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BIOLOGIA FLORAL, REPRODUTIVA E FENOLOGIA EM Hohenbergia Schult. &
Schult.f. (Bromeliaceae) OCORRENTES NA MATA ATLANTICA

RESUMO: Hohenbergia Schult. & Schult.f pertence a familia Bromeliaceae, subfamilia
Bromelioideae e possui como caracteres diagnosticos, inflorescéncia racemosa
composta ou bicomposta, na qual os ramos de segunda ou terceira ordem sao
congestos, ou seja, com entrenés curtos e flores agrupadas em glomérulos ou
fasciculos, bracteas florais evidentes, assimétricas, com apice pungente, recobrindo
0 ovario dorso-ventralmente, Ovulos caudados. Atualmente, o género possui 55
espécies, sendo 53 endémicas do Brasil. Destas, 21 sdo encontradas apenas na Mata
Atlantica do estado da Bahia. Dados sobre fenologia, morfologia, viabilidade polinica,
sistemas reprodutivos e biologia da polinizacdo fornecem informacgdes importantes
para estudos taxonémicos, reprodutivos, melhoramento e conservagao das espécies.
Este trabalho teve como objetivo estudar a biologia floral, reprodutiva, fenologia e
interacdo com visitantes florais de sete espécies do género Hohenbergia encontradas
em fragmentos florestais da Mata Atlantica do estado da Bahia. Os resultados
demonstraram que todas as espécies apresentam grdos de pélen em ménades,
porados e com membrana da abertura ornamentada. Ha variacfes referentes ao
tamanho, formato, ambito, polaridade e quantidade de poros e ornamentacédo da
exina. Os estigmas das espécies possuem pequenas diferencas na cor e no tamanho.
Todos séo conduplicados-espiralados. Os graos de polen possuem maior viabilidade
na antese coincidindo com a maior atividade enzimatica do estigma. Quanto a
fenologia, Hohenbergia amargosensis e H. stellata possuem ciclo vegetativo com
duracao de dois anos, sendo que H. amargosensis possui floracao supra-anual a cada
dois anos e H. stellata € uma espécie anual. Ambas as espécies se reproduzem de
forma assexuada e sexuada, possuem sazonalidade em suas fenofases, com
excecao da emissao de novas folhas em H. stellata e apresentam alta correlagéo das
fenofases com a temperatura e precipitacdo, exceto a brotacdo de H. amargosensis
com a temperatura. Todas as sete espécies sdo alégamas. Hohenbergia capitata e H.
nidularioides apresentaram capacidade mista de fecundacéo, conferindo a estas duas
espécies também a autogamia. Nao foi verificada apomixia em nenhuma das espécies
avaliadas. As principais barreiras reprodutivas intraespecificas identificadas foram:
auséncia ou diminuicdo de deposicdo de grdos de pélen na superficie do estigma;
inibicdo da germinacao dos graos de pdlen no primeiro e segundo terco do estilete;
enovelamento dos tubos polinicos no segundo terco do estilete e deposicéao reticulada
de calose no tubo polinico. A antese floral das sete espécies acontece entre 5h40 e
6h, com maior liberacédo de gréos de polen, néctar e concentracdo de acucar a partir
desse horério, diminuindo durante o periodo de abertura até o fechamento total da flor
gue ocorre entre 17h e 17h20. Foram registrados em H. amargosensis oito espécies
de polinizadores, um visitante e um pilhador. Em H. stellata, quatro espécies de
polinizadores e um visitante. Os agentes polinizadores com maior atividade pertencem
as familias Trochilidae e Apidae. Os resultados apresentados trazem contribuices
importantes para a taxonomia, morfologia, conservacao, geracdo de sementes e
possivel melhoramento das espécies de Bromeliaceae estudadas.

PALAVRAS-CHAVE: Bromelioideae; Conservagdo; Sistema reprodutivo;
Polinizacédo; Polinizador; Teste histoquimico; Viabilidade polinica.



FLORAL, REPRODUCTIVE BIOLOGY AND PHENOLOGY IN Hohenbergia
Schult. & Schult.f. (Bromeliaceae) OCCURRING IN THE ATLANTIC FOREST

ABSTRACT: Hohenbergia Schult. & Schult.f belongs to the Bromeliaceae family,
subfamily Bromelioideae and has as diagnostic characters, compound
inflorescence, evident floral bracts, caudate ovules and flowers arranged in
subglobose to cylindrical spikes. Currently, the genus has 55 species, 53 of which
are endemic to Brazil. Of these, 21 are found only in the Atlantic Forest of the state
of Bahia. Data on phenology, morphology, pollen viability, reproductive systems and
pollination biology provide important information for taxonomic, reproductive,
breeding and species conservation studies. This work aimed to study the floral,
reproductive biology, phenology and interaction with floral visitors of seven species
of the Hohenbergia found in forest fragments of the Atlantic Forest in the state of
Bahia. The results demonstrated that all species have monad, porate pollen grains
with an ornamented opening membrane. The variations refer to the size, shape,
scope, polarity and number of pores and exine ornamentation. The stigmas of the
species have small differences in color and size. Regarding the type, they are all
conduplicate-spiral. Pollen grains have greater viability at anthesis, coinciding with
the greater enzymatic activity of the stigma. In terms of phenology, Hohenbergia
amargosensis and H. stellata have a vegetative cycle lasting two years, with H.
amargosensis flowering supra-annual every two years and H. stellata annual. Both
species reproduce asexually and sexually, have seasonality in their phenophases,
with the exception of the emission of new leaves in H. stellata, and have a high
correlation of phenophases with temperature and precipitation, except for the
budding of H. amargosensis with the temperature. All seven species are
allogamous. Hohenbergia capitata and H. nidularioides presented a mixed system,
giving these two species also autogamy. No agamospermy was observed in any of
the species evaluated. The main reproductive barriers identified were: lack of
deposition of pollen grains on the stigma surface; inhibition of pollen grain
germination in the first and second third of the style; coiling of pollen tubes in the
second third of the style; and reticulate deposition of callose in the pollen tube. Floral
anthesis of the seven species takes place from 5:40 am to 6:00 am, with a greater
release of pollen grains, nectar and sugar concentration from this time onwards,
decreasing during the opening period until the total closure of the flower which
occurs between 5:00 pm and 5:20 pm. Eight species of pollinators, one visitor and
one plunderer were recorded in H. amargosensis and four species of pollinators and
one visitor in H. stellata. The most active pollinators belong to the Trochilidae and
Apidae families. The results presented make important contributions to the
taxonomy, morphology, species conservation, seed generation and possible
improvement of these Bromeliaceae species.

KEYWORDS: Bromelioideae; Conservation; Reproductive system; Pollination;
Pollinator; Histochemical test; Pollen viability.
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INTRODUCAO

O Brasil concentra grandes centros de biodiversidade com destaque para o
bioma Mata Atlantica, que corresponde ao territorio de uma das maiores florestas
tropicais da América do Sul e é responsavel por uma vasta diversidade de vida.
Porém, a acédo antropica ao longo de muitos anos fez deste ambiente um local
altamente degradado e fragmentado (XAVIER et al., 2019; GUERRA et al., 2020;
FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2022).

Este dominio possui apenas 12,4% da sua area de mata natural (FUNDACAO
SOS MATA ATLANTICA, 2022) e esta classificado como o mais ameacado do pais.
A Mata Atlantica abrangia originalmente 1.309.736 km? e 17 estados, onde habitam
mais de 145 milhdes de pessoas, 0 que equivale a 72% da populacdo brasileira
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2019). Mesmo com a reduzida area de
vegetacdo original, a Mata Atlantica ainda passa por grandes niveis de
desflorestamento, e o estado da Bahia, no periodo 2018/2019, registrou um aumento
de 78% de desmatamento em relacdo ao biénio anterior, com acréscimo de 54% em
2020/2021 e 15% em 2021/2022 (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2020; 2022;
2023).

O alto grau de fragmentacdo da Mata Atlantica, unido aos impactos
ocasionados pelas mudancas climaticas, alerta para a necessaria manutencao da
biodiversidade em remanescentes florestais, a fim de que haja conservacédo das
espécies que fazem parte deste bioma, ja que existe uma interdependéncia entre elas
(COSTA; GALVAOQ; SILVA, 2019; ESSER; NEVES; JARENKOW, 2019). Mesmo com
a forte pressdo do desmatamento, trata-se de um dos dominios fitogeograficos do
Brasil que mais possui registro de espécies da familia Bromeliaceae Juss. (FORZZA
et al., 2023).

Bromeliaceae pertence a ordem Poales (APG IV, 2016), compreendendo 82
géneros e 3.764 espécies, sendo que destas, 1.713 sdo encontradas no Brasil
(GOUDA; BUTCHER; DIJKGRAAF, 2023). Dentre os géneros, Hohenbergia Schult. &
Schult.f. pertence a subfamilia Bromelioideae e possui 55 espécies, das quais apenas
duas n&o sdo endémicas do Brasil, H. andina Betancur, endémica da Colémbia e H.
stellata Schult. & Schult.f., encontrada também em Trinidade e Tobago, Venezuela e
Antilhas  (SMITH; DOWNS, 1979; GONCALVES-OLIVEIRA; MARTINS;
WANDERLEY, 2023; GOUDA; BUTCHER; DIJKGRAAF, 2023).

Bromeliaceae frequentemente apresentam espécies com tanques formados
pelas bainhas foliares imbricadas, constituindo um micro-habitat em suas estruturas e
permitindo que outros organismos obtenham condicdes ideais para sobrevivéncia, o
gue confere a elas importantes interacdes ecolégicas (ROCHA et al., 2000). As
plantas podem ser ambientes para reproducao, planta bercario, forrageamento, fonte
de agua, sitio de germinacéo, além de atender a diversos tipos de polinizadores devido
a sua diversidade floral, que abrange desde flores com caracteristicas mais singulares
até aquelas que atraem com seu tamanho e cor (ROCHA et al., 2004). Outro destaque
refere-se a algumas espécies serem indicadoras de qualidade ambiental, como no
caso das espécies de Tillandsia L. ocorrentes em grandes centros urbanos (KROMER
et al., 2014).

Uma avaliacdo das espécies da flora do Brasil ameacadas de extingdo
constatou que Bromeliaceae possui 0 maior numero de espécies dentre as
consideradas ‘Criticamente em Perigo’ (MARTINELLI et al., 2013). De acordo com
Rocha et al. (2004), os principais motivos que tém diminuido as populacdes desta
familia sdo: associacdo equivocada das bromélias com problemas de saude publica,
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extrativismo predatorio ou seletivo e destruicdo de habitats devido a agdo antrépica.
Por essa ameaca e por sua importancia nos ambientes, ha uma demanda na criacao
de estratégias de conservacao das espécies de Bromeliaceae a fim de desacelerar o
nuamero de ameagcas de extingdo ocorrentes (BRASIL, 2022).

Para a elaboracdo de um plano de manejo e conservacgéo, € importante que
haja o estudo sobre aspectos da biologia floral, reprodutiva e fenologia das espécies,
a fim de compreender a dindmica espaco-temporal dos recursos disponiveis no meio
e sua relacdo com os animais associados (TALORA; MORELLATO, 2000), auxiliando
no entendimento de aspectos ligados & manutencao do fluxo génico entre espécies,
reproducéo, partilha e competicéo por polinizadores (MACHADO; LOPES, 2002).

Este trabalho tem por objetivo estudar a biologia floral, reprodutiva, fenologia e
interacdo com visitantes florais de espécies do género Hohenbergia (Bromelioideae,
Bromeliaceae) encontradas em fragmentos florestais da Mata Atlantica do estado da
Bahia (Figura 1). O estudo realizado foi dividido nesta dissertacdo em dois capitulos
gue abrangem aspectos reprodutivos e morfologia de partes florais de espécies de
Hohenbergia, além de aspectos do seu ciclo de vida e interacdo com agentes
polinizadores.
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a) H. amargosensis E. H. Souza & Leme. b) H. belemii L.B.Sm. & Read. c) H. capitata
Schult. & Schult.f. d) H. ituberaensis B.P. Cavalcante, E.H. Souza & Versieux. e) H.
nidularioides B.P. Cavalcante, E.H.Souza, A.P. Matrtinelli & Versieux. f) H. rosea
L.B.Sm. & Read. g) H. stellata Schult. & Schult.f.

O primeiro capitulo intitulado “Morfologia, viabilidade polinica e receptividade
do estigma de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) ocorrentes na Mata
Atléntica”, teve por objetivo caracterizar aspectos da morfologia e viabilidade dos
graos de polen e receptividade do estigma de sete espécies de Hohenbergia
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ocorrentes na Mata Atlantica, H. amargosensis E. H. Souza & Leme, H. belemii
L.B.Sm. & Read, H. capitata Schult. & Schult.f., H. ituberaensis B.P. Cavalcante, E.H.
Souza & Versieux, H. nidularioides B.P. Cavalcante, E.H. Souza, A.P. Martinelli &
Versieux, H. rosea L.B.Sm. & Read e H. stellata Schult. & Schult.f. (Figura 1). Os gréaos
de polen foram analisados em microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
submetidos a acetolise latica (ACLAC 40) para avaliar a morfologia polinica, além da
guantificacdo de grdos de pdlen. Adicionalmente, foram realizados testes de
viabilidade polinica a partir da germinacéo in vitro dos graos de pélen em meios de
cultura BM e SM, testes histoquimicos com solu¢do de Alexander e diacetato de
fluoresceina bem como a avaliacdo da receptividade do estigma com peréoxido de
hidrogénio e a-naftil-acetate + fast blue B salt nos diferentes estadios de
desenvolvimento floral (pré-antese, antese e pds-antese).

O segundo capitulo intitulado “Fenologia e estudos reprodutivos de
Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) ocorrentes na Mata Atlantica”, tem como
objetivo caracterizar os padrdes fenoldgicos de desenvolvimento vegetativo, floracéo
e frutificacdo de H. amargosensis e H. stellata em fragmentos da Mata Atlantica, bem
como a relagdo com os agentes polinizadores. Adicionalmente, foi realizado um
estudo do comportamento reprodutivo de outras cinco espécies de Hohenbergia (H.
belemii, H. capitata, H. ituberaensis, H. nidularioides e H. rosea). Para isso foram
realizadas visitas periédicas nos fragmentos florestais de ocorréncia de H.
amargosensis e H. stellata com observacdo do desenvolvimento das plantas em cada
estadio (ramo lateral, planta jovem, planta adulta, floracéo, frutificacdo e senescéncia)
a fim de obter um panorama do seu crescimento e desenvolvimento. Houve também
o registro dos visitantes florais e coleta de néctar em intervalos de trés horas, durante
o dia, para correlacionar com 0s agentes polinizadores e sua interacdo com as
espécies em estudo. Além disso, foram avaliados diferentes sistemas reprodutivos
(agamospermia, autopolinizacdo espontanea, autopolinizagdo manual, geitonogamia,
polinizacdo cruzada e polinizacdo natural) em H. amargosensis, H. belemii, H.
capitata, H. ituberaensis, H. nidularioides, H. rosea e H. stellata. Os pistilos foram
submetidos a microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta para identificar os
sistemas reprodutivos e avaliar as possiveis barreiras reprodutivas, observando a
germinacao dos grdos de polen e crescimento do tubo polinico.
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REVISAO DE LITERATURA
Bromeliaceae

Bromeliaceae sédo ervas com raizes absorventes ou apenas fixadoras,
raramente ausentes, caule pouco desenvolvido, geralmente com entrends curtos
(BENZING, 2000; FORZZA, et al., 2013; 2023; VASCONCELLOS; OLIVEIRA, 2019).
Suas folhas séo alternas-espiraladas, rosuladas ou mais raramente alternas-disticas,
podendo formar ou ndo tanque acumulador de agua. Sdo comumente recobertas por
tricomas peltados especializados em absorver umidade e nutrientes (BENZING, 2000;
VASCONCELLOS; OLIVEIRA, 2019).

As bromélias possuem inflorescéncia geralmente racemosa, seja simples ou
composta, as vezes terminal, bracteas em sua maioria coloridas, flores com variadas
combinagbes de coloracdo, numerosas a poucas, anteras biesporangiadas ou
uniesporangiadas, simetria actinomorfa ou levemente zigomorfa, trimeras, hipdginas
a epiginas, podendo estar unida a uma bractea normalmente vistosa, com a funcao
de atrair polinizadores (CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et al., 1985; WANDERLEY;
MARTINS, 2007; GIVNISH et al., 2014).

As pétalas e sépalas podem ser conadas ou livres, com apéndices petalineos
ou ndo. Estames em numero de seis, diplostémones, podendo ser livres ou adnatos
as pétalas, formando um tubo pelo concrescimento dos filetes ou ndo. As anteras sao
tetrasporangiadas, bitecas, com deiscéncia rimosa (BENZING, 2000; WANDERLEY;
MARTINS, 2007; OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020).

Os gréos de pdlen possuem grande variacdo quanto ao padrédo de abertura,
sendo encontrados exemplares porados (duas a muitas aberturas), monosulcados ou
inaperturados (WANDERLEY; MELHEM, 1991; HALBRITTER, 1992; SMITH; TILL,
1998; SILVA et al.,, 2016; LEME et al., 2021; MOTA et al.,, 2024). O gineceu é
gamocarpelar, de ovario supero, infero ou semi-infero, tricarpelar, trilocular com
estilete terminal trifido (NOGUEIRA et al., 2015; KUHN et al., 2016). O estigma é
caracteristicamente formado por trés lobos espiralados, possuindo dezenove
variacbes denominadas de conduplicado-espiral, conduplicado-ereto, conduplicado-
patente, conduplicado-pinatissecto, simples-ereto, simples-truncado, simples-
pinatissecto, simples-patente, simples-dilatado, simples-imbricado, cilindrico-distante,
laminar-convoluto I, laminar-convoluto I, coraliforme, convoluto-obconico, convoluto-
guarda-chuva, cupulado, urceolado e tubo-laciniado (BARFUSS et al., 2016; LEME et
al., 2022; SIQUEIRA; COSTA; TONI, 2023).

Os o6vulos encontram-se com placentacédo axilar, em quantidade escassa ou
numerosa. Muitas espécies possuem frutos tipo capsulas loculicidas/ septicidas,
normalmente de ovario supero, sendo a subfamilia Bromelioideae a Unica com frutos
bacaceos, sementes em geral numerosas, podendo ter apéndices plumosos,
caudados, aliformes ou apresentar mucilagem como frequentemente ocorre em
Bromelioideae, incluindo Hohenbergia (CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et al., 1985;
WANDERLEY; MARTINS, 2007; FAGUNDES; MARIATH, 2014; KUHN et al., 2016;
CARVALHO et al., 2023). Sao caracterizadas por terem representantes terricolas,
rupicolas, epifitas, epiliticas e redfitas, estabelecidas nos ambientes mais diversos
devido a alta capacidade adaptativa (FORZZA, et al., 2013; FORZZA, et al., 2023).
Uma importantes caracteristica representa apomorfia para este grupo vegetal, ja que
nado existe em nenhuma outra familia da ordem Poales, é o metabolismo &cido das
crassulaceas-CAM (CRAYN; WINTER; SMITH, 2004).
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Bromeliaceae possui uma riqueza de espécies e se destacam dentre 0s grupos
vegetais neotropicais, principalmente devido ao potencial adaptativo a diferentes
habitats, desde ambientes imidos como as florestas tropicais amazoénicas até secos
como o deserto do Atacama (ZIZKA et al., 2019). Possivelmente, a origem desta
familia botanica ocorreu no escudo da Guiana a 70 milhdes de anos, dispersando-se
por sementes a aproximadamente 20 milhdes de anos pela América Central e América
do sul, alcangando também a Africa Ocidental, mais especificamente na Guiné com a
espécie Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & Mildbr (GIVNISH et al., 2007; 2011).

As subfamilias de Bromeliaceae séo linhagens com diferentes distribuicdes
geograficas, sendo algumas restritas as areas especificas como as Brocchinioideae,
Lindmanioideae e Navioideae no sul da Venezuela e norte da Amazbnia e as
Hechtioideae em regifes mais secas do México. Ja as Bromelioideae, Pitcairnioideae
e Tillandsioideae possuem uma amplitude em sua distribuicdo, difundindo-se na
regiao Neotropical (GIVNISH et al., 2011; ZIZKA et al., 2019).

