sul da Bahia CR
L. languida Leme Uruguca 27855 Sul da Bahia NE
L. smithii Read Igrapitna, 30435, Nordeste NE
Una, 30416,
Uruguca 18872
L. spiculata Leme & Forzza Jussari 30618 Sul da Bahia CR

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

As espécies estabelecidas no BGB Bromélia foram cultivadas em ripado
de madeira com 50% de sombreamento e vasos plasticos (13 cm de altura por
10 cm de didametro) com substrato Vivato® e Casca de Pinus (1:1), sob
temperatura ambiente e umidade relativa de 70 %, no municipio de Cruz das
Almas, Bahia, Brasil.

As coletas foram realizadas conforme autorizagao do SISBIO n. 69870-1

e as atividades realizadas estao devidamente cadastradas no SISGEN, sob a
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autorizacdo A9E9F8D. Exemplares de cada espécie coletada nas diferentes
localidades foram incorporadas ao acervo do Herbario do Recdncavo da Bahia
(HURB).

Sistemas reprodutivos

Para determinar o mecanismo de reproducdo das espécies foram
realizadas polinizacGes controladas e acompanhadas as polinizacdes naturais:
a) polinizagdo natural (flores abertas em campo sem manipulagdo); b)
autopolinizagdo natural (flores protegidas sem emascular); c) autopolinizacéo
artificial (flores polinizadas manualmente com graos de pélen da mesma flor); d)
polinizacdo cruzada (flores anteriormente emasculadas e posterior polinizacao
com graos de pdlen de outro individuo da mesma espécie); e) agamospermia
(emasculacdo das flores, sem deposicado de gréos de pdlen no estigma). Todas
as polinizacdes foram realizadas na antese floral de 6h30 as 8h da manha. Para
cada tratamento, as flores foram marcadas com etiquetas contendo as
informacdes das polinizagdes. O numero de repeticbes em cada sistema
reprodutivo variou de 10 a 25 flores, a depender da sua disponibilidade.

As plantas foram acompanhadas semanalmente até a formacéo dos frutos
e sementes. Posteriormente, as flores foram coletadas antes da deiscéncia para
a avaliacao da porcentagem de frutificacéo e quantidade de sementes por fruto.

A estratégia reprodutiva foi determinada através de dois indices: indice de
autogamia (IA = autopolinizacdo natural/ polinizacdo cruzada) e indice de
autoincompatibilidade (IAl = autopolinizacao artificial/ polinizacao cruzada). 1Al €
determinada como autoincompativel (Al) quando o IAl é inferior a 0,30, e
autocompativel ou parcialmente autocompativel (AC) quando os indices do IAl
foram acima de 0,30, conforme Ramirez e Brito (1990).

A eficiéncia reprodutiva (EF) foi determinada pela porcentagem de frutos
formados com sementes de polinizacao livre/ porcentagem de frutos formados
com sementes por polinizagdo cruzada, conforme Zapata e Arroyo (1978). O
indice mais proximo de 1 evidencia alta eficiéncia reprodutiva, mais préxima de

0 baixa eficiéncia reprodutiva.
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Hibridacdes interespecificas

Foram realizadas hibridacdes interespecificas envolvendo as oito
espécies, conforme disponibilidade das flores (Tabela 2). Nas plantas receptoras
de graos de pdlen, as flores foram emasculadas e ensacadas em estadio de pré-
antese, evitando-se a autopolinizagcdo ou contaminacdo por grdos de pdlen de
outras espécies. Graos de polen das espécies doadoras foram depositados no
estigma das flores emasculadas. Apos este processo, as flores foram marcadas
e novamente protegidas com sacos de voil para evitar contaminacdo de polen
por outras espécies. Foram avaliados o niumero de frutos e sementes por fruto

produzidos em cada cruzamento, de acordo com Souza et al. (2017).

Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo

Para os estudos do desenvolvimento do tubo polinico no pistilo dos
diferentes sistemas reprodutivos e hibridacdes interespecificas, pistilos de cada
tratamento e espécie foram coletados 24 horas ap0s as polinizacdes e fixados
em solucédo Carnoy (3 partes de etanol 95 %: 1 parte de acido acético glacial)
por 48 horas, clarificados em solucéo de sulfito de sédio 10 % onde o mesmo foi
autoclavado por 20 minutos a 120 °C, com o intuito de clarificar e amolecer os
tecidos. A coloracao foi feita com solucdo de azul de anilina 0,01 % em tampé&o
de fosfato tribasico, overnight. Para verificar a germinagéo dos gréos de pélen
no estigma e o desenvolvimento dos tubos polinicos ao longo do pistilo utilizou-
se microscopia de epifluorescéncia com filtro ultravioleta (MARTIN, 1959;
SOUZA et al., 2017). As laminas foram analisadas em fotomicroscopio Olympus
BX51 acoplado com camera digital Olympus DP175 (Olympus, Tokyo, Jap&o).

Foram avaliadas quatro varidveis quanto a germinacao de gréaos de pdlen
e 0 crescimento de tubos polinicos no pistilo: i) grdos de polen aderidos a
superficie do estigma (GPSE); ii) gréos de pdlen germinados na superficie do
estigma (GPGE); iii) crescimento do tubo polinico no pistilo (CTPP); e iv) 6vulos
com tubo polinico penetrado na micropila (OTPM).

Os gréos de polen aderidos a superficie do estigma (GPSE) e os graos de
polen germinados na superficie do estigma (GPGE) foram avaliados de acordo
com a escala: 0) ausente; 1) 1 a 25 graos de pélen; 2) 25 a 50 graos de pélen;
3) > 50 graos de polen. Os ovulos fertilizados (OVFE) foram avaliados de acordo
com a escala: 0) ausente; 1) 1 a 5 6vulos; 2) 5 a 10 6vulos; 3) > 10 ovulos.



77

O crescimento do tubo polinico no pistilo (CTPP) foi avaliado conforme
adaptado de Souza et al. (2017): 0) gréos de pdlen ndo germinados na superficie
do estigma; 1) gréos de polen germinados na superficie do estigma; 2) tubos
polinicos paralisados no primeiro ter¢o do estilete; 3) tubos polinicos paralisados
no segundo terco do estilete; 4) tubos polinicos paralisados no terceiro ter¢o do
estilete; 5) tubos polinicos na regido do ovario; 6) tubo polinico proximo ao 6vulo;

7) tubo polinico penetrando na micrépila.

Germinacéo in vitro das sementes

Sementes maduras dos diferentes sistemas reprodutivos e hibridacoes
interespecificas de Lymania foram desinfestadas em etanol 70% por 5’, solugéo
de cloro ativo 1% de por 30’ e enxaguadas trés vezes em agua destilada
esterilizada. As sementes foram cultivadas em tubos de ensaio contendo meio
de cultura com a metade das concentracdes de sais de MS (MURASHINGE;
SKOOG, 1962), com adicdo de 3% de sacarose, 0,7% de agar e pH 5,8. O
namero de sementes variou conforme a disponibilidade e foram depositadas
duas sementes em cada tubo de ensaio. Os cultivos foram mantidos em sala de
crescimento, por 45 dias, sob condi¢cdes de temperatura de 27 + 1 °C, densidade
de fluxo de fétons de 30 UE m™ s e fotoperiodo de 16 horas. As avaliacdes
foram realizadas aos 30 dias com a contagem das sementes germinadas e néo

germinadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sistemas reprodutivos

Foram observados diferentes sistemas reprodutivos nas oito espécies
estuadas de Lymania, sendo a alogamia presente em 100%. Todas as espécies
apresentaram autoincompatibilidade, exceto L. smithii que apresentou também
autogamia com 80% de sucesso na autopolinizagao artificial. Agamospermia n&o

foi observada (Tabela 2, Figura 1).
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Tabela 2. Porcentagem de frutos com sementes e numero de sementes
produzidas nos diferentes sistemas reprodutivos, em oito espécies de Lymania
(Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil e ameacadas
de extincéo.

Frutos com sementes*

Espécies

Polinizag&o

Autopolinizacdo Autopolinizacdo

Polinizacéo

Natural Natural Atrtificial Cruzada AN

L. azurea 80 (20/25) 0 (0/25) 0 (0/20) 84 (21/25) 0 (0/25)
- 84 (21/25) vz 8 (2/25) 100 (10110) 0 (0/29)

rachycaulis
L. corallina 100 (20/20) 0 (0/25) 12 (3/25) 100 (20/20) 0 (0/25)
L. globosa 20 (5/25)*** 16 (4/25) 16 (4/25) 88 (22/25) 0 (0/20)
L. 92 (23/25) 0 (0/25) 4(1/25) 100 (25/25) 0 (0/20)
involucrata
L. languida 85 (17/20) 0 (0/25) 4(1/25) 100 (20/20) 0 (0/20)
L. smithii 90 (18/20) 8 (2/25) 80 (20/25) 100 (20/20) 0 (0/20)
L. spiculata 88 (22/25) 0 (0/25) 0 (0/25) 100 (25/25) 0 (0/25)

Espécies Sementes por frutos**
L azurea 18,80 £ 8,99 0 0 12,67 £5,71 0

' (2-33) (5-23)
L. 48,62 + 19,02 0 1 48,60 £ 16,91 0
brachycaulis (7-86) () (28-78)
L corallina 57,05 £ 27,20 0 3,33+£2,.2 60,70 £ 27,89 0

' (12-93) (1-6) (7-98)

52,50 £ 14,22 4,75 = 0,50 3,00 + 3,36 48,35 + 19,21

L. gl (28-68) (3-5) (1-8) (7-72) .
L. 92,13 £ 56,01 0 2 87,52 + 53,45 0
involucrata (22-195) (2) (15-192)
L. languida 42,59 + 19,04 0 1 17,70 £ 15,10 0

' (1-65) 1) (1-53)
L smithii 16,17 + 10,35 1,00 + 0,54 24,30 £ 2,65 44,30 £ 12,05 0

' (6—-42) (1-2) (20-28) (21-62)

. 17,41 + 9,93 36,44 £ 14,70
L. spiculata (6-38) 0 0 (12-60) 0
- Indice .

Espécies A Al EF Sistema de Melhoramento
L. azurea 0,00 0,00 0,95 Al
L. 0,00 0,08 0,84 Al
brachycaulis
L. corallina 0,00 0,12 1,00 Al
L. globosa 0,23 0,23 0,29 Al
L. 0,00 0,04 0,92 Al
involucrata
L. languida 0,00 0,04 0,85 Al
L. smithii 0,08 0,80 0,90 AC
L. spiculata 0,00 0,00 0,88 Al

* Porcentagem de frutos (frutos com sementes/ flores polinizadas).

** Média + desvio padrao de sementes obtidas por flor (menor nimero de sementes por
frutos — maior nimero de sementes por fruto).

*** Plantas avaliadas de duas localidades: Parque Estadual da Serra do Conduru,
Urucguca (n = 20) — 0% de frutos gerados com sementes; Reserva Bioldgica da Michelin,
Igrapitina (n = 5) — 100 % de frutos gerados com sementes].