Bromeliaceae possui centros de diversidade no norte dos Andes, Mata
Atlantica, América Central e partes do México, além disso foram registrados centros
de endemismo na Mata Atlantica, Andes, México Central e partes da Venezuela
(ZIZKA et al., 2019). No Brasil, pais onde séo encontradas mais de 45% das espécies
dessa familia, existe alto indice de endemismo, principalmente na Mata Atlantica
(LEME; MARIGO, 1993; GIVNISH et al., 2011; GOUDA; BUTCHER; DIJKGRAAF,
2023).

Conforme a Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameacadas de Extingao
do Brasil, Portaria MMA N°. 148, de 07 de junho de 2022, existem 247 espécies de
Bromeliaceae ameacadas de extingdo no Brasil, sendo que destas, 40 encontram-se
como vulneraveis, 142 em perigo e 65 criticamente em perigo (BRASIL, 2022). Dados
de Forzza et al. (2023) revelam que esta familia vegetal se encontra como a segunda
em quantidade de taxons na lista nacional oficial de espécies da flora brasileira
ameacadas de extincdo, ocupando a primeira posicdo em numero de espécies
‘Criticamente em Perigo’. Vale destacar que a grande maioria das espécies desta
familia ainda ndo foram avaliadas quanto ao risco de ameaca e esses valores ainda
estéo subestimados.

Trabalhos indicam a importancia de Bromeliaceae em mudltiplas funcfes
ecossistémicas, que variam entre suporte a biodiversidade (servindo como habitat,
forrageamento, reproducdo, refagio, além de manter relacdo mutualistica com
polinizadores), ciclagem de nutrientes, apoio a diversidade genética, utilizacdo em
produtos quimicos e farmacéuticos (enzima bromelina), fornecimento de alimentos e
fiboras ao ser humano, apreciacdo estética (uso ornamental), heranca cultural e
ritualistica, regulacéo de doencas, regulacao de agua, e captura de diéxido de carbono
e metano (CRUZ et al., 2016; TSUDA; CASTELLANI, 2016; LADINO et al., 2019;
ROMERO et al., 2020; SRIVASTAVA, 2020; CAMPOS et al., 2020; LOPES FILHO et
al., 2023). Todas estas indicacdes reforcam a grande importancia das acdes de
conservacao das bromélias.

Hohenbergia

Hohenbergia foi nomeado por Schultes e Schultes em 1830 em homenagem
ao Principe de Wirtemburg (antigo reino, agora parte de Baden-Wirttemberg,
Alemanha), um botanico Aleméao que viajou para as Américas com o pseudénimo de
Barédo de Hohenberg (GOUDA; BUTCHER; DIJKGRAAF, 2023). Inicialmente o género
foi composto por cinco espécies: H. stellata Schult. & Schult.f., H. capitata Schult. &
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Schult.f., H. strobilacea (Schult. & Schult.f.) Klotsch, H. fasciata (Lindley) Schult. &
Schult.f. e H. billbergioides Schult. & Schult.f., sendo que dessas, apenas a H. stellata
permaneceu no grupo (SCHULTES; SCHULTES, 1830). Hohenbergia capitata foi
estabelecida como Aechmea capitata por Baker (1879) e reestabelecida como H.
capitata por Leme (2010).

Anos depois, Mez (1896) propbs uma divisdo para 0 género em dois
subgéneros: Euhohenbergia e Wittmackiopsis. O autor utilizou como atributos
principalmente a morfologia dos ovulos e cor das pétalas. Posteriormente, o género
passou a ser dividido em Hohenbergia subg. Hohenbergia e Hohenbergia subg.
Wittmackiopsis. Nesta classificacdo, o subg. Hohenbergia incluiu 20 espécies
endémicas do Brasil (incluindo o tipo H. stellata) e o subg. Wittmackiopsis composto
por 19 espécies distribuidas por Cuba, Porto Rico, Jamaica, Caribe e Coldombia
(SMITH; DOWNS, 1979). Apo6s estudos filogenéticos e morfoldégicos o subgénero
Wittmackiopsis foi considerado uma linhagem moncofilética externa a Hohenbergia e
reclassificada como o género Wittmackia, tendo como uma das principais diferencas
0s apéndices dos rudimentos seminais (6vulos), que sdo apendiculados apenas em
Hohenbergia (AGUIRRE-SANTORO, 2018).

Hohenbergia € um dos principais géneros da subfamilia Bromelioideae
(Bromeliaceae) (SMITH; DOWNS, 1979). No Brasil, ha a ocorréncia de 54 espécies,
sendo 53 endémicas do pais, concentrando-se principalmente na regido costeira.
Destas, 21 espécies sdo encontradas apenas na Mata Atlantica da Bahia, destacando
o estado como o territorio de maior diversidade em espécies deste género
(GONCALVES-OLIVEIRA; MARTINS; WANDERLEY, 2023).

Também se encontram na Bahia as trés espécies de Hohenbergia ameacadas
de extincdo, e que se encontram na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora
Ameacadas de Extincdo do Brasil, Portaria MMA N° 148 de 07 de junho de 2022.
Conforme esta Portaria, dois taxons deste género sao reconhecidos como ‘Em
Perigo’, Hohenbergia littoralis L.B.Sm. e Hohenbergia castellanosii L.B.Sm. & Read, e
uma espécie como ‘Criticamente em Perigo’, Hohenbergia correia-araujoi E.Pereira &
Moutinho (BRASIL, 2022; GOUDA; BUTCHER; DIJKGRAAF, 2023). Vale destacar
gue muitas espécies foram descritas nos Ultimos cinco anos e nao estao nas listas
oficiais de ameaca, apenas avaliadas pelos autores nos proprios manuscritos,
conforme critérios da lista vermelha de espécies ameacadas da International Union
for Conservation of Nature - IUCN (2020). S&o elas: H. densa B.P.Cavalcante [[Quase
ameacada’ (NT)] (CAVALCANTE; SILVA, 2021); H. ituberaensis B.P.Cavalcante,
E.H.Souza & Versieux [Vulneravel’ (VU)] (CAVALCANTE et al., 2020); H. erecta
B.P.Cavalcante, Versieux & A.P.Matrtinelli ['[Em Perigo’ (EN)] (CAVALCANTE et al.,
2022); H. amargosensis E.H.Souza & Leme, H. nidularioides B.P.Cavalcante,
E.H.Souza, A.P.Matrtinelli & Versieux e H. ymboreorum E.H.Souza & B.P.Cavalcante
[‘Criticamente em Perigo’ (CR)] (CAVALCANTE et al., 2021; CAVALCANTE; AONA,;
SOUZA, 2022; SOUZA et al., 2022).

As espécies de Hohenbergia sdo caracterizadas por apresentarem bom
desempenho na reproducdo sexuada, porém com maior estimativa de reproducao
assexuada com emisséo de ramos laterais, sem ramificagdes, originados de gemas
axilares (BARACHO, 1997; BENZING, 2000). Esse género é caracterizado por plantas
terrestres ou epifitas, caulescentes, possuindo folhas membranaceas nos
representantes jovens ou subcoriaceas a coriaceas nos adultos, com bainha variando
de estreita a larga e diferentes tons de esbranquicado a castanho-escuro (DOWNS,
1974; SMITH; DOWNS, 1979; GONCALVES-OLIVEIRA; MARTINS; WANDERLEY,
2023).



17

As laminas foliares sdo liguladas ou subtriangulares, geralmente concolores
(esverdeadas, verde-cinéreas, amareladas, castanho-escurecidas, castanho-
avermelhadas ou purpuraceas), raramente discolores com listras ou maculas em tons
de purpura. Aculeos nas margens foliares castanhos ou pretos, antrorsos, patentes
ou retrorsos; apice foliar mucronado; inflorescéncia racemosa, composta, podendo
chegar a 2/3 da altura da planta, pauciflora ou multiflora, piramidais ou cilindricas,
ereta ou pendente, com flores agrupadas em espigas. Espigas globosas, ovoides,
elipsoide/ cilindrica ou subcilindrica, fasciculadas ou densamente agregadas, glabras
ou lanadas. Bracteas florais evidentes, na maioria das vezes cobrindo o ovario e as
sépalas (SMITH; DOWNS, 1979; GONCALVES-OLIVEIRA; MARTINS;
WANDERLEY, 2023).

Os individuos deste género apresentam flores sésseis ou subsésseis; sépalas
assimétricas, livres ou curtamente conatas, com margem contendo ala ou asa muitas
vezes acompanhada de nervura evidente, geralmente hialina. As pétalas sao
espatuladas ou elipsoides, com apéndices petalineos, formando uma corola com
arquitetura tubular e apice agudo a obtuso, raramente cuculado; apresenta variacado
de cor com registro de pétalas lilases, violaceas, azulaceas, purpuridceas e, mais
raramente, roseas, brancas, amarelas ou verdes; estames antipétalos parcialmente
adnatos as pétalas; anteras amarelas ou alvas, elipticas; graos de p6len em moénades,
esféricos ou elipsoides, oblados, semitectados, reticulados, biporados a tetraporados;
estigma alvo, flavo ou roxo, conduplicado-espiral; ovario infero; évulos obtusos,
caudados; fruto tipo baga e sementes recobertas por mucilagem (BROWN;
GILMARTIN, 1989; HALBRITTER, 1992; SMITH; TILL, 1998; CAVALCANTE et al.,
2019; GONCALVES-OLIVEIRA; MARTINS; WANDERLEY, 2023).

Biologia floral e reprodutiva

Diversas literaturas que tratam a respeito da biologia e morfologia floral de
Bromeliaceae indicam a existéncia de variadas caracteristicas de sistemas de
cruzamento (MARTINELLI, 1994; CULLEY; KLOOSTER, 2007; MATALLANA et al.,
2010; ZANELLA et al.,, 2012; BASTOS et al.,, 2017; SOUZA et al, 2017a;
CAVALCANTE et al.,, 2019; MOTA et al.,, 2023), podendo ser autocompativel,
autoincompativel, autbgamo, potencialmente aldgamo ou cleistbgamo. Sendo a
autoincompatibilidade a caracteristica reprodutiva mais encontrada na familia
(MATALLANA et al., 2010; GIVNISH et al., 2014; SOUZA et al., 2017a; MOTA et al.,
2023).

Estudos indicam que algumas espécies de Bromeliaceae realizam a autogamia
como um mecanismo de barreira reprodutiva para evitar a polinizacdo com gréos de
pélen de outras flores (MATALLANA et al., 2010; NERI et al., 2017; SOUZA et al.,
2017a; MOTA et al., 2023). Nestas plantas, ocorre a contaminagcao do gineceu pela
autopolinizacéo, geralmente na pré-antese (MARTINELLI, 1994; ANDERSON, 2012),
impedindo a deposicédo dos graos de poélen heteroespecificos, ja que a superficie do
estigma se encontra parcialmente ou totalmente coberta (SCHIFINO-WITTMANN;
DALL AGNOL 2002; ANDERSON, 2012). Outros autores relatam a ocorréncia de
dicogamia e heterostilia, ambas barreiras reprodutivas para a autopolinizacdo, o que
promove a alogamia (BENZING, 2000). Ha ainda a protoginia, quando o gineceu esta
pronto para ser fecundado, porém os grdos de pdélen ainda ndo se encontram
maduros, caracteristica do género Tillandsia (GARDNER, 1986).

Trabalhos sobre as barreiras reprodutivas pré e pos-zigbticas ocorrentes em
Bromeliaceae destacam, dentre o0s principais fatores encontrados, aqueles
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relacionados a autoincompatibilidade gametofitica, divergéncia entre o comprimento
do estilete e do tubo polinico, inviabilidade, aspectos morfologicos e morfométricos
dos grao de pdélen, insuficiéncia de nutrientes e umidade no estigma (impede a
germinacao dos graos de polen), deficiéncia em fatores ligados ao quimiotropismo na
regido da microépila (falta estimulo para o crescimento do tubo polinico) e diferenca
temporal entre a receptividade do estigma e a polinizacdo (VAN TUYL; DE JEU, 1997;
VERVAEKE et al., 2001; 2002; MATALLANA et al., 2016; SOUZA et al., 2017a; MOTA
et al., 2023). Alguns desses estudos, a fim de alcancar o sucesso da fecundacéo,
apresentam técnicas para superar as barreiras reprodutivas, envolvendo polinizacéo
com o estilete cortado, polinizacdo no eixo placentario e a enxertia de estilete (VAN
TUYL; DE JEU, 1997; VERVAEKE et al., 2001; 2002).

Para verificar o sucesso ou ndo da polinizacdo, um dos métodos utilizados é a
observacéo da presenca de calose nos tubos polinicos. Para isso, € adicionado uma
solucéo de azul de anilina ao gineceu e observado em microscopia de fluorescéncia
com filtro ultravioleta. Estudos em Bromeliaceae com esta técnica demonstram o
crescimento do tubo polinico em diferentes tipos de polinizacdo e em hibridacdes
interespecificas e intergenéricas (SOUZA et al., 2017a; MOTA et al., 2023). Nestes
estudos, 0 sucesso reprodutivo € constatado com o crescimento e penetracdo dos
tubos polinicos na micropila com deposicao regular de calose. Do mesmo modo, o
insucesso reprodutivo é observado em amostras com enovelamento ou paralizacéao
do tubo polinico no estilete e com deposi¢éo irregular de calose no tubo polinico.
Essas caracteristicas revelam possiveis barreiras gametofiticas nas espécies ou
incongruéncias em caso de hibridagbes (SOUZA et al., 2017a; MOTA et al., 2023).

Em busca de sucesso reprodutivo as plantas utilizam como estratégia a
producédo de flores em quantidade, cores, formas e aromas diversos, com o0 objetivo
principal de atrair polinizadores especificos (HOWE; WETTLEY, 1997) e que estes
tenham interesse em retornar a flor, ja que um maior nimero de visitas florais reflete
em maior probabilidade de sucesso da fecundacdo e consequente numero de
sementes (PAGGI et al., 2007). Desta forma, trabalhos sobre biologia reprodutiva de
Bromeliaceae devem considerar tanto a acdo de espécies associadas (visitantes e
polinizadores), quanto a unidade funcional da polinizagdo (gréos de polen) (PACINI;
HESSE, 2004; SOUZA et al., 2015).

Dentre os principais agentes polinizadores da familia, sdo encontrados
exemplares de morcegos, esfingideos, abelhas e beija-flores (BENZING, 2000;
ARAUJO et al., 2004; SIQUEIRA-FILHO; LEME, 2006; GIVNISH et al., 2014). Apesar
das abelhas serem registradas visitando bromélias de diversas espécies, tanto sendo
oportunistas como polinizadoras efetivas, os beija-flores (ornitofilia) sdo considerados
0s agentes com maior potencial de polinizagcdo (BENZING, 2000; NARA; WEBBER,
2002; ARAUJO et al., 2004; LENZIN; MATOS; ORTH, 2006; SIQUEIRA-FILHO;
LEME, 2006; KAMKE et al.,, 2011; GIVNISH et al.,, 2014; BASTOS et al., 2017;).
Bromeliaceae € um dos poucos grupos em que a polinizacdo realizada por
vertebrados é maior que por insetos (ARAUJO et al., 1994).

Conhecer a biologia floral e reprodutiva de espécies vegetais permite
compreender a interacdo planta-polinizador, detalhando aspectos da organizacao
espaco-temporal dos recursos disponiveis no ambiente estudado (TALORA;
MORELLATO, 2000), assim como a morfologia e comportamento dos graos de polen
(CHAGAS et al., 2010; SOUZA et al., 2015), o que contribui com a criacdo de
estratégias para conservacdo de ambientes naturais (MACHADO; LOPES, 2002).
Dentre os recursos florais, dois deles destacam-se pela preferéncia dos visitantes e
polinizadores, os graos de polen (TAGLIATI; OLIVEIRA; FARIA, 2018) e o néctar, que
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por fornecer dgua e energia € o mais requerido (FAEGRI; VAN DER PIJL, 1979).
Referente ao néctar, € necessario conhecer seu volume e composi¢cao para entender
as estratégias de recompensa floral.

No processo de fecundacgéo, € essencial saber se o0 gréo de polen esta viavel,
atributo fundamental para a¢des de conservacdo, melhoramento genético e producao
agricola (SANTOS et al., 2015). A viabilidade polinica pode ser determinada por
métodos diretos, através da germinacgdo in vitro (DUTRA et al., 2000; PARTON et al.,
2002; GOMES et al., 2003; PIO et al., 2007; SOUZA et al., 2015; MOTA et al., 2024)
ou in vivo (OLIVEIRA; MAUES; KALUME, 2001; SOUZA et al., 2015; 2017a; MOTA et
al., 2023), assim como métodos indiretos, com base em caracteristicas citolégicas,
como a coloracdo dos graos por testes histoquimicos para verificar a atividade
enzimatica ou a presenca de substancias quimicas (SHIVANNA; RANGASWAMY,
1992; KEARNS; INOUYE, 1993; SOUZA et al.,, 2015; MOTA et al., 2024). Com
excecdo da germinacédo in vivo, as outras metodologias ndo garantem a fertilizac&o
dos 6vulos, mas séo indicativos de viabilidade com alto nivel de confianga, a depender
do corante utilizado (EINHARDT et al., 2006; SOUZA et al., 2015).

Para o teste histoquimico, os corantes mais utilizados sdo o carmim acético,
solucdo de Alexander, sudan 1V, azul de anilina, azul de algodéo, iodeto de potassio
(STANLEY; LINSKENS, 1974; MOTA et al., 2024), 2,3,5-cloreto-de-trifeniltetrazdlio
(DERIN; ETI, 1999) e diacetato de fluoresceina (MARTINELLI, 2012; MOTA et al.,
2024). Estes, quando entram em contato com os grdos de pdlen, proporcionam
variacdes na cor e reacfes enzimaticas especificas, indicando a viabilidade ou néo.

A germinacao in vitro dos gréos de pdlen permite analisar a emissdo do tubo
polinico e determinar a viabilidade (MARCELLAN; CAMADRO, 1996;
JAYAPRAKASH; SARLA, 2001; SOUZA et al.,, 2015; SOUZA et al., 2017b). Para
alcancar resultados confiaveis € necessario que o meio de cultura utilizado siga um
protocolo especifico, levando em consideracdo fatores como pH, condi¢cdes de
incubacado, e tenha em sua composi¢cao substancias como: carboidratos (fornece
energia, equilibrio osmaético do grao de polen e promove o desenvolvimento do tubo
polinico) (STANLEY; LINSKENS, 1974), acido borico (atua no crescimento do tubo
polinico e minimiza as chances de rompimento) (FRANZON; RASEIRA, 2006), nitrato
de calcio (nutriente relacionado aos atributos fisiologicos, reducdo da sensibilidade
dos graos de pélen ao meio, assim como a promoc¢ao da rigidez e crescimento do tubo
polinico em formato linear) (STANLEY; LINSKENS, 1974), além de micronutrientes e
hormoénios que podem ser introduzidos (BREWBAKER; KWACK, 1963; PIO et al.,
2007; SOARES et al., 2008).

Andlises da caracterizacdo morfolégica dos gréos de poélen sao realizadas por
meio de técnicas como a microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura.
Para isso, € necessaria a adocao de tratamentos para a limpeza e permitir a melhor
observacédo da morfologia, ornamentacdo e outros detalhes especificos dos graos
(HESSE et al., 2009). Uma metodologia que atende a essa exigéncia para a
microscopia de luz é a acetdlise. Nela séo utilizadas sustancias acidas para dissolver
0 conteudo do grdo de pdlen e conservar apenas a morfologia da exina para
visualizacdo (ERDTMAN; SORSA, 1952; ERDTMAN, 1960; SALGADO-LABOURIAU,
1971). Em gréos de polen de Bromeliaceae, devido a fragilidade de suas estruturas e
possibilidade de deformacdo provocada durante a acetdlise, € recomendado a
utilizacdo da técnica de acetdlise lactica (RAYNALD; RAYNALD, 1971) com
modificagdes (WANDERLEY; MELHEM, 1991).