IA = indice de autogamia (autopoliniza¢éo natural/ polinizacéo cruzada); IAl = indice de
autoincompatibilidade (autopolinizacdo artificial/ polinizacdo cruzada). EF = eficiéncia
reprodutiva (porcentagem de frutos formados com sementes de polinizacdo livre/
porcentagem de frutos formados com sementes por polinizagdo cruzada). Al =
autoincompativel (IAl é inferior a 0,30) AC = parcialmente autocompativel (IAlI foram
acima de 0,30).
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Figura 1. A) Flores das espemes de Lymama (Bromelioideae, Bromeliaceae)
endémicas do Nordeste do Brasil e ameacadas de extingcdo evidenciando as
pecas florais e a relagao da altura das anteras com o estigma; B) Detalhe de L.
azurea evidenciando uma hercogamia; C) Detalhe de L. globosa evidenciando o
estigma e a antera na mesa altura; D) Detalhe de L. smithii evidenciando uma
hercogamia; E-P) Crescimento do tubo polinico no estigma nos diferentes
sistemas reprodutivos por meio da microscopia de fluorescéncia com solucéo de
azul de anilina em espécies de Lymania. E) Lymania azurea evidenciando a
pouca deposicéo de graos de polen na superficie do estigma em autopolinizagcédo
natural. F) Lymania azurea evidenciando o ovulo sem a penetracdo do tubo
polinico na micrépila em autopolinizagdo artificial. G) Lymania brachycaulis
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evidenciando uma grande deposicao de graos de polen na superficie do estigma
em autopolinizacdo artificial. H) Lymania brachycaulis evidenciando os tubos
polinicos com distribuigéo regular de calose em polinizagdo cruzada; I) Lymania
corallina evidenciando os tubos polinicos distribuidos em feixes com distribuicdo
regular de calose em polinizagéo cruzada; J) Lymania corallina evidenciando a
penetracdo do tubo polinico na micrépila resultando na fertilizacdo em
polinizagdo cruzada. K) Lymania globosa evidenciando muitos graos de pdlen
germinando na superficie do estigma e formando feixes de tubos polinicos em
autopolinizagdo artificial. L) Lymania involucrata evidenciando tubos polinicos
crescendo e enovelando no primeiro terco do estilete em autopolinizacéo
artificial; M) Lymania involucrata evidenciando poucos tubos polinicos chegando
ao ovario em autopolinizacdo artificial; N) Lymania languida evidenciando
poucos tubos polinicos penetrando e paralisando no segundo terco do estilete
em autopolinizagao artificial; O) Lymania smithii evidenciando a penetracdo do
tubo polinico na micropila resultando na fertilizagdo em autopolinizacéo artificial.
P) Lymania spiculata evidenciando os 6vulos sem a penetracéo do tubo polinico
na micropila em agamospermia. an = antera; ap = apéndice do 6vulo; az = L.
azurea; br = L. brachycaulis; co = L. corallina; es = estigma; et = estilete; fv =
feixe vascular; gl = L. globosa; gp = gréos de pdlen; in = L. involucrata; la = L.
languida; mi = micropila; or = ovario; ov = évulo; pe = pétala; pl = placenta; pp =
papilas estigmaticas; se = sépala; sm = L. smithii; sp = L. spiculata; tp = tubo
polinico. Barras: A=1cm; B-D =3 mm; E, G-I, K-N =1 mm; F = 200 um; J, O-P
=500 pm.

A familia Bromeliaceae apresenta diferentes estratégias reprodutivas
entre as espécies, que vao desde plantas albgamas, autdgamas, cleistbgamas
e agamospérmicas (GILMARTIN; BROWN, 1985; MATALLANA et al. 2010;
SOUZA et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020), além de se propagarem via
rebentos (mudas laterais) ou estolées (BENZING, 2000). Muitas bromélias
apesentam alogamia como sistema reprodutivo preferencial, sendo dependentes
de polinizadores, como por exemplo, Aechmea fasciata (Lindl.) Baker, Aechmea
nudicaulis (L.) Griseb., Aechmea pineliana (Brongn. ex Planch.) Baker, Billbergia
amoena (Loddiges) Lindley, Neoregelia pauciflora L.B.Sm., Vriesea carinata
Wawra e Vriesea paraibica Wawra, Vriesea longicaulis (Baker) Mez, Wittmackia
bicolor (L.B.Sm.) Aguirre-Santoro, entre outros (MATALLANA et al. 2010;
SOUZA et al.,, 2017). A autoincompatibilidade tem sido descrita como um
importante mecanismo reprodutivo para evitar a depressdo endogamica e
promover heterozigosidade e diversidade genética, permitindo assim a
sobrevivéncia ou adaptagcédo de uma espécie em diferentes ambientes e ao longo
do tempo (CHARLESWORTH, 2006).



81

J& a autocompatibilidade determina o sistema reprodutivo de autogamia
e pode explicar a coesdo e isolamento de espécies simpatricas em ambientes
de alta diversidade (WENDT et al., 2002; MATALLANA et al., 2010) e estéo
presentes nas espécies Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker ex. Benth. &
Hook.f., Aechmea distichantha Lem., Ananas macrodontes E.Morren, Wittmackia
patentissima (Mart. ex Schult. & Schult.f.) Mez, Hohenbergia ridleyi (Baker) Mez
(WOLOWSKI et al., 2013; SOUZA et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020). Além
disso, algumas espécies apresentam sistema reprodutivo misto, podendo ser
alégamas, autbgamas ou até mesmo agamospérmicas, como é o caso de A.
bromeliifolia e A. distichantha (SOUZA et al., 2017).

Foi observado a formacao de frutos com sementes em poliniza¢do natural
ocorreu em todas as espécies, com valores variando de 80% (como em L.
azurea) e 100% (como em L. corallina) (Tabela 2). Apenas L. globosa apresentou
20% (Tabela 2). Os individuos de L. globosa foram avaliadas em dois fragmentos
florestais, no Parque Estadual Parque Estadual da Serra do Conduru (PESC),
em Urucuca e na Reserva Ecologica Michelin (REM), em Igrapitna. Vale
ressaltar que 100% dos frutos avaliados na Reserva Ecologica Michelin gerando
sementes e nenhuma semente nos frutos avaliados no PESC. A auséncia de
sementes em polinizacdo aberta no PESC pode estar relacionada a baixa
eficiéncia dos polinizadores neste fragmento florestal, uma vez que essa mesma
espécie teve alta eficiéncia reprodutiva na REM. A eficiéncia reprodutiva foi
superior a 0,84 em todas as espécies, chegando a 100% em L. corallina, com
excecdo de L. globosa que foi de 0,29 (Tabela 2).

Polatto (2020) estudando diferentes niveis de dependéncia de
polinizadores em um conjunto de espécies vegetais, identificou que na auséncia
de polinizadores efetivos, foi registrado menores taxa de frutificacdo em espécies
de Bignoniaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Rhamnaceae e Sapindaceae. Isso
reforca a hipétese que os polinizadores sdo fundamentais para a reproducéo e
producdo de frutos e sementes, principalmente em espécies que apresentam
autoincompatibilidade.

Bastos et al. (2017) relataram que a polinizagcado natural em Alcantarea
nahoumii (Leme) J.R.Grant levou a formagéo de apenas 35% dos frutos e esse
resultado foi atribuido a baixa frequéncia observada de visitas florais na area de

estudo. Estudos da biologia reprodutiva e interacédo planta/ animal com essas
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espécies sdo fundamentais para responder essa hipotese levantada. A partir de
nossas observacdes em campo no PESC, ao coletarmos as espécies para o
referido trabalho, foi observada uma baixa frequéncia de polinizadores,
principalmente de beija-flores em campo.

Em autopolinizag&o natural foi registrado sucesso apenas em L. globosa
e L. smithii com porcentagem de 16% e 8% de frutos formados, respectivamente,
mas com baixa producdo de sementes (< 4,75) (Tabela 2). Para que ocorra a
autopolinizagdo natural, as anteras precisam estar na mesma altura e em contato
com a superficie das papilas estigmaticas. A Unica espécie que ocorre esse
alinhamento é em L. globosa, onde as anteras estdo no mesmo plano das papilas
estigmaticas (Figura 1A e C). Ja em L. smithii, 0 estigma esté localizado bem
acima das anteras, ocorrendo assim uma barreira fisica, denominada de
hercogamia (Figura 1A, B e D).

Para que ocorra a autopolinizacdo natural ou polinizacdo direta, os graos
de pdlen devem cair sobre o estigma da mesma flor que o originou, resultando
na autofecundagdo em um processo chamado de autopolinizagéo (SHIVANNA,
2015). No caso da hercogamia, existe uma separagcao espacial entre as anteras
e estigmas (WEBB; LLOYD, 1986; OPEDAL, 2018). Essa forma de polinizacao
€ vantajosa em termos evolutivos e de diversidade, pois propicia uma maior
variabilidade genética, pois potencializa o fluxo de grdos de pélen entre os
diferentes morfos (GANGULY; BARUA, 2021).

Para o sistema de autopolinizacéo artificial, foi registrado baixo niumero
de frutos formados com sementes e um numero de sementes muito reduzido nas
seis espécies avaliadas, com excec¢édo de L. smithii com 80% dos frutos formados
e 24,30 + 2,65 sementes por fruto. Lymania azurea e L. spiculata ndo formaram
frutos com sementes. Vale destacar que todas as espécies de Lymania formam
frutos mesmo sem semente, o0 que caracteriza o género com frutos
partenocarpicos. A partenocarpia € a producéo de frutos sem sementes a partir
do ovario, sem que tenha ocorrido a fecundagéo (BACKIYARANI et al., 2021) e
ja foi relatado em Bromeliaceae (LENZI et al., 2006; CASCANTE-MARIN et al.,
2019). Sua ocorréncia pode estar relacionada a problemas fisiolégicos das
plantas e na ineficiéncia dos polinizadores, bem como, para a atragdo dos

dispersores e defesa dos frutos férteis contra predadores (VERDU; GARCIA-
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FAYOS, 2001; WERPACHOWSKI et al. 2004; LENZI et al., 2006; BACKIYARANI
et al., 2021).

A maior producédo de frutos e sementes ocorreu em polinizacdo cruzada
com valores superiores a 84% (L. azurea), sendo que em seis espécies 100%
apresentaram frutos com grande numero de sementes, muito proximo a
polinizacdo natural.

Das oito espécies estudadas, sete sdo aldgamas, ou seja, apresentam
autoincompatibilidade e necessitam de agentes polinizadores para a producao
de frutos com sementes. Lymania smithii foi a Unica espécie que é parcialmente
autocompativel com IAl de 0,80.

A autocompatibilidade verificada em L. smithii pode justificar uma maior
distribuicdo nos estados de Bahia, Alagoas e Pernambuco, pois mesmo na
auséncia de polinizadores ha uma producéo de sementes e consequentemente
maior possibilidade de dispersdo. Foi constatada que as demais espécies do
género sdo endémicas no sul da Bahia apresentam populacées bem reduzidas
a poucos municipios, além de estarem ameacadas de extin¢do. Isso pode estar
relacionado, possivelmente, a baixa eficiéncia reprodutiva e o baixo numero de
sementes, como reportado no fragmento florestal do PESC na espécie L.
globosa que apresentou zero de eficiéncia reprodutiva.