Para que haja a fertilizacdo, com formacéao de frutos e sementes é necessario,
além da viabilidade polinica, que o estigma esteja receptivo para a aderéncia e
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desenvolvimento dos graos de poélen sobre sua superficie. Este desempenho pode ser
um dos fatores determinantes na taxa de autopolinizacdo e no sucesso da polinizacéo
(STONE et al., 1995; SOUZA et al., 2016). O melhor momento para a deposi¢cao dos
graos de polen sobre o estigma pode ser indicado por duas principais metodologias.
Ao utilizar o peréxido de hidrogénio (H202) no estigma, ha a indicacdo da receptividade
com a presenca da enzima peroxidase, quando se observa a formacéao de bolhas de
ar. Além disso, a reacao de a-naftil-acetate com fast blue B salt, ao interagir com a
enzima esterase, cora 0s estigmas receptivos de marrom escuro a preto (KEARNS;
INOUYE, 1993).

Fenologia

Estudos de fenologia com vegetais buscam caracterizar eventos bioldgicos
repetitivos e apresentar a relacdo existente entre eles, suas fases e as pressodes
externas que atuam em determinado local (LIETH, 1974; SIQUEIRA-FILHO;
MACHADO, 2004; MENEZES et al., 2020; SILVA et al.,, 2023). Os resultados
demostram um panorama de acontecimentos bidticos e abiéticos que interferem no
ciclo bioldgico da espécie estudada, em determinado periodo, principalmente quando
ela se encontra in situ (LIETH, 1974; SIQUEIRA-FILHO; MACHADO, 2004; PEREIRA,
QUIRINO, 2008; MENEZES et al., 2020; SILVA et al., 2023).

Em pesquisas fenoldgicas sédo reunidas informacdes sobre a época e duracao
da floracdo, frutificacdo, dispersdo e emissdo foliar, relacionando-as a fatores
climaticos e ecoldgicos (PINTO et al., 2005, 2008). Desse modo, a fenologia
caracteriza parte do ciclo de vida das plantas e a organizacdo temporal e espacial de
recursos disponiveis, tanto florais quanto os frutos (LIETH, 1974, NEWSTROM;
FRANKIE; BAKER, 1994). Além disso, os dados fenolégicos apontam os ciclos de
crescimento da planta e o melhor tempo para coleta de frutos e sementes.

Ao tratar dos aspectos abidticos, a fenologia demostra por exemplo os impactos
das mudancas climaticas em ecossistemas terrestres, quando indica variagdo no
comportamento de espécies vegetais em decorréncia de alteracbes ambientais
(SCHWARTZ, 1999; FITTER; FITTER, 2002; MENZEL et al.,, 2006; NATERCIA,
2006). Oscilacdes no ciclo de uma planta podem causar consequéncias danosas a
biodiversidade, as interacfes bioticas e a agricultura (MENZEL et al., 2006; RUBIM et
al, 2010). Tais mudancas, quando afetam o periodo de floracdo, podem diminuem as
chances de acdo dos polinizadores por dessincronizacdo entre o ciclo da planta e
animais, provocando grandes impactos nos ecossistemas (NATERCIA, 2006).

A radiagdo adaptativa que ocorreu em Bromeliaceae selecionou individuos que
sobreviveram a diferentes nichos em diversos ambientes, desde campos ensolarados
até matas umidas (GIVNISH et al., 2011), ocupando tanto locais em nivel do mar
guanto em montanhas acima de 4.000 m de altitude, independentemente de serem
xéricos ou mésicos (BENZING, 2000; SMITH; DOWNS, 1974). A possibilidade de se
desenvolver e reproduzir em multiplos habitats é fruto das estratégias adaptativas de
Bromeliaceae, como tricomas peltados, formacdo de fitotelmo, associacdes
ecoldgicas, além da presenca de fotossintese C3 ou CAM (MEDINA, 1974; SMITH,;
DOWNS, 1974; STEBBINS, 1967; WINTER; SMITH, 1996; BENZING, 2000; CRAYN;
WINTER; SMITH, 2004).

Outro importante mecanismo de adaptacdo destas plantas é a forma de
propagacao que pode ser tanto assexuada (gemas), quanto sexuada (sementes). Em
muitas espécies, ambos 0os modos de propagacao ocorrem de forma natural, porém o
primeiro em maior proporgédo que o segundo (AOYAMA; GONTIJO; FARIA, 2012).
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Como vantagens, a reproducédo assexuada permite que populagbes pequenas, com
sucesso reprodutivo comprometido, como o declinio de polinizadores, consigam
propagar-se em multiplos individuos (CAETANO; CORTEZ, 2014). J& a reproducgéo
sexuada permite principalmente o aumento da recombinacgéo génica, possibilitando
uma progénie competitivamente superior, além de evitar a homozigose e expressao
de genes recessivos deletérios (OLIVEIRA; MARUYAMA, 2014).

A andlise das fenofases de Bromeliaceae ocorre em eventos distintos da planta,
sendo estes os estadios de desenvolvimento de novas folhas (surgimento de
pequenas folhas brilhantes de coloracdo verde-clara ou avermelhada), a floragéo
(surgimento da inflorescéncia), o periodo reprodutivo (antese), frutificacdo (fruto
verde), dispersdo (fruto maduro), e senescéncia (folhas com tons amarelados a
amarronzados) (FIGUEIREDO, 2005; MARQUES; LEMOS-FILHO, 2008). Pesquisas
em fenologia de Bromeliaceae sédo desenvolvidas tanto em nivel especifico (NARA;
WEBER, 2002; NEGRELLE; MURARO, 2006; PEREIRA; QUIRINO, 2008; ROCHA-
PESSOA; ROCHA, 2008; NUNES-FREITAS; ROCHA, 2011; LOPEZ-LOPEZ;
PARRA-TABLA; MONDRAGON, 2021; VELASQUEZ-NORIEGA; KROMER;
PACHECO, 2023), quanto em nivel amplo, alcancando diferentes regides (ARAUJO;
FISCHER; SAZIMA, 1994; MARTINELLI, 1997; MARQUES; LEMOS-FILHO, 2008;
SANTANA; MACHADO, 2010; MARQUES et al., 2021).

Tomando por base Gentry (1974), Bromeliaceae apresenta trés estratégias
fenolégicas (MARTINELLI, 1997). A disponibilidade regular (ou steady state), mais
comum na familia (CANELA; SAZIMA, 2003), € caracterizada por espécies que
fornecem poucas flores em antese por dia, durante um longo periodo. A cornucépia,
ocorre em plantas que produzem muitas flores, por um periodo longo, de até dez
semanas. E a floragédo do tipo explosiva (ou “Big Bang”), ocorre quando muitas flores
entram em antese ao mesmo tempo por curto periodo, de até trés semanas (GENTRY,
1974).

A preferéncia de Bromeliaceae por comportamento tipo steady state foi
verificada por estudos com diversas espécies (MARTINELLI, 1997; TSCHAPKA,
HELVERSEN, 2007; BASTOS et al., 2017; RESTREPO-CHICA; BONILLA-GOMEZ,
2017). Manter oferta de flores por um longo periodo garante disponibilidade de
recursos a polinizadores por maior tempo e aumenta a chance de cruzamentos
(MARTINELLI, 1997).
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CAPITULO 1

MORFOLOGIA, VIABILIDADE POLINICA E RECEPTIVIDADE DO ESTIGMA DE
Hohenbergia Schult. & Schult.f. (Bromelioideae, Bromeliaceae) OCORRENTES
NA MATA ATLANTICA?

1 Manuscrito a ser ajustado e submetido ao Periédico “Plant Biology”.
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MORFOLOGIA, VIABILIDADE POLINICA E RECEPTIVIDADE DO ESTIGMA DE
Hohenbergia Schult. & Schult.f. (Bromelioideae, Bromeliaceae) OCORRENTES
NA MATA ATLANTICA

RESUMO: Hohenbergia possui 55 espécies, das quais 53 sdo endémicas do Brasil.
Dessas, 21 sdo encontradas apenas na Mata Atlantica do Estado da Bahia, tornando
esse local o de maior diversidade para o género. Estudos sobre a biologia floral e
reprodutiva sdo fundamentais para subsidiar trabalhos de taxonomia, preservacao,
conservacgao, ecologia e melhoramento genético. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar a morfologia polinica e do estigma, bem como avaliar a viabilidade
polinica e a receptividade do estigma de sete espécies de Hohenbergia ocorrentes na
Mata Atlantica. Para a caracterizacao morfolégica, os graos de polen foram analisados
em microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e submetidos acetdlise latica (ACLAC
40). Foi realizada a quantificacdo de graos de pélen e évulos. Adicionalmente, foram
realizados testes de viabilidade polinica a partir da germinacéo in vitro dos gréos de
pélen em meios de cultura BM e SM, testes histoquimicos com solucdo de Alexander
e diacetato de fluoresceina, bem como a avaliagdo da receptividade do estigma com
peroxido de hidrogénio e a-naftil-acetate + fast blue B salt nos diferentes estadios de
desenvolvimento floral. Todas as espécies apresentam graos de pdlen em moénades,
heteropolares ou isopolares, ambito circular ou eliptico, porados, com poros variando
no tamanho, formato e quantidade (bi ou triporados), com membrana da abertura
ornamentada, além de apresentarem variacdes na exina e em sua ornamentacéo. Os
estigmas das espécies de Hohenbergia sdo do tipo conduplicado-espiral, possuem
pequenas diferencas na cor e no tamanho, incluindo o tamanho do estilete. Os graos
de pdlen apresentaram maior viabilidade na antese, independente da metodologia
empregada. As duas metodologias para avaliar a receptividade do estigma
apresentaram o mesmo resultado, com maior atividade enzimética na antese para
todas as espécies. Este estudo fornece dados qualitativos e quantitativos dos graos
de pdlen e estigma de espécies de Hohenbergia que sdo importantes para a
taxonomia do grupo, bem como para subsidiar estudos reprodutivos e de conservacao
das espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Bromélia; Biologia floral e reprodutiva; Conservacao;
Germinacao in vitro; Morfologia polinica e do estigma; Teste histoquimico.
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MORPHOLOGY, POLLEN VIABILITY AND STIGMA RECEPTIVITY OF
Hohenbergia Schult. & Schult.f. (Bromelioideae, Bromeliaceae) OCCURRING IN
THE ATLANTIC FOREST

ABSTRACT: Hohenbergia comprises 55 species, of which 53 are endemic to Brazil.
Among these, 21 are exclusively found in the Atlantic Forest in the state of Bahia,
making this location the most diverse for the genus. Studies on floral and reproductive
biology are essential to support taxonomy, preservation, conservation, ecology, and
genetic improvement efforts. This study aimed to characterize the pollen and stigma
morphology, as well as evaluate the pollen viability and stigma receptivity of seven
Hohenbergia species occurring in the Atlantic Forest. For morphological
characterization, pollen grains underwent scanning electron microscopy (SEM) and
lactic acetolysis (ACLAC 70). Additionally, pollen and ovule quantification were carried
out. Viability tests were performed through in vitro germination of pollen grains in BM
and SM culture media, histochemical tests with Alexander solution and fluorescein
diacetate, as well as the evaluation of stigma receptivity with hydrogen peroxide and
a-naphthyl-acetate + fast blue B salt at different floral developmental stages. All
species exhibited monad pollen grains that are heteropolar or isopolar, circular or
elliptical in scope, porous with an ornamented aperture membrane, in addition to
presenting variations in the exine and its ornamentation. The stigmas of Hohenbergia
species are conduplicate-spiral type, showing small differences in color and size,
including the size of the style. Pollen grains demonstrated higher viability during
anthesis, regardless of the methodology used. Both methodologies for evaluating
stigma receptivity yielded the same result, with higher enzymatic activity during
anthesis for all species. This study provides qualitative and quantitative data on pollen
and stigma of Hohenbergia species, which are crucial for the taxonomy of the group
and support reproductive and species conservation studies.

KEYWORD: Bromeliad; Floral and Reproductive Biology; Conservation; In vitro
Germination; Pollen and Stigma Morphology; Histochemical Test.
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INTRODUCAO

A Mata Atlantica, mesmo com apenas 12,4% da sua area de mata original,
continua passando por intensas acdes de desmatamento e fragmentacéo em toda sua
extensdo (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2022; 2023). Ainda assim, esse
bioma é classificado como o dominio fitogeografico do Brasil que possui maior numero
de registros de espécies da familia Bromeliaceae (FORZZA et al., 2023).

Dos 82 géneros e 3.764 espécies da familia Bromeliaceae, Hohenbergia Schult.
& Schult.f. (Bromelioideae) € o 17° maior género, contendo 55 espécies (GOUDA;
BUTCHER; DIJKGRAAF, 2023). No Brasil, sdo encontradas 54 espécies desse
género, sendo 53 endémicas do pais. Destas, 42 possuem registro de coleta no
estado da Bahia, sendo que 21 sdo encontradas apenas na Mata Atlantica em territorio
baiano, tornando esse o local de maior diversidade para o género (CRIA, 2023;
GONCALVES-OLIVEIRA; MARTINS; WANDERLEY, 2023).

Dentre as multiplas areas de pesquisa a serem exploradas quando se busca
conhecer uma espécie ou grupo vegetal, a biologia floral e reprodutiva é fundamental
para subsidiar ferramentas de trabalhos relacionadas a taxonomia, tematica de
preservacdo e conservacdo; definir técnicas adequadas para cruzamentos
controlados e obtencao de sementes; além de compreender as relacfes ecoldgicas e
mecanismos entre as espécies (LEVIN, 1971; COYNE; ORR, 2004; MARTINELLI et
al., 2008; MARTINELLI; MORAES, 2013; BAACK et al., 2015; SOUZA et al., 2016,
BASTOS et al., 2017; MAJEED et al., 2020).

Diversos estudos da receptividade e morfologia do estigma, bem como da
morfologia, estrutura e viabilidade dos grdos de polen em Bromeliaceae foram
realizados. Como exemplo, podem ser citados, Ehler e Schill (1973), Erdtman e
Praglowski (1974), Wanderley e Melhem (1991), Roubik e Moreno (1991), Halbritter
(1992), Halbritter e Till (1998), Tardivo e Rodrigues (1998), Parton et al. (2001),
Vervaeke et al. (2003), Souza et al. (2004), Moreira, Cruz-Barros e Wanderley (2005),
Soares et al. (2011), Silva et al. (2016), Souza et al. (2016), Bastos et al. (2017), Souza
et al. (2017), Santos et al. (2018), Schoeder et al. (2019), Santos et al. (2020), Souza
et al. (2020a), Souza et al (2020b), Leme et al. (2021), Santos et al. (2021), Leme et
al. (2022) e Mota et al. (2024).

Ainda que muito conhecimento tenha sido produzido, devido ao nimero de
espécies que compdem a familia, os dados existentes ainda se referem a uma
pequena parcela do total de espécies em Bromeliaceae. Além disso, os trabalhos
existentes evidenciam uma grande diversidade polinica na familia. Os grdos de pélen
em Bromeliaceae possuem variacdes em seu tamanho, forma, ornamentacéo, tipos,
namero e extensdo das aberturas e deposicdo ou ndo de exina na membrana da
abertura, com diferentes arranjos (WANDERLEY E MELHEM, 1991; HALBRITTER,
1992; HALBRITTER E TILL, 1998; MOREIRA, CRUZ-BARROS E WANDERLEY,
2005; SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2016; SOUZA et al., 2017; SANTOS et al.,
2018; SANTOS et al., 2020; SOUZA et al., 2020a; SOUZA et al., 2020b; LEME et al.,
2021; SANTOS et al., 2021; LEME et al., 2022). A caracterizagcdo polinica possui
importancia fundamental para analises palinolégicas (ERDTMAN, 1952; ERDTMAN,
1960; SALGADO-LABOURIAU, 1971). Além disso, as caracteristicas polinicas estao
intimamente associadas as estratégias reprodutivas da planta (FERGUSON;
SKVARLA, 1982; FIRON et al., 2012; HESSE et al., 2009), como na polinizacao
(HESSE, 2000) e na relagao com a germinacédo do tubo polinico no estigma, ja que o
fato de um ndmero maior de aberturas no gréo de pélen influencia positivamente na
fecundacdo (FURNESS E RUDALL, 1999). Atualmente, diversos trabalhos tém
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incluido caracteristicas polinicas em abordagens filogenéticas, contribuindo para o
refinamento taxonémico de grupos especificos em Bromeliaceae (HELLER et al.,
2015; LEME et al., 2017a; LEME et al., 2017b; LEME et al., 2021; LEME et al., 2022).
De modo semelhante, a morfologia do estigma € observada em estudos taxonémicos
por se manter também conservada dentro de cada espécie e género (BARFUSS et
al., 2016; SOUZA et al., 2016).

Para acfGes de conservacdo e reproducdo sexuada das espécies, em
complemento aos estudos morfoldgicos, € necessario conhecer a viabilidade polinica
e o periodo que o estigma se encontra receptivo (STONE et al., 1995; SOUZA et al.,
2017; 2021). Dentre as metodologias utilizadas para medir a viabilidade dos gréaos de
pélen, pode-se destacar a germinacao in vitro (DUTRA et al., 2000; PARTON et al.,
2002; GOMES et al.,, 2003; PIO et al., 2007; SOUZA et al.,, 2017) e os testes
histoquimicos (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992; KEARNS; INOUYE, 1993;
SOUZA et al., 2017), sendo a germinacao in vitro o mais utilizado, ja que simula a
interacdo do gréo de polen com o estigma e permite observar o crescimento do tubo
polinico (SOARES et al., 2013; SOUZA et al., 2017; MOTA et al., 2024).

O resultado da germinacdo in vitro pode ser influenciado a partir do
comportamento da espécie, nutricdo da planta, horario e modo de coleta dos graos de
pblen, fotoperiodo, temperatura, periodo de incubacdo e, principalmente, a
composicdo do meio de cultura, que quando necessario, deve ser ajustado para cada
espécie (BREWBAKER; KWACH, 1963; DAFNI, 1992; TAYLOR; HEPLER, 1997;
SOARES et al.,, 2008; TUSHABE; ROSBAKH, 2021; YAMAGUCHI; YAMAZAKI;
AKUTSU, 2023).

A receptividade do estigma interfere diretamente na fecundacéo da planta e no
sucesso da polinizacdo (GALEN; PLOWRIGHT, 1987). Para que aconteca a
fertilizacdo e posterior formacédo das sementes, os graos de poélen devem se fixar a
superficie do estigma, hidratados para a germinacéao, seguido do crescimento do tubo
polinico até a penetracdo na micrépila. Todo esse processo sO € possivel gracas a
producédo de exsudatos a partir da liberacéo de enzinas na superficie do estigma para
aderéncia dos grdos de pdlen. Essas enzimas, principalmente as esterases e
peroxidases, fazem parte das respostas de incompatibilidade ou incongruéncia, assim
como agem na penetracdo do tubo polinico no pistilo (BHATTACHARYA; MANDAL,
2003; KULLOLI et al., 2010).

Para determinar o momento ideal de deposicdo dos grdos de podlen na
superficie do estigma séo utilizados alguns métodos que indicam sua receptividade
(SOUZA et al., 2016). Dentre os métodos mais utilizados estdo os testes com peroxido
de hidrogénio (H202) ou com solucdo de a-naftil-acetate com fast blue B salt. O
peroxido de hidrogénio indica a receptividade com o surgimento de bolhas de ar,
possui baixo custo e requer uma atencdo a qualquer dano do tecido para evitar um
resultado falso positivo. Ja a solugdo de a-naftil-acetate com fast blue B salt, quando
em contato com a enzima esterase, cora a superficie do estigma receptivo de marrom
escuro, indicando que o estigma esta receptivo (DAFNI, 1992; KEARNS; INOUYE,
1993; SOUZA et al., 2016).

Este estudo abordou aspectos que podem subsidiar estudos taxonémicos, de
conservacao e melhoramento genético no género Hohenbergia. Assim, seu objetivo
foi caracterizar a morfologia dos graos de pdélen e estigma de sete espécies de
Hohenbergia ocorrentes na Mata Atlantica da Bahia, pertencentes ao mesmo
complexo de espécies, bem como avaliar a viabilidade polinica e a receptividade do
estigma em diferentes metodologias e estadios de desenvolvimento floral.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e area de estudo

Este estudo foi desenvolvido com sete espécies de Hohenbergia ocorrentes na
Mata Atlantica do estado da Bahia, Brasil, coletadas em popula¢des naturais (Figura
1, Tabela 1).
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Figura 1. Mapa da Bahia com os respectivos pontos de estudo e coleta das espécies
de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) utilizadas nos experimentos de
morfologia polinica e biologia floral e reprodutiva. Fonte: Adaptado de
Superintendéncia de Estudos Econdmicos e Sociais da Bahia (SEI 2014).
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Tabela 1. Espécies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia, Brasil, municipio de coleta no estado da Bahia e voucher do Herbario do
Recbdncavo da Bahia (HURB).

Espécie Municipio HURB
P de coleta (voucher)

. . Ubaira 25001

Hohenbergia amargosensis E.H.Souza & Leme Amargosa 26116

llhéus 18857

Hohenbergia belemii L.B.Sm. & Read. Una 18863

Uruguca 25320

: . Camacan 25319

Hohenbergia capitata Schult. & Schult.f. Arataca 26109

Hohenbergia ituberaensis B.P.Cavalcante, ltubera 30428

E.H.Souza & Versieux Igrapitna 30438
Hohenbergia nidularioides B.P.Cavalcante, E.H.

Souza, A.P. Martinelli & Versieux Una 18862

Hohenbergia rosea L.B.Sm. & Read. Vitéria da Conquista 25316

Cruz das Almas 13598

Brejbes 17895

Hohenbergia stellata Schult. & Schult.f. Santa Teresinha 22188

Amargosa 25324

Igrapiuna 31974

O voucher de cada espécie foi incorporado ao Herbario do Recéncavo da Bahia
(HURB) (Tabela 1) e amostras vivas depositadas no Banco de Germoplasma de
Bromélias (BGB Bromélia) do Programa de Pds-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. As coletas
foram realizadas conforme autorizacdo do SISBIO n. 69870-1 e as atividades estéo
devidamente cadastradas no SISGEN, sob a autorizagdo ASE9F8D.

O estudo foi realizado com flores coletadas na antese floral em populacfes
naturais, e sempre que possivel, em mais de uma populacdo. A viabilidade polinica e
a receptividade do estigma foram realizadas em trés flores de diferentes plantas nos
trés estadios de desenvolvimento floral (pré-antese as 18h da tarde com as flores em
botdo, antese as 6h da manha com a flor recém-aberta e pds-antese, 18h da tarde
guando a flor estava fechada com as pétalas murchas).

Morfologia dos graos de pdlen

Para caracterizacdo morfoldgica dos graos de polen, anteras foram coletadas
nos estadios de pré-antese, antese e pés-antese e fixadas em solucédo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) modificada (glutaraldeido 1%, formaldeido 4%, CaClz 0,1 M,
tampéo cacodilato de sédio 0,2 M, em pH 7,2). Ap6s 48 horas de fixacdo, o material
foi desidratado em série etilica crescente (35-100%), por 20 minutos cada. As
amostras foram secas utilizando o método de ponto critico Bal-Tec CPD 030 (Balzers,
Liechtenstein). Em seguida, os grédos de pdélen foram montados em “stubs” e
metalizados com ouro utilizando Bal-Tec SCD 050 (Balzers, Liechtenstein). As
eletromicrografias foram obtidas em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)
Hitachi TM3000 (lbaraki, Japao) operando a 10 KV. Os grdos de podlen foram
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caracterizados conforme nomenclatura descrita por Punt et al. (2007) e Halbritter et
al. (2018).

Morfometria dos graos de podlen e estigma

Os dados morfométricos dos graos de poélen foram obtidos a partir de gréos
acetolisados [acetdlise latica fraca - ACLAC 40 (RAYNAL; RAYNAL, 1979)] e
analisados em microscopio Olympus BX51 (Olympus, Toéquio, Japdo) acoplado com
camera digital Olympus DP175 (Olympus, Tokyo, Japdo). As medidas foram
realizadas com o auxilio do programa ImageJ 1.53s (RASBAND, 1997-2018), a partir
do didametro polar e equatorial (em vista equatorial) e o diametro equatorial maior e
menor (em vista polar), além da espessura da exina em 25 unidades de gréaos de
pélen (LABOURIAU; VANZOLINI; MELHEM, 1965).

Para a morfometria, o estigma e estilete de trés flores de trés plantas diferentes,
de cada espécie foram medidos com o auxilio do programa ImageJ 1.53s. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e teste Scott-Knott (p<0,01), no programa R
Core Team (2023). A nomenclatura utilizada para o estigma esta de acordo com
Brown e Gilmartin (1984; 1989) e Barfuss et al. (2016).

Quantificacdo dos gréos de poélen

A estimativa do numero de gréos de pélen foi realizada por meio da contagem
em camara de Neubauer. Anteras de trés flores de plantas diferentes, em pré-antese,
foram removidas individualmente e acondicionadas em tubo de Eppendorf® de 2 mL,
contendo 1 mL de &cido latico. Em seguida, as anteras foram maceradas e a
suspensao agitada em vortex. Com auxilio de uma micropipeta, foi retirado todo o
volume da mistura e colocado na canaleta da cAmara de Neubauer, onde foi contado
com auxilio de um microscépio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japdo) acoplado a
uma camera digital Olympus DP175 (Olympus, Toquio, Japao) (KEARNS; INOUYE,
1993).

Viabilidade dos grdos de pdlen

Para estudos da viabilidade polinica foram analisadas a germinacéo in vitro e
testes histoquimicos. Na germinacdo in vitro, trés flores de trés plantas diferentes, em
diferentes estadios de desenvolvimento floral, j& descritas anteriormente, foram
coletadas, suas anteras retiradas e os graos de polen espalhados com auxilio de um
pincel, a fim de serem distribuidos de forma mais uniforme possivel nas placas de
Petri, contendo 25 mL do meio de cultura BM com 0,01% de H3BOs; 20% de sacarose;
solidificado com 0,5% de agar (PARTON et al., 2002) e meio de cultura SM com 0,01%
de H3BOs3; 0,03% de Ca(NOs3)2; 0,02% de MgSO4; 0,01% de KNOs; 15% de sacarose;
solidificado com 0,8% de agar; pH ajustado para 6,5 (SOARES et al., 2008). As placas
com os graos de polen foram mantidas em camara climatizada com temperatura de
27 + 1 °C.

A contagem dos grdos de podlen germinados e a medida do comprimento do
tubo polinico foram realizadas 24 horas ap0s a inoculagdo em meio de cultura. Foram
depositadas cinco gotas de azul de toluidina 0,01% para facilitar o contraste e
imediatamente foram obtidas fotomicrografias com auxilio de estereomicroscopio
Leica EZ4 W (Leica Microsystems, Alemanha).
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Para a percentagem de germinacdo foram contabilizados todos os gréos de
polen da placa, enquanto para o comprimento do tubo polinico foram mensurados
aleatoriamente cinco tubos em cada quadrante, totalizando 60 tubos polinicos de cada
tratamento. Foram considerados germinados os grdos de pdolen que possuiam tubo
polinico com tamanho igual ou superior ao diametro do préprio pélen (SOARES et al.,
2008). As medidas foram realizadas utilizando o programa ImageJ 1.53s.

O delineamento experimental para germinacdo de grdos de podlen foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 x 9 (meio de cultura x estadio de
desenvolvimento floral x espécie) com 12 repeticdes.

Os dados de percentagem de germinacdo foram transformados para arc sen
(Vx/100) antes da anélise estatistica. Para comparacao, os dados foram submetidos a
analise de variancia e os valores comparados pelos testes: Tukey (p<0,01) para os
estadios de desenvolvimento floral e F (p<0,01) para os dois meios de cultura, por
meio do software R Core Team (2023).

Para os testes histoquimicos foram utilizadas duas metodologias: solugcédo de
Alexander (ALEXANDER, 1969) e solucdo de diacetato de fluoresceina - FDA
(HESLOP-HARRISON; HESLOP-HERRISON, 1970). Anteras de trés flores coletadas
de diferentes plantas, procedéncias e estadio de desenvolvimento floral foram
distribuidas sobre laminas de vidro, adicionando uma gota do corante especifico,
cobrindo com laminula e avaliando em seguida. A fim de se obter uma amostragem
ao acaso dos graos de pélen corados, foi utilizado o método de varredura da lamina
em microscopio de luz (para Alexander) e microscoépio de fluorescéncia com filtro UV
(para FDA) Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japao) acoplado com camera digital
Olympus DP175 (Olympus, Tokyo, Japéo). Foram contabilizados 100 grdos de pélen
por lamina com trés repeticdes cada, perfazendo um total de 300 graos de pdlen para
cada corante (SOARES et al., 2016).

Os dados de percentagem de viabilidade foram transformados para arc sen
(Vx/100) antes da andlise estatistica. O delineamento experimental para os testes
histoquimicos foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 x 9 (teste
histoquimico x estadio de desenvolvimento floral x espécie) com trés repeticdes. Para
comparacao, os dados foram submetidos a analise de variancia e os valores
comparados pelos testes: 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 as espécies,
por meio do software R Core Team (2023).

Receptividade do estigma

A verificacdo da receptividade do estigma foi realizada utilizando duas
metodologias: peroxido de hidrogénio (3%) e solugcéo de a-naftil-acetato com fast blue
B salt e acetona. Trés flores em diferentes plantas, procedéncia e estadios de
desenvolvimento floral (pré-antese, antese e pds-antese) foram coletadas para cada
solucéo, totalizando 9 repeti¢des por metodologia.

Os estigmas e estiletes foram removidos da flor com cuidado para evitar lesdes
gue interferissem no resultado e imediatamente imersos nas diferentes solu¢des. Para
a solucdo com peroxido de hidrogénio (3%) os estigmas permaneceram por trés
minutos, onde se observou a formacdo de bolhas de ar em resposta a reacao
enzimatica da peroxidase com o peroxido de hidrogénio (ZEISLER, 1933).

Para avaliacdo com a-naftil-acetate com fast blue B salt + acetona, os estigmas
foram imersos por cerca de cinco minutos na solugao, em seguida, lavados com agua
destilada. Verificou-se a coloracdo marrom intenso ou preto em estigmas receptivos,
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em decorréncia da reacdo da enzima esterase com a solugdo, na superficie do
estigma e/ou das papilas (PEARSE, 1972; DAFNI, 1992).

Para ambas as metodologias, o grau de receptividade foi estimado conforme
adaptacao de Dafni e Maués (1998): (-) sem reacao; (+) resposta positiva fraca; (++)
resposta positiva forte; (+++) resposta muito forte.

NUmero de 6vulos

A contagem do numero de Ovulos ocorreu com a retirada do ovario completo
de trés flores de diferentes plantas e procedéncia em pré-antese. Em seguida,
realizou-se um corte longitudinal em cada l6culo do ovario, expondo os 6vulos o
maximo possivel. Houve a contagem do numero de évulos presentes em cada l6culo
com auxilio de estereomicroscépio Leica EZ4 W (Leica Microsystems, Alemanha).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Morfometria dos gréos de pdlen

Foi observada variabilidade morfolégica dos graos de poélen entre as sete
espécies de Hohenbergia, principalmente, em relacdo a forma (oblato ou suboblato),
em caracteristicas especificas da abertura (bi ou triporado; variagédo na forma do poro
e no padrdo e quantidade de deposicdo de exina na membrana da abertura) e
ornamentacdo da exina (eutectada psilada a semitectada perforada ou reticulada)
(Tabela 2 e 3, Figura 2). Os graos de pélen sdo médios (26-50um), sendo H.
nidularioides alcancando a faixa de graos de pdélen grandes (51-100um). Entretanto,
o tamanho dos graos de pdlen das espécies possui uniformidade (46-51 um) (Tabela
2). Por fim, os graos de polen possuem dispersdao em ménades e sao heteropolares
ou isopolares.



44

Tabela 2. Caracteristicas morfométricas dos graos de pdlen de sete espécies de
Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae).

Vista equatorial® Vista polar?
R o) cauaoraey Lol o o
(m) (pm)
H. amargosensis  40,27+2,18 50,70 + 2,24 39,79+265 3798336 0,79
H. belemii 40,00+2,69 46,93 +2,97 38,06+221 36,66+197 085
H. capitata 37,71+2,05 50,51 +2,89 36,27+1,71 3297+160 0,75
H. ituberaensis 34,39+ 3,49 49,34 £ 2,62 33,95 + 3,28 33,53+3,27 0,70
H. nidularioides 42,43+217 5127+231 40,95+1,27 39,85+1,46 083
H. rosea 34,02+£2,29 46,38+ 2,07 34,00+1,47 30,89+1,56 0,73
H. stellata 3341+£1,37 41,93+1,92 32,34+1,48 32,04+141 080
Espessural Diametro? Nimero de
Espécie _ graos de
Exina (um) Teto (um) Lumem (um) pélen 3

H. amargosensis 1,55+0,24 1,88 0,11 Ausente 111.875 + 3.750
H. belemii 1,80+ 0,36 1,79+0,30 Ausente 222.500 + 7.359
H. capitata 3,07 +£0,21 2.00 £ 0,08 Ausente 157.750 + 5.560
H. ituberaensis 1,34+ 0,26 1,93+0,12 Ausente 125.625 + 6.884
H. nidularioides 3,17 £0,23 1,97 £0,21 0,53+0,10 116.875 + 6.250
H. rosea 3,12 £ 0,26 1,90 +£0,15 Ausente 82.333 + 6.666
H. stellata 1,55+0,21 1,86 + 0,29 2,80+£0,54 80.452 + 3.953

10s grdos de poélen foram submetidos a ACLAC 40 conforme Raynal e Raynal (1979). Os
resultados correspondem a média de 25 repeticdes + desvio padrédo; 2De acordo com o
método descrito por Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018). *Conforme metodologia de
Kearns e Inouye (1993).

Tabela 3. Caracteristicas morfolégicas dos grédos de poélen de sete espécies de
Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae).

Espécie Formato? Polaridade? Ambito?! Aberturatl
H. amargosensis Suboblato Isopolar Eliptico Triporado
H. belemii Suboblato Heteropolar Circular Biporado
H. capitata Oblato Heteropolar Eliptico Biporado
H. ituberaensis Oblato Isopolar Eliptico Biporado
H. nidularioides Suboblato Isopolar Eliptico Biporado
H. rosea Oblato Isopolar Eliptico Triporado
H. stellata Suboblato Isopolar Eliptico Triporado
Espécie Exina! Ornamentacéo? Lumem?
H. amargosensis Eutectada Psilada -
H. belemii Eutectada Psilada -
H. capitata Eutectada Psilada -
H. ituberaensis Eutectada Psilada -
H. nidularioides Eutectada Perforada -
H. rosea Eutectada Psilada -
H. stellata Semitectada Faveloada a reticulada Poucas béaculas
1 De acordo com Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018).
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pv ev

Figura 2. Morfologia dos grédos de pdlen do género Hohenbergia (Bromelioideae,
Bromeliaceae). A-C) H. amargosensis; D-F) H. belemii; G-l1) H. capitata; J-L) H.
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ituberaensis; M-O) H. nidularioides; P-R) H. rosea; S-U) H. stellata; A, D, G, J, M, P,
S) gréaos de pdlen apos microscopia de varredura: vista polar (pv) e vista equatorial
(ev); B, E, H, K, N, Q, T) detalhe da abertura; C, F, I, L, O, R, U) gréo de pdlen apos
acetdlise latica: vista polar (pv) e vista equatorial. Barras: A, D, G, J, M, P, S) 10 uM;
B,E,H KN, QT)5uM; C, F, I, L, O, R, U) 50 uM.

Das sete espécies estudadas, H. stellata foi alvo do trabalho de Albert,
Ressayre e Nadot (2011) quando investigaram a correlacdo entre o padréo de
abertura dos graos de polen e a deposi¢do de calose no estadio de tétrade tardia,
porém nao ha caracterizacdo morfoldégica nos graos de poélen. Halbritter (2015; 2016c;
d; e; f; g; h; i; j; 2018a; b) realizou estudos em diversas espécies do género
Hohenbergia e apenas H. capitata e H. stellata foram amostradas na PalDat -
Palynological Database. Os padr6es morfoldégicos encontrados neste trabalho
(Tabelas 2 e 3) estdo de acordo com outras espécies de Hohenbergia ja estudadas e
mencionadas na PalDat.

N&o foi observado variagcdo na morfologia polinica dentro da mesma espécie,
mesmo em exemplares de diferentes procedéncias de coleta. Porém foi identificada
variacao interespecifica, na ornamentacédo das espécies H. nidularioides (eutectada
perforada) e H. stellata (semitectada foveolada a reticulada). As demais espécies
analisadas possuem ornamentacdo eutectada psilada, sendo uma caracteristica
importante no grupo. A ornamentagdo da exina é considerada um fator importante
para estudos palinoldgicos, pois a estabilidade dessas caracteristicas se mantém
mesmo depois de longo tempo de exposicdo ao ambiente. Essa informacéo € muito
utilizada em pesquisa da diversidade vegetal, auxiliando no reconhecimento
taxondmico e filogenético de espécies, além de contribuir com trabalhos de
conservacao ex situ e in situ da biodiversidade e da restauracao ecoldgica em habitats
naturais e abandonados (SARWAR; TAKAHASHI, 2012; ZHANG et al., 2017; CHOI;
RYU:; JANG, 2022; JIMENEZ-ZAMORA et al., 2023; MOTA et al., 2024). Futuras linhas
de investigacdo na area também indicam aplicacdes em paleoecologia de montanha,
arqueopalinologia, palinologia agroflorestal para a seguranca alimentar e
paleoecologia de legados historicos (JIMENEZ-ZAMORA et al., 2023).

Os dados morfométricos a partir das medicfes dos graos de pdlen acetolisados
demonstram que quase todas as espécies estudadas apresentam graos de pélen de
tamanho médio, variando de 41,93 + 1,92 um em H. stellata a 50,70 * 2,24 ym em H.
amargosensis. Apenas H. nidularioides apresentou graos de pélen de tamanho
grande, com 51,27 + 2,31 um. A relacdo didmetro polar / equatorial (P/E) das amostras
resultou em uma variagdo de 0,70 para H. ituberaensis a 0,85 para H. belemii,
classificando os graos de polen de H. capitata, H. ituberaensis e H. rosea como oblato
e os de H. amargosensis, H. belemii, H. nidularioides e H. stellata como suboblato
(Tabelas 2 e 3).

O tamanho, formato e ornamentacao polinica estao relacionados ao modo de
liberacdo pelas anteras, aderéncia aos vetores de polinizacdo (bidtico ou abidtico) e
ao tamanho do estigma (WODEHOUSE, 1935; CRUDEN, 2000; EDLUND;
SWANSON; PREUSS, 2004). De acordo com Cruden (2000), o processo de selecao
natural, fez com que plantas com aberturas pequenas nas anteras, que possuiam
grdos de pdlen pequenos, obtivessem maior sucesso na liberacdo em comparagao
aguelas com graos de polen médios a grandes. Enquanto isso, plantas com aberturas
maiores ndo encontraram essa barreira, possibilitando a permanéncia dos graos de
pélen médios a grandes em geracdes seguintes (CRUDEN, 2000). Nas espécies
estudadas, a liberacdo dos graos acontece por meio de uma abertura ao longo da
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antera (deiscéncia longitudinal ou rimosa), facilitando a passagem de grdos médios
ou grandes.

Uma relagéo inversamente proporcional encontrada na literatura e confirmada
pela maioria das espécies avaliadas € o tamanho e niumero de graos de pélen, sendo
gue guanto maiores os graos de polen menor a sua producgéo por flor, ja que menos
graos de podlen poderdo ocupar inteiramente a superficie do estigma (MIONE;
ANDERSON, 1992; VONHOF; HARDER, 1995; CRUDEN 1997; 2000; LOPEZ et
al.,1999). Isso foi observado nas espécies aqui tratadas: H. amargosensis (50,70 um/
111.875), H. belemii (46,93 pm/ 222.500), H. capitata (50,51 um/ 157.750), H.
ituberaensis (49,34 um/ 125.625), H. nidularioides (51,27 um/ 116.875) com excec¢ao
de H. rosea (46,38 um/ 112.333) e H. stellata (41,93 um/ 80.452), que tendo o menor
tamanho de grdo de polen das amostras avaliadas, possuem também a baixa
quantidade deles (Tabela 2).