Todas as espécies Lymania se propagam também vegetativamente, por
estolBes que sdo emitidos apos o florescimento, e € lenta e pouco eficiente. Cada
espécie emite em média de um a trés mudas/ ano provenientes de estolbes,
sendo L. azurea a menos eficiente (normalmente uma muda). Lymania smithii e
L. globosa as mais eficientes chegando até trés mudas. Essa baixa eficiéncia
propagativa tem influenciado possivelmente na formacdo de pequenas
populacdes dessas espécies corroborando com seu status de ameaca, além da
fragmentacao dos seus habitats.

Diferentes eventos foram observados no desenvolvimento do tubo
polinico no pistilo, 0 que caracterizou a autoincompatibilidade como barreiras
pré-zigoticas nas diferentes espécies (Figura 1). As barreiras pré-zigoticas,
atuam no impedimento da ocorréncia da fecundacao entre os gametas femininos
e masculinos e sdo de carater espacial, temporal, por incompatibilidade genética
ou por modifica¢des na estrutura floral que alteram o comportamento do agente
polinizador (RIESEBERG, 2007; GOUVEIA; PINHEIRO, 2015). Ja as barreiras
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pos-zigoticas envolvem a inviabilidade das sementes, ocasionada pela
esterilidade ou degeneracéo do zigoto formado (LEXER et al., 2005; JOHNSON,
2010; GREINER et al., 2011) caso nao observado neste trabalho, uma vez que
as sementes geradas germinaram com Sucesso.

Existem poucos registros do sistema reprodutivo em Bromeliaceae
guando comparados com o grande numero de espécies da familia. Acredita-se
qgue o principal sistema de incompatibilidade, para a maioria das espécies com
ampla distribuicdo geogréfica, seja o gametofitico (BENZING 2000; SOUZA et
al., 2017). No entanto, a autocompatibilidade € mais frequente nesta familia
(MARTINELLI 1994; WENDT et al., 2001; WENDT et al., 2002; MATALLANA et
al. 2010), como verificado em L. smithii.

Na autopoliniza¢do natural, houve pouca deposi¢ao de graos de pélen na
superficie do estigma, principalmente em L. azurea (Tabela 3, Figura 1, E), L.
smithii e L. spiculata com valores inferiores as demais espécies (Tabela 3), isso
esta relacionado a hercogamia, visto que estas espécies apresentam o estigma
bem acima das anteras (Figura 1, A, D). Em L. smithii, observou-se em 20% das
laminas a penetracdo dos tubos polinicos na micropila dos o6vulos. Esses
resultados estdo de acordo com os dados apresentados na Tabela 2 para
determinar o0s sistemas reprodutivos e formacdo de sementes em
autopolinizagéo natural.

Na autopolinizagao artificial, as polinizagdes foram eficientes resultando
em nota trés para todas as espécies que apresentaram grande quantidade de
graos de pdlen depositados e germinados na superficie do estigma (Tabela 3,
Figura 1, G, K), exceto L. spiculata com 20 % e com nota dois (Tabela 3). A
deposicao dos graos de polen ndo garante a fertilizacdo e geracao de sementes,
uma vez que inumeras barreiras reprodutivas podem acontecer ao longo do
pistilo (SOUZA et al., 2017). A autoincompatibilidade nas espécies ocorreu ao
longo do estilete, a exemplo da L. azurea e L. spiculata, onde o tubo polinico
cessou 0 seu crescimento no final do primeiro e segundo ter¢o do estilete, em
50% dos pistilos estudados em microscopia de fluorescéncia (Tabela 3). Em L.
brachycaulis e L. involucrata, os tubos polinicos foram paralisados no terceiro
terco do estilete e na regido do ovério, sem indicios de penetracdo nos ovulos
(Tabela 3, Figura 1, L, M). As espécies L. corallina, L. globosa e L. languida

apresentaram tubos polinicos paralisados no primeiro ao terceiro terco do
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estilete em 90% a 95% dos pistilos avaliados (Figura 1, N), mas em 5% a 10%
0s tubos polinicos estavam proximos aos 6vulos sem penetracdo na micropila.
Apenas L. smithii verificou-se penetracdo do tubo polinico na micrépila
resultando na fertilizagcdo (Figura 1, O). Em L. azurea e L. languida, foram
observadas deposicédo de calose de forma reticulada na ponta dos tubos
polinicos fazendo com que cessasse o crescimento.

Na polinizacdo cruzada, foi verificada 100% de sucesso em todas as
espécies com tubos polinicos penetrando na micrépila ou tubos polinicos dentro
do ovério préximo aos oOvulos (Figura 1, J). Em agamospermia, ndo houve
deposicao de graos de podlen na superficie do estigma o que confirma a eficiéncia

da emasculacéo das flores (Figura 1, P).
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Tabela 3. Avaliacdo quanto a germinacéo dos graos de pdlen e crescimento dos tubos polinicos no pistilo nos diferentes sistemas
reprodutivos em oito espécies de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil e ameacadas de