Quanto a espessura da exina, o menor valor registrado foi em H. ituberaensis
com 1,34 = 0,26 um e o0 maior em H. nidularioides com 3,17 + 0,23 um. A espessura
do teto variou de 1,79 = 0,30 um em H. belemii a 2.00 £ 0,08 um em H. capitata. Os
gréos de pdlen de H. nidularioides e H. stellata possuem o didametro do lumen de 0,53
+ 0,10 um e 2,80 £ 0,54 um, respectivamente (Tabelas 2). A medicdo da exina apos
acetolise é possivel gracas a esporolenina, principal composto presente na camada
(EDLUND; SWANSON; PREUSS, 2004; HALBRITTER et al., 2018). Esse biopolimero
formado por carbono, hidrogénio e oxigénio € extremamente resistente a
decomposicdo, ataque de patdgenos, danos quimicos e mecéanicos, conferindo
também protecdo a desidratacdo e acdo dos raios ultravioletas (EDLUND;
SWANSON; PREUSS, 2004; HALBRITTER et al.,, 2018; SOUZA et al., 2021).
Caracteristicas da superficie polinica, como teto e limen, sdo amplamente variaveis
em diferentes espécies e por isso sao importantes na descricdo do grdo de pdlen
(SZIBOR et al., 1998; HESSE et al., 2009). A espessura da exina, teto e limen possui
relacdo direta com a conservacao dos grdos de pdlen, ja que pode influenciar na
dissecacdo e ruptura durante a conservagdo, mais especificamente na técnica da
criopreservacao (SOUZA et al., 2015).

Em relacdo a abertura do grdo de pdlen das amostras coletadas, H.
amargosensis, H. stellata e H. rosea sao triporadas. As demais espécies analisadas
sdo biporadas. A quantidade, posicdo e o tipo de abertura sdo determinados
geneticamente e, geralmente se mantém na espécie, porém existem casos de
variagdo (LEME et al, 2010; HALBRITTER, 2016d; 2016g; 2016j; 2016k;
HALBRITTER et al., 2018; MAJEED et al., 2023). Em analise polinica de H. capitata,
Halbritter (2016b) observou na mesma amostra graos de pélen biporados e triporados.
As aberturas polinicas, além de ter funcdo de passagem do tubo polinico durante a
germinacdao, € local de entrada e saida de umidade durante processos de hidratacéao
ou dessecacdao, portanto, um maior numero de poros nos graos de pdélen o torna mais
vulneravel a variacGes hidricas, sendo esse conhecimento importante, inclusive, em
andlises da viabilidade dos grdos de polen para a conservacdo (EDLUND;
SWANSON; PREUSS, 2004).

Para melhor compilac@o dos dados, a descri¢cdo dos graos de pdélen por espécie
€ apresentada a seguir, reunindo as principais informacfes extraidas das analises
realizadas no material amostral.
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Hohenbergia amargosensis

Graos de polen dispersos em moénade, formato suboblato, isopolar, tamanho
médio, ambito eliptico, triporado, com presenca de exina no poro. Poro de formato
irregular com rasgos triangulares. Parede eutectada com ornamentacao psilada.

Hohenbergia belemii

Grdos de pélen dispersos em monade, formato suboblato, heteropolar,
tamanho médio, ambito circular, biporado, com presenca de exina no poro. Poro de
formato irregular com rasgos triangulares. Parede eutectada com ornamentacéo
psilada.

Hohenbergia capitata

Graos de polen dispersos em mdnade, formato oblato, heteropolar, tamanho
médio, ambito eliptico, biporado, com presenca de exina no poro. Poro de formato
irregular com rasgos triangulares. Parede eutectada com ornamentacao psilada.

Hohenbergia ituberaensis

Graos de polen dispersos em moénade, formato oblato, isopolar, tamanho
médio, ambito eliptico, biporado, com presenca de exina no poro. Poro de formato
irregular com rasgos triangulares. Parede eutectada com ornamentacao psilada.

Hohenbergia nidularioides

Graos de polen dispersos em ménade, formato suboblato, isopolar, tamanho
grande, ambito eliptico, biporado, poro circular, com presenca de exina. Parede
eutectada com ornamentacao perforada, distribuida de forma irregular em quantidade
superior na face polar.

Hohenbergia rosea

Graos de pélen dispersos em monade, formato oblato, isopolar, tamanho
médio, ambito eliptico, triporado, com presenca de exina no poro. Poro de formato
irregular com rasgos triangulares. Parede eutectada com ornamentacao psilada.

Hohenbergia stellata

Graos de polen dispersos em ménade, formato suboblato, isopolar, tamanho
médio, ambito eliptico, triporado, poro circular, com presenca de exina. Parede
semitectada com ornamentacao faveolada a reticulada.

As descricbes polinicas para H. capitata e H. stelatta concordam com as
encontradas em estudos palinologicos dessas espécies (ALBERT; RESSAYRE;
NADOT, 2011; HALBRITTER, 2016a; b). Em analise dos poros nos gréos de pdélen de
H. stellata, Albert, Ressayre e Nadot (2011) descreveram sua organizagcao espacial
como tendo dois poros em ambas as extremidades do eixo proximal dos gréos de
pélen e outros dois no eixo ortogonal em posicao distal subequatorial.

As sete espécies aqui apresentadas pertencem ao “complexo H. stellata”
definido na publicacdo de H. amargosensis (SOUZA et al., 2022). Este complexo &
mais amplo e abrange as espécies do entdo “‘complexo H. capitata”, definido por
Cavalcante et al. (2021) ao publicar H. nidulariodes. Essas espécies compartilham
uma combinacdo de caracteres como ramos florais sésseis a pouco estipitados,
bracteas florais vermelhas a rosadas (pelo menos no apice), pétalas geralmente
lilases ou as vezes brancas, formato de roseta crateriforme, além da distribuicdo



49

geografica concentrada na Mata Atlantica do estado da Bahia, exceto H. stellata que
possui uma distribuicdo geografica mais ampla como na Venezuela, Antilhas e
Trindade e Tobago (SOUZA et al., 2022).

Ao comparar H. stellata com H. amargosensis, estas espécies diferem
principalmente pelo habito de crescimento, nimero de folhas, tamanho dos espinhos,
tamanho da inflorescéncia e comprimento das bracteas primarias (SOUZA et al.,
2022). Em relacdo a morfologia polinica, tais espécies sdo semelhantes, exceto pela
ornamentacdo: H. amargosensis possuindo exina eutectada psilada e H. stellata
semitectada foveolata a reticulada, sendo esta uUltima uma caracteristica exclusiva
entre as espeécies estudadas. Hohenbergia ituberaensis estd intimamente
correlacionada com H. amargosensis e difere principalmente pelo seu porte, tamanho
do pedunculo, tamanho da inflorescéncia e disposicdo dos ramos, além da coloracao
das pétalas e das bracteas florais (SOUZA et al., 2022). Em relagdo as caracteristicas
palinologicas H. amargosensis possui grdos de pdlen triporados, enquanto H.
ituberaensis possuem gréos biporados (Tabelas 2 e 3).

Hohenbergia nidularioides esta proximamente relacionada com H. belemii e H.
capitata e taxonomicamente pode ser distinta pelo habito de crescimento, tamanho da
planta, arranjamento dos ramos florais e comprimento do escapo floral
(CAVALCANTE et al., 2021). Além dessas caracteristicas pode-se acrescentar 0s
caracteres morfopolinicos como: graos de pdlen grandes e ornamentacao perforada
em H. nidularioides, enquanto H. belemii e H. capitata possuem ornamentacéo
psilada; H. capitata possuindo formato oblado enquanto H. nidularioides e H. belemii
possuem formato suboblato; e H. belemii possuindo ambito circular, enquanto as
outras duas espécies possuem ambito eliptico.

Producéo de gréaos de podlen

O numero de graos de polen por flor variou a cada espécie significativamente,
com o maior registro em H. belemii de 222.500 grédos e menor em H. stellata de 80.452
(Tabela 2). A variacdo no numero de graos de pélen é comum, ainda que entre plantas
de mesmo género ou diferentes gendtipos da mesma espécie (NOGUEIRA et al.,
2015). Em Bromeliaceae, a diferenca na quantidade de graos de pdlen por flor também
foi registrada em espécies do mesmo género, com trabalhos em Aechmea (SOUZA et
al., 2017), Tillandsia (SOUZA et al., 2020a) e Lymania (MOTA et al., 2024).

A producao de gréos de polen esta diretamente relacionada com fatores como:
a espécie estudada, o ambiente, condicdes climaticas, altitude, tamanho dos gréos de
pélen, dentre outros (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2010; KHANDURI, 2011).
Plantas que possuem polinizadores especificos com area corporal maior produzem
mais gréos de polen por flor do que aquelas que o agente polinizador possui area
corporal menor (CRUDEN, 2000; SOUZA et al., 2020a). Segundo Cruden (2000), isso
esta relacionado a melhor garantia de que a regido do polinizador coberta de gréaos
de pdlen ira atingir o estigma.

Além do mais, os gréos de polen enfrentam diversos riscos de perda, que
incluem danos fisicos, consumo por polinizadores, competicdo com outros gréos de
polen na superficie do estigma e rejei¢céo pelo estigma por meio da incompatibilidade,
0 que leva a considerar uma alta producdo em graos de polen como uma estratégia
de eficiéncia reprodutiva (COCUCCI et al., 2014; DOUCET et al., 2016; HARDER et
al., 2016; TONNABEL et al., 2021; MOTA et al., 2023).
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Morfometria do estigma

Os estigmas das sete espécies de Hohenbergia estudadas s&o do tipo
conduplicado-espiral (Figura 3 e Tabela 4), variando apenas na morfometria e na
coloracdo que varia de branco a lilds. O padrdo conduplicado-espiral € também
compartilhado para outras espécies do género Hohenbergia avaliadas por Leme e Till
(1996), Leme (2003), Luther e Norton (2005), Leme et al. (2010), Cavalcante e Silva
(2021), Cavalcante et al. (2022).

- | D — | E| — -
Figura 3. Estigmas do género Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae)
fotografados em estereomicroscopio. A) H. amargosensis; B) H. belemii; C) H.
capitata; D) H. ituberaensis; E) H. nidularioides; F) H. rosea; G) H. stellata. Barras: 1

mm.

Tabela 4. Caracteres morfométricos do estigma e estilete de sete espécies de
Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae). (CM) Comprimento, (&) Diametro.
Estigma (mm)  Estilete (mm) Cor do

Espécie Tipo de estigmat :

CM %) CM %) estigma
H. amargosensis Conduplicado-espiral 1,85 1,41 12,47 0,51 Lilas
H. belemii Conduplicado-espiral 2,07 1,46 14,38 0,66 Branco
H. capitata Conduplicado-espiral 2,26 1,12 1452 0,76 Lilas
H. ituberaensis Conduplicado-espiral 1,18 1,55 12,09 0,76 Branco
H. nidularioides Conduplicado-espiral 1,86 1,37 17,41 0,62 Branco
H. rosea Conduplicado-espiral 2,55 1,67 19,21 0,81 Lilas
H. stelatta Conduplicado-espiral 2,21 1,50 14,30 0,50 Lilas
CV (%) 20,69 10,84 13,33 18,09

1 De acordo com Brown e Gilmartin (1984; 1989) e Barfuss et al. (2016).

Especificamente em H. rosea e H. stellata, foi observada uma importante
relacdo reprodutiva, j4 discutida por Cruden (2000) em estudos sobre biologia
reprodutiva com diversas familias vegetais. Plantas com menor producao de gréaos de
pélen possuem uma area maior de estigma, para que haja melhor aproveitamento do
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recurso (CRUDEN, 2000). Dentre as sete espécies, H. rosea possui maior diametro
(@) e comprimento (CM) do estigma (CM = 2,55mm, @ = 1,67mm) em contrapartida
aos menores valores que foram observados em H. ituberaensis (CM = 1,18mm, @ =
1,55mm) (Tabela 4).

Dentre as fun¢des do estigma esta a acao de reter os graos de polen, manter
a hidratacdo e a germinacéo, fornecer pontos de entrada e orientacéo para os tubos
polinicos em direcdo aos ovéarios (EDLUND; SWANSON; PREUSS, 2004). Além
disso, em casos especificos, podem impedir a germinagcdo ou continuidade do
crescimento do tubo polinico para evitar uma fecundacéo indesejada, como no caso
da autoincompatibilidade ou incongruéncia (EDLUND; SWANSON; PREUSS, 2004,
MOTA et al., 2023).

Foi observada uma pequena variagdo nos tamanhos dos estiletes das
espécies, mantendo a relagéo entre o comprimento do estigma (EG) e do estilete (EL),
com H. ituberaensis em menor valor (EG= 1,18 mm e EL= 12,09 mm) e H. capitata
em maior (EG= 2,26 mm e EL= 14,52 mm). Uma excec¢ao € H. nidularioides que possui
comprimento estigmal/estilete inversamente proporcional (EG= 1,86 mm e EL= 17,41
mm) (Tabela 4). Caracteristicas morfométricas do estigma e estilete podem afetar a
polinizacao, favorecer o tipo de fecundacdo que mais beneficie a espécie e dificultar
cruzamentos interespecificos (PARTON et al. 2001, SOUZA et al. 2016, 2017). Além
disso, o posicionamento do estigma em relacdo as anteras pode ou ndo cooperar para
a autofecundacé&o na planta (SOUZA et al., 2020b).

Germinagéao in vitro

As andlises estatisticas demonstram que a germinacdo polinica in vitro de
todas as espécies ocorreu de igual modo nos dois meios de cultura utilizados, com
diferencas significativas na antese de H. belemii (BM 72,3%; SM 85,9%) e H. rosea
(BM 86,7%; SM 70,7%), e na pds-antese, de H. rosea (BM 18,1%; SM 10,7%). Ainda
gue a variacao ndo seja significativa, € possivel verificar que a maioria das espécies
apresentaram maior percentual de germinacdo no meio de cultura SM (SOARES et
al., 2008), com excegédo da H. ituberaensis, H. rosea e H. stellata que tiveram seus
graos de pélen com melhor germinacdo em meio de cultura BM (PARTON et al., 2002)
(Tabela 5).
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Tabela 5. Porcentagem de germinacao in vitro e crescimento do tubo polinico em sete
espécies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) em dois meios de cultura
(BM e SM) e em trés estadios florais de desenvolvimento (pré-antese, antese e pés-
antese).

Germinacdao in vitro (%)

Especie Meio de Cultura Pré-antese Antese P6s-antese
H. amargosensis BM 33,7aB 72,0aA 3,9aC
SM 27,0aB 79,9aA 4,0aC
H. belemii BM 34,9aB 72,3bA 5,7aC
SM 41,8aB 85,9aA 10,3aC
H. capitata BM 75,5aA 84,5aA 35,5aB
SM 76,2aB 89,0aA 41,2aC
H. ituberaensis BM 52,2aB 76,1aA 33,8aC
SM 44,8aB 70,2aA 36,8aB
H. nidularioides BM 29,3aB 87,6aA 29,2aB
SM 29,8aB 92,4aA 28,8aB
H. rosea BM 25,1aB 86,7aA 18,1aB
SM 17,3aB 70,7bA 10,7bB
H. stellata BM 26,8aB 86,3aA 21,2aB
SM 25,1aB 86,7aA 18,1aB
CV (%) 23,21
Comprimento do tubo polinico (mm)
H. amargosensis BM 0,85bB 1,56bA 0,38bC
SM 1,37aB 1,85aA 0,56aC
H. belemii BM 0,32bB 0,55bA 0,26bC
SM 0,58aB 1,07aA 0,41aC
H. capitata BM 0,45bB 0,55bA 0,46bB
SM 0,48aC 0,99aA 0,63aB
4. ituberaensis BM 0,25bA 0,27bA 0,21bB
SM 0,36aC 0,56aA 0,49aB
H. nidularioides BM 0,39bA 0,41bA 0,15bB
SM 0,52aA 0,52aA 0,37aB
H. rosea BM 0,18bC 0,50bA 0,28bB
SM 0,38aC 1,08aA 0,92aB
H. stellata BM 0,20bC 0,46bA 0,33bB
SM 0,40aC 1,03aA 1,00aB
CV (%) 11,75

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna dentro do mesmo fator espécie e
mailscula 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).

O resultado da germinacéo polinica obtida demostra que espécies diferentes
respondem de forma distinta ao meio de cultura, sendo necessario uma adequacao
nas concentracdes das substancias conforme a necessidade do material vegetal
utilizado (DAFNI, 1992; SOUZA et al., 2017; FERREIRA et al., 2021; MOTA et al.,
2024). Trabalhos com Bromeliaceae apontam que algumas espécies atendem melhor
a germinacéao polinica em meio BM e outras em meio SM, ainda que sejam do mesmo
género (PARTON et al., 2002; SOUZA et al., 2017; SOUZA et al., 2020a; MOTA et al.,
2024). Assim, os dados indicam que o meio SM tende a ser melhor para a germinacao
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polinica de H. amargosensis, H. belemi, H. capitata e H. nidularioides. As demais
espécies possuem melhor germinacéao dos graos de polen em meio BM.

Ap6s 24 horas de incubacdo todas as espécies apresentaram maior
comprimento do tubo polinico no meio de cultura SM (Tabela 5 e Figura 4). Esse
mesmo resultado foi identificado por Bastos et al. (2017) em avaliacdo da viabilidade
polinica de Alcantarea nahoumii (Leme) Grant e Souza et al. (2020a) em espécies de
Tillandsia. Além da sacarose e acido bédrico (HsBO3), ingredientes também
encontrados na composi¢cao do meio de cultura BM (PARTON et al., 2002), o0 meio
SM contém nitrato de calcio, sulfato de magnésio e nitrato de potassio (SOARES et
al., 2008). O nitrato de calcio atua principalmente nas caracteristicas fisioldgicas,
estruturando o crescimento do tubo polinico e diminuindo a sensibilidade de variagbes
decorrentes do meio externo (BHOJWANI; BHATNAGAR 1974; STEINHORST,;
KUDLA, 2013), permitindo que se desenvolva em condi¢bes préximas aquelas
encontradas no estigma. Além disso, a sacarose esta associada ao fornecimento de
energia para 0s processos de crescimento, diferenciacdo e morfogénese celular e o
acido bdrico, juntamente com a sacarose, reage com a membrana plasmatica e
promove maior crescimento do tubo polinico (HESLOP-HARRISON; HESLOP-
HARRISON; SHIVANNA, 1984; DAFNI, 1992; ZAMBON et al., 2014; SOUZA et al.,
2017).

Em relacdo aos estadios de desenvolvimento floral, todas as espécies
apresentaram maior porcentagem de germinagdo e maior comprimento do tubo
polinico na antese. Este resultado corrobora outros estudos realizados em
Bromeliaceae que registraram maior percentagem de germinacao polinica na antese
em Alcantarea nahoumii (BASTOS et al., 2017), diferentes espécies de Aechmea,
Ananas e Vriesea (SOUZA et al., 2017), Tillandsia (SOUZA et al., 2020a) e Lymania
(MOTA et al., 2024). De acordo com as analises, ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de germinacdo polinica entre pré-antese e pds-antese em H. rosea, H.
nidularioides e H. stellata (Tabela 5). Em relacdo ao comprimento do tubo polinico de
H. nidularioides ndo houve diferenca significativa entre os estadios de antese e pré-
antese. Em H. amargosensis e H. belemii, o tubo polinico desenvolveu-se melhor em
pré-antese do que em pds-antese, 0posto ao que aconteceu com H. capitata, H. rosea
e H. stellata que obtiveram maior tubo polinico em pds-antese do que na pré-antese.
Em estudo dos graos de polen de Tillandsia, Souza et al. (2020a) registrou algumas
espécies com maior viabilidade polinica na pré-antese em comparacdo com a pos-
antese e outras com comportamento antagonico.
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Figura 4. Viabilidade dos graos de polen de Hohenbergia (Bromelioideae,
Bromeliaceae). A-F) Testes histoquimicos evidenciando gréos de poélen viaveis (seta
tracejada) e inviaveis (seta continua). A-C) Solucao de Alexander 2%. D-F) Diacetato
de fluoresceina. G-l) Germinacao de pdlen in vitro em meios de cultura BM (PARTON
et al., 2002) e SM (SOARES et al., 2008). A) H. stellata, evidenciando altas taxas de
viabilidade com solucéo de Alexander 2% na antese. B) H. capitata, apresentando
graos de polen viaveis e inviaveis na antese. C) H. amargosensis, evidenciando baixa
viabilidade dos graos de pdélen na pds-antese. D) H. belemii, evidenciando altas taxas
de viabilidade com diacetato de fluoresceina na antese. E) H. amargosensis, pos-
antese com diacetato de fluoresceina. F) H. stellata, evidenciando grdos de pdlen
viaveis e inviaveis (seta) na antese. G) H. capitata, evidenciando alta porcentagem de
germinacdo dos grdos de polen em meio de cultura BM na pré-antese. H) H.
amargosensis, evidenciando alta porcentagem de germinacédo dos gréaos de pélen em
meio de cultura SM na antese. 1) H. belemii, apresentando baixa porcentagem de
germinacdo em meio de cultura BM na pés-antese. Barras: A, B, D, E) 100 uM; C, F)
200 uM; G, H, 1) 0,50 mM.