extincao.
Espécie Autopolinizagéo natural Autopolinizacgéo artificial
P GPSE GPGE CTPP OTPM GPSE GPGE CTPP OTPM
0 (50%) . . . . 2 (25%) 2 (50%) .
L. azurea N 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 3 (100%) S e 0 (100%)
0, 0,
L. brachycaulis 3 (100%) 2 ggég 2 ggoﬁg 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 4 (100%) 0 (100%)
0,
L. corallina 3 (100%) 3 (100%) 4 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 46(?550 /f;) 0 (100%)
2 (30%) . 2 (50%) . . . 3 (90%) .
L. globosa 2 oo 3 (100%) 3 (200 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) S (1o 0 (100%)
0,
L. involucrata 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) g ggoﬁ; 0 (100%)
0,
L. languida 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 26((9550 /g‘;) 0 (100%)
3 (25%) )
L. smithii & (E0) & () = (V) 2 e) 3 (100%) 3 (100%) : Eigoﬁg D)
: 2 (60%) 2 (60%) 6 (35%) 1 (40%) o 1 (50%)
7 (20%)
. 1 (60%) 1 (50%) 2 (60%) . 2 (20%) 2 (50%) .
L. spiculata 2 (40%) 2 (50%) 3 (40%) 0 (100%) 3 (80%) 3 (100) 3 (40%) 0 (100%)
Polinizacdo Cruzada Agamospermia
6 (20%) 1 (40%)
0, 0, 0, 0, 0, 0,
L. azurea 3 (100%) 3 (100%) e e 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
0,
L. brachycaulis 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) g Eggojzg 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
L. corallina 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
0,
L. globosa 3 (100%) 3 (100%) 6 (30%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
7 (70%)
L. involucrata 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
L. languida 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
0, 0,
L. smithii 3 (100%) 3 (100%) ? Eggojg g Eggof;g 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
0, 0,
L. spiculata 3 (100%) 3 (100%) e ggojg; 2 8853 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
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GPSE = grdos de polen que aderido a superficie do estigma; GPGE = graos de pdlen germinados na superficie do estigma foram avaliados de
acordo a escala: 0) ausente; 1) 1 a 25 grédos de poélen; 2) 25 a 50 graos de polen; 3) > 50 graos de pélen. OTPM = 6vulos com tubo polinico
penetrado na micrépila: 0) ausente; 1) 1 a 5 6vulos; 2) 5 a 10 6vulos; 3) > 10 6vulos. CTPP = crescimento do tubo polinico no pistilo foi avaliado
conforme escala: 0) graos de pdlen ndo germinados na superficie do estigma; 1) graos de pélen germinados na superficie do estigma; 2) tubos
polinicos paralisados no primeiro ter¢o do estilete; 3) tubos polinicos paralisados no segundo terco do estilete; 4) tubos polinicos paralisados no
terceiro terco do estilete; 5) tubos polinicos na regido do ovério; 6) tubo polinico proximo ao 6vulo; 7) tubo polinico penetrando na micrépila.
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Hibridacdes interespecificas

Foram realizadas 423 hibridacbes em 41 combinacfes entre as espécies
estudadas. Destas, 228 obtiveram sucesso com formacgao de sementes (Tabela
4). Incongruéncia foram observadas em 12 combinacdes, sendo a maioria
reciproca como no caso de L. azurea x L. brachycaulis; L. brachycaulis x L.
azurea; L. azurea x L. corallina; L. corallina x L. azurea; L. azurea x L. involucrata;
L. involucrata x L. azurea; L. globosa x L. spiculata; L. spiculata x L. globosa, e
incongruéncia ndo reciproca em L. azurea x L. languida e L. spiculata x L. azurea
(Tabela 4).

Entre espécies mais proximas morfologicamente, foi possivel 100% de
sucesso, a exemplo de L. brachycaulis x L. corallina; L. corallina x L.
brachycaulis; L. brachycaulis x L. involucrata; L. involucrata x L. brachycaulis; L.
corallina x L. involucrata; L. involucrata x L. corallina que registraram os maiores
nameros de sementes geradas (36,28 a 143,50 sementes), o0 que demonstra a
viabilidade das hibridagdes. Morfologicamente essas espécies sao mais
proximas e correlacionadas (SOUZA et al., 2021), mas nao ha estudo molecular
e filogenético foi realizado com essas espécies para comprovar essa
proximidade taxonémica. Em espécies estreitamente relacionadas, os sistemas
de congruéncia interespecifica podem nédo rejeitar os grdos de pdélen,
possibilitando a hibridacdo (HISCOCK; ALLEN, 2008).

Dentre as hibridagbes com sucesso, o maior nimero de sementes foi
obtido em L. involucrata x L. corallina com uma média de 143,50 sementes por
fruto e L. involucrata e L. brachycaulis com uma média de 121,33 sementes por
fruto (Tabela 4). Em contrapartida, os menores valores foram observados em L.
languida x L. azurea com uma meédia 6,32 sementes, seguido de L. smithii x L.
globosa com 12,13 sementes por fruto (Tabela 4). Além da eficiéncia da
polinizagcdo e da congruéncia entre as espécies, 0 nimero de 6vulos é um fator

importante na producdo de sementes.
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Tabela 4. HibridacOes interespecificas em oito espécies de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil

e ameacadas de extincao.