O maior percentual de germinagao na antese foi obtido em H. nidularioides (BM
87,6%; SM 92,4%), ja H. capitata apresentou alta porcentagem de germinagao na pré-
antese (BM 75,5%; SM 76,2%), ndo diferenciando significativamente da antese em
meio de cultura BM 84,5%. O comprimento do tubo polinico variou de acordo com
cada espécie. Na antese, H. amargosensis se destacou com o maior comprimento do
tubo polinico (BM 1,56 mm; SM 1,85 mm) ao contrario de H. ituberaensis que
apresentou o menor comprimento (BM 0,27 mm; SM 0,56 mm). Os dados de
germinacdo do grdo de polen variam também conforme a espécie, obedecendo a
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fisiologia da planta, como pode ser verificado em diversos estudos na area (ZAMBON
et al., 2014; BASTOS et al.,, 2017; SOUZA et al., 2017; SOUZA et al., 2020a;
FERREIRA et al., 2021; MOTA et al., 2024). Avaliar a viabilidade polinica € crucial
para compreender a forma de fertilizacdo de cada espécie, ja que demonstra as
chances dos grdos de polen germinarem na superficie do estigma (DAFNI, 1992;
DRESSELHAUS; FRANKLIN-TONG, 2013; JANY; NELLES; GORING, 2019).

Quando o meio de cultura néo reflete as condi¢des exigidas pelo gréo de polen,
a porcentagem maxima de germinacéao polinica pode nao ser alcancada, ainda que
ele esteja vidvel (DAFNI, 1992). Esse fato ndo invalida a confiabilidade da germinacéo
in vitro, principalmente no que se refere a verificacdo de qual estadio floral o gréo de
pblen encontra-se mais viavel, demonstrando que tanto a germinacéo in vitro quanto
0s testes histoquimicos sao confiaveis para verificar a viabilidade polinica e que um
confirma o outro. Além disso, fatores como material vegetal e condi¢des ambientais
podem interferir na real caracteristica da planta e diminuir a germinacao dos graos de
pélen (DAFNI; FIRMAGE, 2000; SOARES et al., 2011; SOUZA et al., 2017).

Testes histoquimicos

Foi observado um padrdo na viabilidade polinica para os trés estadios de
desenvolvimento floral (pré-antese, antese e poés-antese) e as sete espécies de
Hohenbergia. Entre os dois testes histoquimicos utilizados (solu¢do de Alexander e
diacetato de fluoresceina) ndo foi possivel observar diferencas significativas,
evidenciando assim uma confiabilidade entre os dois métodos avaliados (Figura 5).
Os valores dos testes histoquimicos dos graos de pélen sédo préximos ou superiores
aos resultados da germinagéo in vitro (Figura 5, Tabela 5).
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Figura 5. Viabilidade dos grédos de podlen por dois testes histoquimicos [Solucédo de
Alexander (A) e Diacetato de Fluoresceina (B)] em trés estadios de desenvolvimento
floral de sete espécies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae). Médias
seguidas pela mesma letra minUsculas comparam as espécies e maiusculas 0s
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.

As flores em antese apresentam graos de pdlen com maior porcentagem de
viabilidade para todas as espécies, independente do teste histoquimico utilizado
(Figura 5) Em contrapartida, a menor viabilidade foi observada em pds-antese para
todas as espécies. Durante a antese, os graos de pélen de H. belemii, H. capitata, H.
ituberaensis, H. nidularioides e H. rosea registraram viabilidade superior a 90% nos
dois testes histoquimicos. Também na pré-antese houve alto percentual de viabilidade
polinica, superior a 70%, em H. belemii, H. capitata e H. ituberaensis. Os menores
valores foram encontrados na viabilidade dos graos de polen de H. amargosensis em
pbs-antese, tanto para a solucdo de Alexander (11,9%) quanto para o FDA (10,2%)
(Figura 5). Nao foi verificada diferenca significativa na pré-antese e antese em H.
capitata com valores superiores a 90%. As espécies H. capitata e H. ituberaensis
obtiveram viabilidade polinica superior a 60% em todos os estadios de
desenvolvimento floral, nos dois testes histoquimicos. Com excecdo de H. capitata,
todas as espécies apresentaram diferenca significativa entre os trés estadios de
desenvolvimento, sendo a antese aquele com maior percentagem de graos de poélens
viaveis (Figura 5).

A viabilidade polinica é considerada alta quando seu percentual € superior a
70%, média quando estéa entre 31% e 69% e baixa quando é abaixo de 30% (SOUZA,
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PEREIRA; MARTINS, 2002; HISTER; TEDESCO, 2016), mas esses valores devem
ser interpretados com cautela, pois varios fatores podem influenciar, principalmente o
namero de gréos de podlen presentes nas flores. Os dados da germinacéo in vitro e
testes histoquimicos ao sugerirem a antese como estadio de maior eficiéncia dos
graos de pdlen, podem subsidiar estudos voltados para a conservagao, seja pelo uso
de baixas temperaturas ou criopreservacdo, como mencionados por Souza et al.,
2015.

A solucéo de Alexander é composta por trés corantes: a fucsina acida (cora o
citoplasma de vermelho), o verde malaquita (tinge a parede dos graos de pdélen de
verde) e o Orange G (intensifica a coloragcédo). Assim os graos de polens viaveis sédo
corados de roxo e inviaveis de azul esverdeado (ALEXANDER, 1969; RATHOD et al.,
2018) (Figura 4 A-C). Souza et al. (2017) ao compararem a solucdo Alexander com
outros corantes, inferiram que o Alexander é um bom teste histoquimico, pois
apresentam valores proximos a germinacao in vitro além de distinguir facilmente os
graos de pdlen viaveis e inviaveis. Mota et al. (2024) estudando a viabilidade polinica
em nove espécies de Lymania, confirmaram que a solucéo de Alexander e o diacetato
de fluoresceina sé@o bons indicadores de viabilidade polinica, ndo apresentando
diferencas significativas com a germinacao in vitro dos graos de polen.

O teste com diacetato de fluoresceina (FDA) é verificado a partir da observacao
da integridade da membrana celular e da respiracdo enzimatica (HESLOP-
HARRISON; HESLOP-HERRISON, 1970). O corante ao atravessar as membranas €
hidrolisado pelas esterases intercelulares e a fluoresceina se acumula no citoplasma
(IMPE et al.,, 2020). Graos de pdlen com membranas plasméticas intactas séo
considerados viaveis e refletem uma cor verde brilhante, ja os inviaveis emitem luz
atribuivel a fluorescéncia da exina e a pequena adsorcdo de fluoresceina pelo
conteudo celular residual (HESLOP-HARRISON; HESLOP-HERRISON, 1970) (Figura
4 D-F).

Receptividade do estigma

Os métodos utilizados mostraram-se eficientes para determinacdo da
receptividade do estigma das sete espécies de Hohenbergia, nos diferentes estadios
de desenvolvimento floral, com resultados semelhantes nas duas metodologias
utilizadas (Tabela 6 e Figura 6). Dafni e Maués (1998), Souza et al. (2016) e Souza et
al. (2020b) ndo recomendam o uso individual do perdoxido de hidrogénio como
indicador da receptividade do estigma, pois pode reagir de forma diferente
dependendo da coleta do estigma, idade da planta e ndo identificar com exatidao a
area receptora, devendo ser combinado com outras técnicas. No entanto, o0s
resultados aqui apresentados comprovam a eficiéncia dessa solucdo nas espécies
estudadas, ja que ndo diferenciou da solucdo de a-naftil-acetate + fast blue B salt
(Figura 6).



58

Tabela 6. Receptividade do estigma de seis espécies de Hohenbergia
(Bromelioideae, Bromeliaceae), avaliadas na pré-antese, antese e pos-antese por
duas diferentes metodologias.

Perdéxido de hidrogénio a-naftil-acetate + fast

L (H202) blue B salt

Especie 2 - Z -

Pré- Poés- Pré- Poés-
Antese Antese
antese antese antese antese

H. amargosensis + +H+ +H+ + o+t 4+
H. belemii + et e + 4 +++

H. capitata + 4 + + +++ +
H. ituberaensis + et e + 4 +++
H. nidularioides + +++ +++ ++ ++ +++
H. rosea - et e - +++ +++
H. stelatta + 4 . + +++ ++

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

Figura 6. Receptividade do estigma com perdxido de hidrogénio (A, C) e solucdo de
a-naftil-acetate + fast blue B salt (B, D) em Hohenbergia (Bromelioideae,

Bromeliaceae). A, B) H. capitata. C, D) H. ituberaensis. pa = pré-antese, an = antese,
po = pés-antese. Barras: 1 mm.

Todas as espécies apresentaram resposta positiva muito forte na antese e
guase todas, resposta positiva muito forte na pés-antese, com excecéo de H. capitata
gue resultou em resposta positiva fraca (Tabela 6). Em pré-antese, H. nidularioides
apresentou resposta positiva forte, H. rosea sem reacdo e as demais espécies
resposta positiva fraca (Tabela 6). Parton et al. (2001), Souza et al. (2016) e Souza et
al. (2020b) estudando, receptividade do estigma em espécies de Bromeliaceae,
observaram que a maioria do material examinado resultou em resposta positiva muito
forte na antese, mesmo quando a antese era noturna. Parton et al. (2001) e Souza et
al. (2016) constataram ainda que em algumas espécies, 0 estigma manteve-se
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receptivo até dois dias apos a antese, com germinacdo de grdos de polen suficiente
para a fertilizacdo, porém poucos 6vulos foram fecundados. Esses mesmos autores
também perceberam variacdo de baixa a alta na porcentagem de germinagdo de
graos de pdlen no estigma na pré-antese.

As duas metodologias utilizadas reconhecem atividades enzimaticas. O
peroxido de hidrogénio reage com a enzima peroxidase presente no estigma e
identifica a reacéo positiva pela presenca de bolhas de ar liberadas durante a sua
imersédo na solucéo (Figura 6 A e C). Ja o a-naftil-acetate + fast blue B salt em contato
com a esterase, colore principalmente, a regido das papilas estigmaticas, de marrom
escuro, que pode estar relacionada a presenca dos exsudatos (Figura 6 B e D). A
coleta do material para ambos os métodos deve ser com maximo de cuidado, pois a
existéncia de danos nos tecidos pode levar a um falso positivo (DAFNI; MAUES, 1998;
SOUZA et al., 2016).

Os estigmas de todas as espécies analisadas mantiveram-se Umidos da antese
até o fechamento das flores. Essa € uma caracteristica da maioria das Bromeliaceae
registradas nos estudos de Heslop-Harrison e Shivanna (1977) e Souza et al. (2020b).
Estigmas umidos sdo comumente cobertos por exsudatos de células apoptéticas e
impedem a polinizacdo inadequada em determinadas etapas (EDLUND; SWANSON,;
PREUSS, 2004).

O estigma receptivo com reacdo positiva muito forte combinada com a maior
porcentagem de graos de poélen vidveis no mesmo horério (antese floral) permite uma
maior possibilidade de cruzamentos em condicdes naturais ou controladas e
consequentemente um maior ndmero de sementes. Os dados apresentados
contribuem com futuros trabalhos de melhoramento vegetal, pois expéem o potencial
das espécies estudadas para realizacdo de cruzamentos interespecificos e
intergenéricos.

CONCLUSOES

Existe um padrdo nas caracteristicas polinicas nas espécies estudadas. Todos
os graos de pdlen séo dispersos em ménades, porados e com membrana da abertura
ornamentada. As variacfes referem-se ao tamanho, formato, ambito, polaridade e
guantidade de poros e ornamentacao da exina.

Os estigmas das espécies de Hohenbergia possuem diferencas na cor e no
tamanho, incluindo o tamanho do estilete. Ja em relacdo ao tipo, todas as espécies
sao do tipo conduplicado-espiral.

Os gréos de pdlen apresentaram maior viabilidade na antese, independente
da metodologia empregada.

A receptividade do estigma demonstrou maior atividade enzimatica na antese
e pés-antese para a maioria das espécies. Apenas H. capitata apresentou maior
atividade enzimatica apenas na antese.

Este estudo exibe dados qualitativos e quantitativos dos graos de pdlen e
estigma de espécies de Hohenbergia que sao importantes para a taxonomia do grupo,
bem como subsidiar estudos reprodutivos e de conservagao.
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FENOLOGIA E REPRODUCAO DE Hohenbergia Schult. & Schult.f.
(Bromelioideae, Bromeliaceae) NA MATA ATLANTICA

RESUMO: Avaliagbes da fenologia vegetativa e reprodutiva tém apresentado
resultados relevantes relacionados ao modo como os fatores bidticos e abidticos
influenciam os ritmos fenolégicos das plantas e quais os efeitos das mudancas
climaticas no ecossistema. Este trabalho teve como objetivo caracterizar os padrdes
fenoldgicos de desenvolvimento vegetativo, floracao e frutificagcdo de H. amargosensis
e H. stellata em fragmentos da Mata Atlantica, bem como a relagdo com os agentes
polinizadores e 0 comportamento reprodutivo de outras cinco espécies de
Hohenbergia ocorrentes na Mata Atlantica e pertencentes ao mesmo complexo de
espécies. Para isso, foram realizadas visitas periddicas nos fragmentos florestais de
ocorréncia de H. amargosensis e H. stellata com observacédo do desenvolvimento das
plantas em cada estadio (ramo lateral, planta jovem, planta adulta, floragéo,
frutificacdo e senescéncia) a fim de obter um panorama do seu crescimento e
desenvolvimento. Houve também o registro dos visitantes florais e coleta de néctar em
intervalos de trés horas, durante o dia, para correlacionar com o0s agentes
polinizadores e sua interacdo com as espécies em estudo. Além disso, foi avaliada a
relacdo pdélen/ovulo, assim como os diferentes métodos para avaliar os sistemas de
reproducdo (agamospermia, autopolinizacdo espontanea, autopolinizagdo manual,
geitonogamia, polinizacdo cruzada e polinizacdo natural) em H. amargosensis, H.
belemii, H. capitata, H. ituberaensis, H. nidularioides, H. rosea e H. stellata. Os pistilos
foram submetidos a microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta para identificar
0s sistemas reprodutivos e avaliar as possiveis barreiras reprodutivas, observando a
germinacao dos graos de podlen e crescimento do tubo polinico no pistilo. Hohenbergia
amargosensis e H. stellata possuem ciclo de fenofase vegetativa com duracéo de dois
anos, sendo que H. amargosensis possui floracdo supra-anual, a cada dois anos, e H.
stellata anual. Ambas as espécies se reproduzem de forma assexuada e sexuada,
possuem sazonalidade em suas fenofases, com excecao da emisséo de novas folhas
em H. stellata e apresentam alta correlacdo das fenofases com a temperatura e
precipitacdo, exceto a brotacdo de H. amargosensis com a temperatura. Hohenbergia
capitata e H. nidularioides sdo espécies parcialmente autocompativeis, as demais
apresentaram autoincompatibilidade, sendo que todas reproduzem-se por polinizacéo
cruzada, com maior nimero de producdo de sementes na polinizacdo natural.
Apomixa nao foi observada em nenhuma espécie. As principais barreiras reprodutivas
identificadas foram a falta de deposicdo de grédos de pdélen na superficie do estigma;
interrupcéo da germinacéo dos graos de podlen no primeiro e segundo terco do estilete;
enovelamento dos tubos polinicos no segundo terco do estilete; e deposicao irregular
de calose no tubo polinico. A antese floral das sete espécies acontece das 5h40 as
6h, com maior liberacdo de graos de pdlen, néctar e concentracdo de acucar a partir
desse horério, seguindo um declinio durante o periodo de abertura. Foram registrados
em H. amargosensis 0ito espécies de polinizadores, um de visitante e um pilhador e
em H. stellata, quatro espécies de polinizadores e um visitante. Foi observado que 0s
principais agentes polinizadores sdo os beija-flores (Trochilidae) e as abelhas
(Apidae). Os dados aqui obtidos em relacao a fenologia e aspectos reprodutivos de
espécies de Hohenbergia sdo importantes fontes para subsidiar estudos de
melhoramento e conservacao das espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Bromélia; Biologia floral e reprodutiva; Conservacao; Fecundacao;
Polinizacao; Visitantes florais.
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PHENOLOGY AND REPRODUCTION OF Hohenbergia Schult. & Schult.f.
(Bromelioideae, Bromeliaceae) FROM THE ATLANTIC FOREST

ABSTRACT: Assessments of vegetative and reproductive phenology have presented
very efficient results related to how biotic factors influence the phenological rhythms
of plants and the effects of climate change on the ecosystem. Phenology and floral
biology studies are ideal for supporting future preservation plans and management of
species of interest. This work aimed to characterize the phenological patterns of
vegetative development, flowering and fruiting of H. amargosensis and H. stellata in
fragments of the Atlantic Forest, as well as the relationship with pollinating agents and
the reproductive behavior of five other species of Hohenbergia occurring in the Atlantic
Forest and belonging to the same species complex. To this end, periodic visits were
carried out in forest fragments where H. amargosensis and H. stellata occurred,
observing the development of plants at each stage (sprout, young plant, adult plant,
flowering, fruiting and senescence) in order to obtain an overview of its growth and
development. Floral visitors were also recorded and nectar collected at three-hour
intervals, during the day, to correlate with pollinating agents and their interaction with
the species under study. Furthermore, the pollen/ovule relationship was evaluated, as
well as the different reproduction systems (agamospermy, natural self-pollination,
manual self-pollination, geitonogamy, xenogamy and free pollination) in H.
amargosensis, H. belemii, H. capitata, H. ituberaensis, H. nidularioides, H. rosea and
H. stellata. The results were subjected to fluorescence microscopy with an ultraviolet
filter to identify the reproductive systems and evaluate possible reproductive barriers,
observing the germination of pollen grains and growth of the pollen tube in the pistil.
Hohenbergia amargosensis and H. stellata have a vegetative phenophase cycle
lasting two years, with H. amargosensis having supra-annual flowering, every two
years, and H. stellata annual. Both species reproduce asexually and sexually, have
seasonality in their phenophases, with the exception of the emission of new leaves in
H. stellata, and have a high correlation of phenophases with temperature and
precipitation, except for the budding of H. amargosensis with the temperature.
Hohenbergia capitata and H. nidularioides are partially self-compatible species, the
others presented self-incompatibility, and all reproduce by xenogamy, with a greater
number of seed production in free pollination. Agamospermy has not been observed
in any species. The main reproductive barriers identified were: lack of deposition of
pollen grains on the stigma surface; inhibition of pollen grain germination in the first
and second third of the style; coiling of pollen tubes in the second third of the style;
and reticulate deposition of callose in the pollen tube. Floral anthesis of the seven
species occurs from 5:40 am to 6:00 am, with a greater release of pollen grains, nectar
and sugar concentration from this time onwards, following a decline during the opening
period. Eight species of pollinators, one visitor and one plunderer were recorded in H.
amargosensis and four species of pollinators and one visitor in H. stellata. The main
pollinators are hummingbirds belonging to the Trochilidae family and Apidae bees.
The data obtained from this study regarding the phenology and reproductive aspects
of Hohenbergia species are important sources to support studies on the breeding and
conservation of the species.

KEYWORDS: Bromeliad; Floral and reproductive biology; Conservation; Fertilization;
Pollination; Floral visitors.
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INTRODUCAO

A Mata Atlantica, um dos centros de diversidade e endemismo da familia
Bromeliaceae (ZIZKA et al., 2019), tem registrado elevados percentuais de alerta de
supressdo da vegetacdo nativa (RAD, 2023). Segundo o Relatério Anual de
Desmatamento 2022 (RAD, 2023), onde no ano de 2021 houve um aumento de mais
de 84% desses alertas no bioma Mata Atlantica e em 2022, verificou-se 104% de
ampliacdo nos alertas de desmatamento em relacdo ao ano anterior. Devido a isso,
Bromeliaceae € uma das familias de Angiospermas mais ameagadas de extingdo, com
mais de 247 espécies ameacadas, sendo que destas, 40 encontram-se como
‘Vulneraveis’, 142 ‘Em Perigo’ e 65 ‘Criticamente em Perigo’ (BRASIL, 2022).

Estudos de fenologia e biologia floral e reprodutiva caracterizam a dinamica das
comunidades vegetais, sua relacdo com variaveis ambientais, a organizacao temporal
dos recursos dentro das populacdes e as interacdes ecologicas entre plantas e
animais, de modo a levantar dados que subsidie futuros planos de preservacao e
manejos de espécies de interesse, principalmente quando se encontram em um
ecossistema ameacado (TALORA; MORELLATO, 2000; PEREIRA; QUIRINO, 2008;
KEBEDE; ISOTALO, 2016; FREITAS et al., 2017).

Avaliacbes da fenologia tem apresentado resultados que caracterizam o0s
efeitos das mudancas climaticas no ecossistema (PIAO et al.,, 2019), ja que
apresentam dados de eventos recorrentes durante o ciclo de vida das plantas,
concomitante as causas relacionadas a fatores bioticos e abidticos (LIETH, 1974).
Além disso, € possivel levantar informacbes de produtividade do ecossistema
(RICHARDSON et al., 2010; CHANG et al., 2013) e processos ecologicos como
competicéo e herbivoria (EKHOLM et al., 2019; HOOD et al., 2019).

Estudos com espécies vegetais na Mata Atlantica tém analisado se os padrées
fenoldgicos sdo influenciados pelo regime de chuvas, temperatura, fotoperiodo e
fatores globais como o El Nifio Oscilacdo Sul (PUGAS et al., 2018; ALBUQUERQUE
et al., 2022; LIMA et al., 2022; GRAEFF et al., 2023; MENEZES et al., 2024). Além
disso, sugerem que os fatores bidticos também influenciam os ritmos fenolégicos das
plantas, relacionando-os a polinizacdo e dispersao de sementes, sendo de grande
impacto para a reproducdo vegetal (GENTRY, 1974; OLIVEIRA et al.,, 2021;
ALBUQUERQUE et al., 2022).

Bromeliaceae sao importantes fontes de recursos alimentares para grande
variedade de organismos (SAZIMA et al., 1989; NARA; WEBER, 2002). Na maioria
das espécies de bromélias ocorre a ornitofilia, em outras entomofilia ou quiropterofilia,
sendo os insetos vistos em muitas espécies atuando como visitantes (SAZIMA et al.,
1989; BENZING, 2000; RIOS et al., 2010).

Devido a correlagdo morfologica entre comprimento e curvatura de flores e do
bico do passaro, trabalhos sugerem uma coevolucdo entre bromélias e beija-flores
(SICK, 1984; CAPUCHO et al., 2007; MAGALHAES et al., 2018; ZAMBON et al.,
2019). Fatores como morfologia floral, abordagem do visitante e o tempo gasto por ele
nesta abordagem, sdo decisivos para a ocorréncia ou nao da polinizacdo e
consequentemente producdo de sementes (WASER; PRICE, 1983).

A polinizacdo é um mecanismo de grande importancia, pois viabiliza a
manuten¢cdo da variabilidade genética dos vegetais, além de ser responsavel pela
existéncia de outros organismos que dependem dos recursos produzidos (POTTS et
al., 2006; KREMEN et al., 2007). Segundo Goéttlinger et al. (2019), para a familia
Bromeliaceae, as caracteristicas do néctar sdo mais determinantes para o tipo de
polinizador do que os grupos taxonémicos ou relacdes filogenéticas.
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Além do mais, o néctar produzido pode ter relacdo direta com a disponibilidade
dos gréos de pdlen, sendo em alguns casos, inclusive em Bromeliaceae, liberado em
guantidade fracionada durante a antese de acordo com a frequéncia dos visitantes
florais de interesse (ZAMBON et al., 2019), sugerindo, que a alocacao gradual de
néctar tende a otimizar a reprodugdo por garantir a presenca de polinizadores em
diferentes momentos.

Para que a reproducao sexuada seja bem-sucedida deve ser observado o tipo
de sistema reprodutivo que favorece a espécie em estudo. Em Bromeliaceae, podem
ser encontradas plantas autbgamas, al6gamas, cleistbgamas ou com sistemas mistos
(MATALLANA et al.,, 2010; SOUZA et al.,, 2017; MOTA et al., 2024), sendo a
autocompatibilidade encontrada em muitas espécies (SIQUEIRA-FILHO; MACHADO,
2001; MATALLANA et al., 2010; SOUZA et al., 2017; MOTA et al., 2023). Existem
ainda aquelas que apenas possuem sucesso reprodutivo por meio da fecundagcao
cruzada devido as barreiras reprodutivas como a incompatibilidade genética
(gametofitica e esporofitica) (SOUZA et al., 2017; MOTA et al., 2023), dicogamia,
heterostilia (BENZING, 2000), protoginia (GARDNER, 1986) e protandria
(MARTINELLI, 1997).

Das espécies de Hohenbergia contempladas neste estudo, até o0 momento, sé
foram descritos na literatura o periodo de floragcéo e frutificacdo para as espécies H.
amargosensis E.H. Souza & Leme (SOUZA et al., 2022), H. capitata Schult. & Schult.f.,
H. belemii L.B.Sm. & Read, H nidularioides B.P.Cavalcante, E.H.Souza, A.P.Martinelli
& Versieux (CAVALCANTE et al., 2021a) e H. ituberaensis B.P.Cavalcante, E.H.Souza
& Versieux (CAVALCANTE et al., 2020a). Vale destacar que essas observacdes foram
apresentadas de forma suscinta juntamente com a descricdo das novas espeécies.
Também ndo foram encontradas investigacdes acerca do tipo de reproducdo,
producao de néctar e visitantes florais para nenhuma das sete espécies aqui tratadas.
Além disso, algumas dessas espécies foram avaliadas quanto ao grau de ameaca nos
préprios manuscritos, com base nos critérios da lista vermelha de espécies
ameacadas da International Union for Conservation of Nature - IUCN (2020), sendo
elas, H. ituberaensis ‘Vulneravel’ (CAVALCANTE et al., 2020a); H. amargosensis e H.
nidularioides ‘Criticamente em Perigo’ (CAVALCANTE et al., 2021a; SOUZA et al.,
2022).

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo caracterizar os padroes
fenoldgicos de desenvolvimento vegetativo, floracéo e frutificacdo de H. amargosensis
e H. stellata em fragmentos da Mata Atlantica, bem como a relagdo com os agentes
polinizadores e o comportamento reprodutivo de outras cinco espécies de
Hohenbergia ocorrentes na Mata Atlantica e pertencentes ao mesmo complexo de
espéecies.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e area de estudo

Foram avaliadas sete espécies de Hohenbergia, com escolha motivada por
ocorrerem no dominio Mata Atlantica do estado da Bahia, Brasil, sendo trés
ameacadas de extingdo. O estudo ocorreu tanto in situ nos municipios de Arataca,
Cruz das Almas, Igrapiuna, llhéus, Itubera, Ubaira, Una e Vitéria da Conquista, quanto
ex situ com amostras vivas coletadas em populagdes naturais e depositadas no Banco
de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélia) do Programa de Pés-graduacdo em
Recursos Genéticos Vegetais (PPG-RGV) da Embrapa Mandioca e Fruticultura e
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Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB), no municipio de Cruz das
Almas, Bahia (Figural e Tabela 1).

As coletas foram realizadas conforme autorizagdo do SISBIO n. 69870-1 e as
atividades estéo devidamente cadastradas no SISGEN, sob a autorizagdo A9E9F8D.

O voucher de cada espécie foi incorporado no Herbéario do Recéncavo da Bahia
(HURB) (Tabela 1).
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Figura 1. Mapa da Bahia com os respectivos pontos de estudo e coleta das espécies
de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) utilizadas nos experimentos de
fenologia e biologia reprodutiva. Fonte: Adaptado de Superintendéncia de Estudos
Econbmicos e Sociais da Bahia (SEI 2014).

A analise da fenologia e registro dos visitantes florais ocorreu no periodo de
marco de 2022 a outubro de 2023, com H. amargosensis em populacdes encontradas
no fragmento florestal de aproximadamente 19 ha, no povoado de Pindobas, Ubaira,
Bahia, Brasil e H. stellata no fragmento florestal de aproximadamente 5 ha, na
Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas, Bahia, Brasil.
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Tabela 1. Espécies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) ocorrentes na
Bahia, Brasil, incluindo o municipio de coleta e voucher do Herbario do Recéncavo da
Bahia-HURB.

L L HURB
Espécie Municipio de coleta (voucher)

. , Ubaira 25001

Hohenbergia amargosensis E.H.Souza & Leme Amargosa 26116

llhéus 18857

Hohenbergia belemii L.B.Sm. & Read. Una 18863

Uruguca 25320

. . Camacan 25319

Hohenbergia capitata Schult. & Schult.f. Arataca 26109

Hohenbergia ituberaensis B.P.Cavalcante, ltubera 30428

E.H.Souza & Versieux Igrapiana 30438
Hohenbergia nidularioides B.P. Cavalcante, E.H.

Souza, A.P. Martinelli & Versieux Una 18862

Hohenbergia rosea L.B.Sm. & Read. Vitéria da Conquista 25316

Cruz das Almas 13598

Brejoes 17895

Hohenbergia stellata Schult. & Schult.f. Santa Teresinha 22188

Amargosa 25324

Igrapitna 31974

Os sistemas de reproducéao e analise do néctar foram realizados nos municipios
de coleta das plantas, em diferentes exemplares (n = 6) das sete espécies indicadas
na tabela 1. As plantas foram coletadas, plantadas em vasos (8 litros) com substrato
comercial Vivato® e casca de Pinus no BGB Bromélia até a formacéo dos frutos.

Para todas as metodologias em campo a amostragem foi a partir de
caminhadas na diagonal dentro das areas. Os exemplares foram escolhidos com
distanciamento minimo de 2,5 metros quadrado entre eles, georreferenciados e
identificados com nimeros sequenciais com placas de aluminio.

Fenologia

Para estudos fenolégicos foram marcados e acompanhados quinzenalmente
25 exemplares das espécies H. amargosensis e H. stellata de marco/2022 a
outubro/2023. Adicionalmente, foram coletados dados de presenca/ auséncia da
floracdo nos anos de 2019 a 2023. Os dados climéticos (precipitacdo, temperatura e
umidade) para os 18 meses de acompanhamento mensal foram obtidos do Instituto
Nacional de Meteorologia — INMET. O fotoperiodo foi calculado utilizando o pacote
“‘geosphere”, empregando a fungcédo “daylength” do software R Core Team 4.2.3
(HIJMANS et al., 2019; R CORE TEAM, 2023).

As estacdes reprodutivas e o padréo fenoldgico foram classificados com base
em Tovar (1976) e Newstrom, Frankie e Baker (1994) com adaptacdes. Além disso,
para esse estudo, considerou-se 0s seguintes conceitos: Ramo (gema lateral que d&a
origem a uma nova planta, do inicio do seu desenvolvimento a fase anterior ao
surgimento das primeiras folhas); Planta jovem [periodo que se estende do surgimento
das primeiras folhas a fase anterior ao periodo reprodutivo (surgimento de ramos
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laterais ou inflorescéncia)]; Planta adulta [fase que se inicia com o periodo reprodutivo,
entendido por surgimento de ramos laterais ou inflorescéncia.

A avaliacdo dos espécimes levou em consideracdo as diferentes fases da
planta. Durante selecdo da amostragem de H. amargosensis a populacéo foi
encontrada contendo plantas jovens e plantas em senescéncia, sendo selecionados
apenas os individuos no estadio planta jovem. Ja em H. stellata, foram encontrados
exemplares adultos com ramos laterais, 0 que motivou a sele¢cdo da amostragem
ocorrer com 13 plantas adultas e 12 ramos de outras plantas.

Houve quantificacdo do nimero de ramos laterais, novas folhas, comprimento
e largura das folhas, quinzenalmente em cada planta selecionada. Diariamente, foi
acompanhada em campo a inflorescéncia de dez plantas, selecionadas de modo
casual dentro da amostragem, das quais foram anotados o niumero de botdes florais,
flores em antese, frutos imaturos e maduros.

Foram calculados indice de Sincronia do Individuo com seu coespecifico e
indice de Sincronia da Populagéo, seguindo Augspurger (1983). Os valores variaram
entre zero (0) e um (1), sendo que zero representa individuos cuja fenofase nédo
apresenta sincronia dentro da populacdo e um quando a sincronia € maxima
(BERNINI, 2015).

Observou-se o indice de atividade, baseada na presenca (1) ou auséncia (0)
da fenofase no individuo, indicando a porcentagem de exemplares que apresentavam
determinado evento fenoldgico, independente da sua intensidade (BENCKE;
MORELLATO, 2002).

Em cada espécie, a fim de verificar a sazonalidade e a duracdo de cada
fenofase (MORELLATO; ALBERTI; HUDSON, 2010), foram realizadas analises
estatisticas circulares, utilizando o pacote “circular” no software R Core Team 4.2.3
(2023). Neste procedimento, os meses foram convertidos em angulos com intervalos
de 30° para cada observacgéao (0° = janeiro até 330°= dezembro), totalizando trés ciclos
com 12 intervalos anuais de 30° cada. A frequéncia das amostras foi computada
dentro de cada angulo e em seguida calculados os parametros: angulo médio
(posteriormente convertido em data prevista), comprimento do vetor r, desvio padrao
circular e intervalos de confianga. Em seguida, foi executado o teste de Rayleigh (z),
gue determina a significancia do angulo médio (ZAR, 2010), testando se ha
sazonalidade nas fenofases. O comprimento do vetor médio varia de zero (0) a um
(1), quando zero os dados sao igualmente distribuidos no circulo e quando um séo
concentrados em um Unico angulo. Sendo assim, quanto maior a concentracao de
dados em um angulo, maior a sazonalidade. Caso o valor p for significativo, os dados
nao seguem uma distribuicAio homogénea, indicando sazonalidade dos eventos
(MORELLATO et al.,, 2000; MORELLATO; ALBERTI; HUDSON, 2010). Para esta
analise tomou-se por base 0 ano que houve maior florescimento do grupo amostral.

As diferencas nas variacbes das caracteristicas vegetativas em funcdo da
média mensal de precipitacdo, temperatura e fotoperiodo foram avaliadas por
Modelos Lineares Generalizados (GLMs) com distribuicdo de Poison para amostras
com inflagdo de zeros, com o pacote “pscl’ no software R Core Team 4.2.3 (NELDER,;
WEDDURN, 1972; ZEILEIS; KLEIBER; JACKMAN, 2008; JACKMAN, 2020; R Core
Team, 2023). Para aplicar esta analise observou-se a normalidade dos dados por
meio do teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e avaliou-se a distribuig&do
gréafica dos residuos.

O gréafico circular da distribuicdo de cada fenofase foi construido utilizando os
pacotes “ggplot2”, “RColorBrewer”, “extrafont” e “ggsci” do software R Core Team
4.2.3 (2023).



78

Sistemas reprodutivos

Para determinar os sistemas reprodutivos das espécies foram realizadas
polinizagcdes controladas e acompanhadas as polinizagbes naturais seguindo a
metodologia de Kearns e Inouye (1993). Em campo, selecionou-se cinco a 20 plantas
de cada espécie, a depender da disponibilidade. Foram testadas: I) Agamospermia
(flores emasculadas e protegidas); Il) Autopolinizacdo espontanea (protegidas sem
manipulacdo); Il) Autopolinizacdo manual (flores polinizadas com graos de pélen da
mesma flor); IV) Geitonogamia (flores polinizadas com graos de polen de outras flores
da mesma planta) e V) Polinizacéo cruzada (flores polinizadas com gréos de polen de
outra planta da mesma espécie); além do controle com a VI) Polinizacao natural (flores
apenas selecionadas e identificados). Com excec¢ao da polinizag&o natural, em todos
os testes de mecanismos de reproducéo, as flores foram isoladas com saco de “voil”
ainda em estadio de botéo.

Todas as polinizacdes foram realizadas nos primeiros momentos da antese
floral entre 5h40 a 6h da manh&, buscando sempre as mesmas condi¢cdes. Para cada
tratamento, as flores foram marcadas com etiquetas contendo as informacfes das
poliniza¢c6es. O numero de repeticbes em cada sistema reprodutivo para formacao de
frutos e contagem de sementes variou de 15 a 30 flores, para cada sistema
reprodutivo, a depender da disponibilidade.

Ao final, foram calculados os indices de Autogamia (IA = autopolinizacéo
espontanea/ polinizagdo cruzada) e Autoincompatibilidade (IAl = autopolinizacao
manual/ polinizacdo cruzada) seguindo Ramirez et al. (1990). O Iindice de
Autoincompatibilidade é determinado como autoincompativel (Al) quando o IAl é
inferior a 0,30, e autocompativel ou parcialmente autocompativel (AC) quando IAIl é
acima de 0,30 (RAMIREZ et al., 1990; AGUILAR-RODRIGUEZ et al., 2019).

A eficiéncia reprodutiva (ER) foi determinada por porcentagem de frutos com
sementes decorrentes de polinizagéo natural / percentagem de frutos com sementes
decorrentes da polinizacdo cruzada (ZAPATA; ARROYO, 1978). O indice mais
proximo de 1 evidencia alta eficiéncia reprodutiva, mais préxima de 0 baixa eficiéncia
reprodutiva.

Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo

Para analise do desenvolvimento do tubo polinico no pistilo dos diferentes tipos
de fecundacdo foram coletados, por espécie, cinco a dez pistilos (a depender da
disponibilidade) de cada sistema reprodutivo. Vinte e quatro horas apds as
polinizacdes, os pistilos foram fixados em solucdo Carnoy [trés partes de etanol (95
%), para uma parte de acido acético glacial PA], por 48 horas, em seguida clarificados
em solucéo de sulfito de sédio (10 %) e autoclavados por 20 minutos, a 120 °C, a fim
de clarificar e amolecer os tecidos.

Os pistilos foram corados com solucdo de azul de anilina (0,01 %) em tampao
de fosfato de potéssio tribasico (KsPOas), por 24h. Em seguida, cada pistilo foi
depositado em uma lamina histoldgica, recobertos com laminula e esmagados com o
polegar. Para verificagdo da germinacdo dos graos de poélen no estigma e o
desenvolvimento dos tubos polinicos ao longo do pistilo foi utilizado a microscopia de
fluorescéncia 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).
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Foram avaliadas quatro variaveis relacionadas a germinagdo dos gréos de
polen e o crescimento dos tubos polinicos no pistilo: i) grédos de poélen aderidos a
superficie do estigma (GPSE); ii) graos de pdlen germinados na superficie do estigma
(GPGE); iii) crescimento do tubo polinico no pistilo (CTPP); e iv) évulos com tubo
polinico penetrado em sua micrépila (OTPM) (MOTA et al., 2023).

Para graos de poélen aderidos na superficie do estigma e para graos de polen
germinados na superficie do estigma utilizou-se a seguinte escala: 0) ausente; 1) 1 a
25 graos de pdlen; 2) 25 a 50 graos de polen; 3) > 50 gréos de polen. Os o6vulos
fertilizados foram avaliados de conforme a escala: 0) ausente; 1) 1 a 5 6vulos; 2) 5 a
10 6vulos; 3) > 10 6vulos (MOTA et al., 2023).

O crescimento do tubo polinico no pistilo (CTPP) foi avaliado segundo Souza
et al. (2017): 0) gréaos de polen ndo germinados na superficie do estigma; 1) gréos de
pélen germinados na superficie do estigma; 2) tubos polinicos paralisados no primeiro
terco 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
ovario; 6) tubo polinico proximo ao 6vulo; 7) tubo polinico penetrando na micropila.