Q 3 L. azurea L. brachycaulis L. corallina L. globosa L. involucrata L. languida L. smithii L. spiculata
L. azurea * 0/12 (0,00) 0/6 (0,00) 8/10 (16,21) 0/15 (0,00) 0/10 (0,00) - 4/10 (23,18)
L. brachycaulis 0/8 (0,00) * 15/15 (36,28) - 8/8 (72,15) 8/8 (27,39) - -
L. corallina 0/10 (0,00) 12/12 (57,08) * 4/8 (19,57) 15/15 (69,20) 9/9 (52,17) - -
L. globosa 13/13 (18,08) 5/15 (34,83) 6/10 (25,90) * 6/10 (14,20) 3/8 (12,21) 6/12 (10,13)  0/15 (0,00)
L. involucrata 0/8 (0,00) 12/12 (121,33)  10/10 (143,50) 7/10 (4,30) * 9/10 (102,16) 0/8 (0,00) 0/10 (0,00)
L. languida 1/8 (6,32) 10/10 (36,21) 8/8 (26,78) 4/6 (38,00) - * 7/7 (31,18) -
L. smithii - - - 11/12 (12,13) - 8/8 (18,31) * 9/10 (24,36)
L. spiculata 0/10 (0,00) 2/15 (0,08) - 0/12 (0,00) - - 8/10 (27,18) *

Numero de frutos colhidos com sementes/ nimero de polinizag6es realizadas (Niamero médio de sementes por fruto).
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Utilizando a microscopia de fluorescéncia com corante azul de anilina, foi
possivel observar os tubos polinicos no interior do estilete, 0 que pode comprovar
a presenca de incongruéncias entre as especies.

Diversos eventos aconteceram que impediram a penetracdo do tubo
polinico na micrépila nas hibrida¢des realizadas. Em L. brachycaulis x L. azurea
e L. azurea x L. involucrata, apesar de apresentarem inUmeros graos de poélen
germinando na superficie do estigma, os tubos polinicos paralisaram no segundo
terco do estilete com deposicéo irregular de calose (Figura 2, G). Em Lymania
corallina x L. azurea, os tubos polinicos paralisaram no primeiro terco do estilete
evidenciando um enovelamento (Figura 2, H). Lymania globosa x L. spiculata e
L. spiculata x L. azurea, os graos de pdlen germinaram na superficie do estigma,
mas paralisaram no terceiro ter¢o do estilete com deposicao irregular de calose
(Figura 2, L). Ja em Lymania azurea x L. languida, houve pouca germinagéo dos
graos de pdlen na superficie do estigma e os graos de pélen que germinaram
tiveram os tubos polinicos paralisados no primeiro terco do estilete com
intumescimento e deposicao irregular de calose (Figura 2, K, M).

Souza et al. (2017) trabalhando com hibridacdes interespecificas e
intergenéricas em diferentes géneros de bromélias, observaram que, em
hibridacdes interespecificas com espécies do género Vriesea, foram observadas
incongruéncias com o crescimento do tubo polinico paralisado no inicio do
terceiro terco do estilete e com deposicdo de calose nas pontas dos tubos
polinicos fazendo com que cessasse 0 crescimento. Entre as espécies do género
Aechmea Ruiz & Pav., houve enovelamento dos tubos polinicos no ter¢o superior
do estilete, germinacao dos gréos de pdlen e paralisacdo do crescimento do tubo
polinico no proprio estigma, tubos polinicos cresceram até a regido do ovario,
mas nao foi verificada penetracédo do tubo polinico na micropila.

As espécies que receberam graos de poélen interespecifico apresentam
incongruéncia, tubos polinicos paralisados no estilete, algo semelhante ao que
acontece com as espeécies autoincompativeis quando recebem gréos de polen
intraespecifico (RIESEBERG; WILLIS, 2007; CAVALCANTE et al.,, 2020).
Acredita-se que estas incongruéncias sejam formadas a partir dos mesmos
elementos da autoincompatibilidade (HANCOCK et al., 2003).

Poucos séo os registros envolvendo trabalhos com hibridacdes em

Bromeliaceae quando pensamos na diversidade das espécies e possibilidades
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de hibridacbes (VERVAEKE et al., 2002; 2003; ROCAS et al., 2004;
MATALLANA et al.,, 2016; ZANELLA et al., 2016; SOUZA et al.,, 2017,
CAVALCANTE et al.,, 2020; LOISEAU et al.,, 2021; COSTA et al., 2021).
Hibridizacdo ndo é um fendbmeno raro para bromélias, ja que existem varios
registros de hibridos interespecificos e intergenéricos no mercado, o que vem
suprindo a demanda do segmento de flores e plantas ornamentais. Além de
hibridos artificiais sdo relatados na literatura alguns hibridos naturais
envolvendo, principalmente, os géneros Pitcairnia L'Hér., Tillandsia L., Vriesea,
Fosterella L.B.Sm., entre outros (GARDNER, 1984; LUTHER 1984; WENDT et
al., 2000; 2001; 2008; SOUSA et al. 2003; WAGNER et al., 2015; ZANELLA et
al., 2016). Esses hibridos normalmente sao putativos obtidos em populacées
simpétricas. A Sociedade Internacional de Bromélias (BSI, 2023) vem publicando
continuadamente diversos hibridos, mas na sua grande totalidade séo realizados
por produtores ou colecionadores de forma empirica sem relatos de pesquisas,
metodologias, insucessos e dificuldades nessas hibridacoes.

Vale também relatar que as muitas espécies apresentaram assincronia de
florescimento em um curto intervalo de tempo, mesmo dentro do proprio género,
limitando a disponibilidade de flores e potenciais cruzamentos interespecificos.
Algumas metodologias para contornar essa falta de sincronia ja estédo
disponiveis na literatura, como no caso da conservacao de grdos de pélen em
Bromeliaceae por meio da criopreservacao (SOUZA et al., 2015; 2018; SILVA et
al., 2017).
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Figura 2. Hibridacdes interespecificas de Lymania (Bromelioideae, Bromeliaceae)
endémicas do Nordeste do Brasil e ameacadas de extincdo, evidenciando o
crescimento do tubo polinico e as incongruéncias por meio da microscopia de
fluorescéncia com solucdo de azul de anilina. A) Lymania languida x L. azurea
evidenciando uma grande deposicdo de gréos de polen na superficie do estigma
com penetragdo dos feixes de tubo polinico no estilete. B) Lymania languida x L.
azurea evidenciando tubos polinicos organizados em feixes penetrando na regido
do ovario. C) Lymania globosa X L azurea evidenciando poucos tubos polinicos
penetrando na micropila dos oOvulos. D) Lymania languida x L. corallina
evidenciando inumeros tubos polinicos com deposicao de calose regular no ter¢o
mediano do estilete. E) Lymania corallina X L. involucrata evidenciando varios tubos
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polinicos penetrando nas micrépilas dos 6vulos. F) Lymania smithii x L. spiculata
evidenciando varios tubos polinicos penetrando nas micrépilas dos 6évulos. G)
Lymania brachycaulis x L. azurea evidenciando inumeros tubos polinicos
paralisados no primeiro e segundo ter¢co do estilete com deposicéo irregular de
calose. H) Lymania corallina x L. azurea evidenciando enovelamento dos tubos
polinicos no primeiro terco do estilete. I) Lymania involucrata x L. spiculata
evidenciando enovelamento dos tubos polinicos no primeiro ter¢co do estilete. J)
Lymania spiculata x L. globosa evidenciando grdos de poélen germinados e
paralisados na superficie do estigma e no primeiro terco do estilete. K) Lymania
azurea x L. languida evidenciando o intumescimento e deposicao irregular de
calose nos tubos polinicos no primeiro ter¢co do estilete. L) Lymania globosa x L.
spiculata evidenciando o intumescimento e deposicdo irregular de calose
principalmente na extremidade do tubo polinico no primeiro ter¢co do estilete. M)
Lymania azurea x L. languida evidenciando os gréos de pdlen em tétrade néo
germinados na superficie do estigma. N) Lymania involucrata x L. spiculata
evidenciando os 6vulos sem penetracdo do tubo polinico na micrépila. O) Lymania
globosa x L. spiculata evidenciando os évulos sem penetracéo do tubo polinico na
micrépila. ap = apéndice do 6vulo; ca = plugues de calose; es = estigma; et =
estilete; fv = feixe vascular; gp = grdos de polen; mi = micropila; ov = évulo; pl =
placenta; pp = papilas estigméaticas; tp = tubo polinico. Barras: A, B, E, F, H, K, N,
O=500 um; C,D, G, I, J,M=1mm; L, 200 pm.

Germinagéo in vitro de sementes

Foram registradas baixas porcentagens de contamina¢do bacteriana, com
5% em L. globosa e 10% em L. involucrata. Nao foram registradas contaminacdes
fungicas. A emissdo da radicula caracterizou o inicio da germinacdo tendo sido
registrada a partir do sétimo dia para todas as espécies estudadas, com exce¢ao
de L. smithii que ocorreu a partir do quarto dia. Essas diferencas podem ser devido
a fatores diversos, destacando-se o estado fisioldgico ou as caracteristicas
genéticas das espécies (SILVA et al., 2021).

As porcentagens de germinacgdo foram acima de 94% independente do
sistema reprodutivo ou hibridacdes, evidenciando a auséncia de barreiras p0s-
zigoticas e a alta viabilidade das sementes. O sucesso no estabelecimento de
bromélias via sementes e as baixas taxas de contaminag¢do em cultura de tecidos
é relatado em diversos géneros, a exemplo de Dyckia Schult.f. (BERTSOUKLIS;
PANAGAKI, 2022), Vriesea, Hohenbergia Schult. & Schult.f. e Encholirium Mart. ex
Schult. & Schult.f. (SILVA et al., 2021) e Aechmea Ruiz & Pav. (SILVA et al., 2022).

A germinacdo in vitro de sementes das espécies estudadas mostrou-se
viavel, gerando plantulas normais que estdo sendo utilizadas para trabalhos de
conservagao in vitro, de micropropagacao e, futuramente, de reintroducdo das

espécies em ambientes naturais. Vale destacar que apenas as sementes dos
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sistemas reprodutivos serdo usadas para os trabalhos de reintroducdo das
espécies em ambiente natural. As sementes hibridas apds germinadas estdo sendo
cultivadas em casa de vegetacdo para posterior avaliagdo, caracterizacdo e
identificar potencialidades como planta ornamental e futuro langamento como

novas cultivares.

CONCLUSAO

Todas as espécies apresentaram autoincompatibilidade, exceto L. smithii,
que apresentou autogamia. Agamospermia ndo foi observada. Nas hibridactes
houve 54% de sucesso em 41 combina¢gbes. Apenas 12 combinacdes
apresentaram incongruéncia.

Os principais fenbmenos de incongruéncia identificados apds cruzamentos
interespecificas foram: pouca germinacdo dos grdos de pélen na superficie do
estigma; inibicdo do crescimento do tubo polinico ao longo do estilete;
enovelamento dos tubos polinicos ao longo do estilete; tubos polinicos no interior
do ovario, mas sem penetracdo na micrépila; deposicao reticulada de calose no
tubo polinico, entre outros.

Os resultados demonstraram que € possivel realizar hibridacdo com
algumas espécies do género Lymania, embora as barreiras reprodutivas pré-
zigGticas sejam o principal mecanismo para impedir o fluxo genético interespecifico.

As porcentagens de germinacdo das sementes foram acima de 94%
evidenciando a auséncia de barreiras pds-zigoticas, mostrando-se viavel e gerando
plantulas normais, que estado sendo utilizadas para trabalhos de micropropagacao

e futuramente reintroducao na natureza.
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