Raz&o Graos de Pélen/ Ovulo (P/O)

A razéo polen/ovulo foi calculada dividindo a média de grdos de polen pela
média de évulos de cada espécie. O resultado seguiu a classificacdo de Cruden (1977)
gue infere o modo de reproducéo preferencial das plantas de acordo com a propor¢cao
de polens e évulos produzidos pelas flores: cleistogamia (P/O = 2,7 — 5,4), autogamia
obrigatéria (P/O = 18,1 — 39,0), autogamia facultativa (P/O = 31,9 — 396,0), polinizacao
cruzada facultativa (P/O = 244,7 — 2.588,0), polinizacdo cruzada obrigatéria (P/O =
2.108,0 — 195.525,0).

Visitantes florais

Foram realizadas observacdes de campo e coletas dos visitantes florais em
Hohenbergia amargosensis, nos meses de margo a maio de 2023 e H. stellata, nos
meses de outubro de 2022 a janeiro de 2023. Durante dez dias espacados houve
visita aos locais de ocorréncia das espécies vegetais das 5h30 as 17h30, totalizando
120 horas de observacao diurna, ja que as flores apenas permanecem abertas
durante o dia, para cada espécie.

Foram registrados o comportamento dos visitantes/ polinizadores, frequéncia
relativa das espécies na flor, horario e duracdo das visitas. Para identificacdo das
espécies, estes foram fotografados com camera digital Canon EOS T7, lente 18-
55mm, os insetos foram coletados com auxilio de rede entomoldgica e,
posteriormente, enviados para identificagdo por especialista da Universidade Federal
do Recbncavo da Bahia (UFRB).

Foram considerados visitantes florais os individuos que coletaram algum tipo
de recurso floral (gréaos de polen ou/e néctar) nas flores e polinizadores aqueles que
durante a visita liberaram gréos de pélen na superficie do estigma da flor (ALVES-
DOS-SANTOS et al., 2016). A captura dos insetos ocorreu sempre no segundo dia de
sua visita a planta, sendo que o primeiro e a partir do terceiro foram destinados apenas
a observacéo e registro do seu comportamento.

A constancia das espécies foi obtida por meio da féormula adaptada de
Thomazini e Thomazini (2002) C = (n° de dias em que o visitante foi observado / n°
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total de dias de observacdo) x 100. O resultado seguiu a seguinte classificacao:
constante (C > 50%), acessoria (25% = C < 50%) e acidental (C < 25%).

A realizacdo dos experimentos para verificar a eficiéncia dos visitantes florais
como polinizador ocorreu no segundo dia de sua visita. Cinco inflorescéncias foram
isoladas com saco de “voil” 12h antes das atividades. No dia seguinte, as flores foram
expostas sempre que o0 visitante de interesse se aproximava e apOs a Vvisita,
novamente cobertas. Foram marcadas as flores visitadas (n=10) exclusivamente por
cada visitante registrado, a fim de observar a formacdo dos frutos e posterior
contagem do numero de sementes.

Néctar

Para coleta do néctar, foi introduzido a microsseringa (Hamilton 50 pL) na
corola da flor em direcdo a base das pétalas, onde pode ser encontrado o néctar
produzido nos septos do ovario e medido o volume obtido. Em seguida, depositou-se
0 néctar em refratdmetro digital e mediu o indice de refracdo, convertendo-o a
concentragdo de agucar, conforme Bolten et al. (1979) e Wolf, Brown e Prentiss (1979)
utilizando a seguinte equacéao: y = 0.00226 + (0.00937 x) + (0.0000585 x 2), onde “x”
€ o valor da concentracao (leitura do refratdmetro) e “y” sdo os mg de agucar por pl.
Foi calculado a quantidade de acucares totais por flor, multiplicando a quantidade de
acucar/uL pelo volume de néctar encontrado na flor (DAFNI, 1992).

As coletas de néctar ocorreram em dez flores de plantas diferentes e protegidas
com saco de “voil” ainda em estadio de botdo, nos seguintes intervalos de tempo: 17
as 18h (pré-antese), 6 as 7 h, 9 as 10h, 12 as 13 h e 15 as 16h (abertura) e 6 as 7h
do dia seguinte (pds-antese), em dias alternados.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e composto por 10
flores de diferentes individuos. Os coeficientes de correlagéo linear de Pearson foram
calculados para as caracteristicas e sua significancia foi medida pelo teste t de student
a 1% de probabilidade, utilizando o software R Core Team 4.2.3 (2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Fenologia

As duas espécies de Hohenbergia possuem comportamentos distintos quanto
ao padréao fenologico (Figuras 2-6). A partir dos dados obtidos, foi possivel afirmar que
Hohenbergia amargosensis possui floragdo supra-anual, a cada dois anos e H. stellata
floragdo anual, conforme a classificacdo de Newstrom, Frankie e Baker (1994). Vale
destacar que as duas espécies estdo sendo monitoradas desde 2019 e seguem o
mesmo padrdo de florescimento. Hohenbergia amargosensis floresceu apenas nos
anos de 2019, 2021 e 2023, fato inédito dentro do género. Ja H. stellata floresceu
todos os anos.

Ambas as espécies possuem flores em antese iniciando entre 5h40 e 6h, com
fechamento total da flor entre 17h e 17h20. As fases vegetativas das duas espécies,
guando surgem a partir de um ramo lateral, levam em torno de dois anos até o
florescimento (Figura 2A-E, 3A-B, 4A-E, 5A-B). O periodo de floragdo de H.
amargosensis acontece nos meses de margo a maio e em H. stellata nos meses de
outubro a fevereiro (Figuras 3C e 5C). A frutificagdo de H. amargosensis ocorre de
marco a agosto (Figura 3D-E) e H. stellata nos meses de outubro a junho (Figura 5D-
E).
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Figura 2. Fenologia de Hohenbergia amargosensis (Bromelioideae, Bromeliaceae)
em fragmento florestal no municipio de Ubaira, Bahia. A) Ramo lateral no 1° més (8
cm). B) Planta jovem no 3° més (23 cm). C) Planta jovem no 6° més (59 cm). D) Planta
jovem no 9° més (98 cm). E) Planta jovem no 12° més (121 cm). F) Inflorescéncia com
15 dias apos seu surgimento (18 cm de altura); G) Planta adulta (130 cm de altura),
inflorescéncia completamente formada aos 35 dias apOs seu surgimento, com
abertura de primeiras flores (33 cm de altura). H) Planta adulta (140 cm de altura) em
pleno florescimento aos 75 dias apdés seu surgimento. ) Inflorescéncia em
senescéncia. J-K) Detalhe da inflorescéncia: bt = botéo floral; p =-flor em pré-antese;
na = flor em antese; po = flor 24 h em po6s-antese; ve = fruto verde; fm-Fruto maduro.
L) Detalhes da flor (fl) e fruto (fr). M) Semente. Barras: A, J-L =1 cm; B-C, F =10 cm;
D-E, G-1=25cm; M = 1mm.
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Figura 3. Histogramas circulares com as frequéncias de individuos de Hohenbergia
amargosensis em diferentes fenofases em fragmento florestal no municipio de Ubaira,
Bahia, no periodo de novembro de 2022 a outubro de 2023. As setas representam o
comprimento do vetor (r) e indicam as datas médias das fenofases. A) Emissao de
ramos laterais; B) Emissao de novas folhas; C) Floracéo; D) Frutos imaturos; E) Frutos

maduros.
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Figura 4. Fenologia de Hohenbergia stellata (Bromelioideae, Bromeliaceae) em
fragmento florestal no municipio de Cruz das Almas, Bahia. A) Ramo lateral no 1° més
(2 cm). B) Ramo lateral no 3° més (12 cm). C) Planta jovem no 6° més (34 cm). D)
Planta jovem no 9° més (94 cm). E) Planta jovem no 12° més (120 cm). F) Planta
adulta (125 cm de altura): ia = inflorescéncia com 33 dias ap0s seu surgimento (65 cm
de altura); im = inflorescéncia completamente formada aos 55 dias apds seu
surgimento, com abertura das primeiras flores (75 cm de altura). G) Planta adulta (125
cm de altura) em pleno florescimento aos 65 dias ap6s seu surgimento. H)
Inflorescéncia em senescéncia. I-K) Detalhe da inflorescéncia: bt = botéo floral; po =
flor 24 h ap6s antese; pr = flor em pré-antese; na = flor em antese. L) Frutos em
diferentes fases de amadurecimento: ve - fruto imaturo; ma = fruto maduro; se = fruto
em senescéncia decorrente de flor ndo fecundada (fruto sem semente); M) Semente
madura. Barras: A-C,H-L=1cm; D=10cm; E-H=25cm; M =1 mm.
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Figura 5. Histogramas circulares com as frequéncias de individuos de Hohenbergia
stellata em diferentes fenofases em fragmento florestal no municipio de Cruz das
Almas, Bahia no periodo de novembro de 2022 a outubro de 2023. As setas
representam o comprimento do vetor (r) e indicam as datas médias das fenofases. A)
Emissédo de ramos laterais; B) Emissdo de novas folhas; C) Floracdo; D) Frutos
imaturos; E) Frutos maduros.
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Figura 6. Dados climatolégicos e fenolégicos, mensais, de H. amargosensis e H.
stellata (Bromelioideae, Bromeliaceae) em fragmentos florestais nos municipios de
Ubaira e Cruz das Almas, Bahia, respectivamente, no periodo de marco de 2022 a
outubro de 2023. A) Fotoperiodo. B) Precipitacdo. C) Temperatura. D) Numero de
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novos ramos laterais. E) Média de novas folhas/planta. F) Média de flores abertas/
planta. G) Média de frutos imaturos/ planta. H) Média de frutos maduros/ planta.

A familia Bromeliaceae possui padrao de floragao variado, sendo encontradas
espécies de padrao continuo como Pitcairnia nubigena Planch. & Linden (AZUAJE;
NARANJO, 2014), sub-anuais na espécies Aechmea beeriana Smith & Spencer e A.
nudicaulis (L.) Griseb (NARA; WEBBER, 2002; RODARTE et al., 2022), anuais em A.
bracteata (Sw.) Griseb., Billbergia amoena (Loddiges) Lindley, Neoregelia cruenta
(Graham) L.B.Sm., Pitcairnia heterophylla (Lindl.) Beer, Puya ctenorhyncha L.B.Sm.
Vriesea neoglutinosa Mez, V. procera (Mart. ex Schult.f.) Wittm. e Tillandsia stricta Sol
(PISCINA-CHALE et al., 2017; RIOS; CASCANTE-MARIN, 2017; RODARTE et al.,
2022; VELASQUEZ-NORIEGA; KROMER; PACHECO, 2023) e supra-anuais no caso
de T. gardneri Lindl. (RODARTE et al., 2022), com maior niumero de espécies
seguindo padréo anual.

Hohenbergia amargosensis € uma espécie de habito terricola, raramente
ocorre como epifita, formando populacfes adensadas com cerca de 10 a 30 plantas
em fragmentos florestais pouco manipulados. Entre dois a trés meses apos emissao
dos ramos laterais, iniciam o surgimento dos nomofilos, em substituicdo aos catafilos,
quando ja é considerada planta jovem (Figuras 2B-E, 3A e 6D), mantendo-se nessa
fenofase até iniciar seu periodo reprodutivo com a emissao da inflorescéncia, o que
ocorre de 17 a 21 meses apds seu surgimento (Figuras 2F, 3C e 6F). Trinta e cinco
dias apds o inicio da emissado da inflorescéncia, ha a abertura das primeiras flores,
com duracdo da antese de 11h a 11h40 (Figura 2G). A pré-antese ocorre entre 10 a
20 horas antes da antese e pode ser diferenciada do botao floral pelo afastamento na
parte superiror das sépalas (Figura 2J). Todo o periodo de floragdo acontece de 35 a
63 dias, entre o final do verao e grande parte do outono no hemisfério sul (margo-
maio). Da polinizacéo até a maturagéo do fruto sdo de 85 a 115 dias. Os frutos com
sementes ficam azulados e se desprendem da planta. Flores nao polinizadas ou com
polinizagdo incompativel emitiram frutos sem sementes, porém eles n&do maturaram,
entraram em senescéncia entre 80 a 100 dias apos a antese floral.

Hohenbergia stellata ocorre como epifita em touceiras individuais ou povoando
forofitos normalmente sendo arvores de grande porte, até mesmo em centros urbanos,
como em pragas e jardins. Entre quatro a cinco meses apos emissdo dos ramos
laterais, iniciam o surgimento dos nomofilos, em substituicdo aos catafilos, quando
passa a ser considerada planta jovem (Figuras 3C-E, 5A, 6D), mantendo-se nessa
fenofase até o inicio do periodo reprodutivo com a emisséo de ramos laterais (12 a 24
meses apds o surgimento da rameta adulta) ou inflorescéncia (17 a 27 meses apos
surgimento da rameta adulta) (Figuras 3F, 5A e C e 6D e F). Cinquenta e cinco dias
apos o inicio da emissao da inflorescéncia ocorre a abertura das primeiras flores, com
duragédo da antese de 11h a 11h30 (Figura 3 J). A pré-antese pode ser encontrada
entre 10 e 20 horas antes da antese, sendo diferenciada do botdo floral pelo
afastamento na parte superior das sépalas (Figura 3 H-I). Todo o periodo de floragao
acontece de 47 a 93 dias, entre a primavera e o verao (outubro-fevereiro). Da
polinizagdo até a maturacdo do fruto sdo de 143 a 165 dias, quando ha o
desprendimento do fruto que também fica de colorac&o azul cintilante. Flores que néao
foram polinizadas ou com polinizagdo incompativel emitiram frutos de coloracéo
enegrecida, murchos e sem sementes, porém eles entraram em senescéncia entre
125 e 148 dias apoés a antese floral (Figura 3K).

A duracéao de dois anos para o ramo lateral alcancar a fenofase de floragcéo foi
uma caracteristica também encontrada em Alcantarea nahoumii (Leme) J.R.Grant
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(BASTOS et al.,, 2017). O florescimento natural em Bromeliaceae tanto pode ser
influenciado por fatores ambientais quanto é necessariamente ligado a taxa de
desenvolvimento da planta, sendo preciso que atinja porte adequado e maturidade
ontogenética para que responda aos estimulos internos e externos (MEKERS; DE
PROFT, 1983; CUNHA, 2009).

Em Bromeliaceae, a formacao de flores esta relacionada a biossintese de
etileno, estimulada com participagao da auxina (TAIZ et al., 2017; COUTINHO NETO;
SILVA; SILVA, 2023). O etileno, quando direcionado, € responsavel por induzir a
emissao de ramos laterais (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014; COUTINHO NETO;
SILVA; SILVA, 2023). E provavel que em H. amargosensis a inducéo do etileno para
emissao de ramos laterias s6 ocorra apos o florescimento, enquanto que em H. stellata
esse direcionamento ja inicie quando a planta completa cerca de um ano.

Durante o florescimento ha também um aumento na atuagdo da giberelina
(RAVEN; EVERT, EICHHORN, 2014; TAIZ et al., 2017; 2021). Tal fitohorménio & o
responsavel pela formacao de frutos partenocarpicos e por reprimir a senescéncia,
sendo sintetizado inclusive em frutos imaturos, onde sua taxa é altamente reduzida
ao iniciar o processo de maturacao (TAIZ et al., 2017; 2021; SALDANHA; SANTOS,
2018). Esse pode ser o principal fator da senescéncia dos frutos sem sementes nas
espécies estudadas, ja que a fungao fundamental do fruto é ser um atrativo para a sua
dispersao (TAIZ et al., 2017; SALDANHA; SANTOS, 2018).

Hohenbergia amargosensis possui um ou raramente dois ramos laterais
(Figuras 2A e 3A), sempre apoés o florescimento, com todos desenvolvendo-se bem
nas demais fases, em condi¢bes normais. Ja em H. stellata, o numero de ramos
laterais variam de trés a dez, durante todo o ano (Figuras 4A e 5A), surgindo até
mesmo oito meses antes da planta m&e emitir inflorescéncia (Figuras 6D e 6F), com
percentual de mortalidade de 40% antes da fase de rameta jovem (Figuras 2C e 2D).
A projecéo de ramos laterais apenas apos o fim da floragdo foi uma caracteristica
também observada em Neoglaziovia variegata Mez (PEREIRA; QUIRINO, 2008) e A.
nahoumii (BASTOS et al., 2017).

A precocidade na fase de reprodugao assexuada em H. stellata, em relagao a
H. amargosensis, justifica o fato de que, apesar de ambas as espécies em estudo
levarem aproximadamente dois anos para chegarem da fenofase ramo lateral até a
floragao, a H. stellata € uma planta com floragdo anual, enquanto H. amargosensis é
supra-anual.

A emissao de varios ramos laterais durante o ano por H. stellata, principalmente
em periodos de menor preciptacdo e altas temperaturas pode estar relacionado ao
fato de que plantas epifitas sdo muito vulneraveis a mudangas ambientais,
principalmente a umidade e temperatura, podendo abortar ramos laterais em
momento de baixa umidade (CERVANTES; GRAHAM; ANDRADE, 2005; WAGNER;
MENDIETA-LEIVA; ZOTZ, 2015; TICKTIN; MONDRAGON; GAOUE, 2016; LOPEZ-
LOPEZ; PARRA-TABLA; MODRAGON, 2021). Ao mesmo tempo que esse foi o
periodo de maior produgao de ramos laterais em H. stellata, também foi o que houve
maior senescéncia deles.

Em H. amargosensis, todas as fenofases avaliadas apresentaram-se como
fortemente sazonais (Figura 3), com comprimento do vetor r variando de 0,59 para
surgimento de novas folhas a 0,96 na floragéo (Tabela 2) e significancia < 0,0001 pelo
teste de Rayleigh. Ja em H. stellata, as fenofases floragao (r=0,88), frutos imaturos
(r=0,89) e frutos maduros (r=0,87) apresentaram alta sazonalidade, a brotagao
(r=0,41) baixa sazonalidade e novas folhas (r=11) possui maior homogeneidade entre
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os meses (Figura 5), ndo apresentando significancia pelo teste de Rayleigh (p=0,7457)
(Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da estatistica circular para as variaveis fenologicas ramos
laterais, novas folhas, floragao, frutos imaturos e frutos maduros de Hohenbergia
amargosensis e H. stellata (Bromelioideae, Bromeliaceae) em fragmentos florestais
nos municipios de Ubaira, Bahia e Cruz das Almas, Bahia, respectivamente, no
periodo de novembro de 2022 a outubro de 2023.

Estadios Data Angulo  Comprimento  Desvio padrao Teste de
média  médio do vetor (r) angular Rayleigh (p)
@ Ramos 30/ul  209,53° 0,77 40,93° <0,0001
S laterais
(]
g, Folhas 09/set 249,72° 0,59 58,70° <0,0001
% Floragéo 17/mar  75,26° 0,96 17,36° <0,0001
.8
5  rutos 18/mar  76,42° 0,95 17,65° <0,0001
Iy imaturos
% Frutos
S 05/jun  154,03° 0,95 18,02° <0,0001
£ maduros
Ramos 07/fev  37,99° 0,41 76,08° <0,0001
© laterais
% Folhas 10/jun  159,75° 0,11 120,56 0,7457
(7]
.g) Floragédo 01/dez  331,40° 0,88 28,45° <0,0001
O
()
§  Frutos 03/dez  333,32° 0,89 27,89° <0,0001
3 imaturos
S Frutos
T 30/mar  88,80° 0,87 29,80° <0,0001
maduros

"S valor ndo significativo a 5% de probabilidade.

Algumas espécies de Bromeliaceae manifestam sazonalidade em suas
fenofases, principalmente na floracdo (MARQUES; LEMOS-FILHO, 2008; PEREIRA;
QUIRINO, 2008; LOPEZ-LOPEZ; PARRA-TABLA; MODRAGON, 2021), mantendo
padrdes sazonais de alta sincronia reprodutiva na populacdo (CASCANTE-MARIN;
TREJOS; ALVARADO, 2017). Essa estratégia, unida ao fato de que muitas espécies
de Bromeliaceae produzem poucas flores por dia (MACHADO; SEMIR, 2006),
possibilita a exogamia e o fluxo genético entre os individuos (CASCANTE-MARIN;
TREJOS; ALVARADO, 2017).

Os Modelos Lineares Generalizados (GLMs) evidenciaram que em nenhuma
das espécies estudadas, o fotoperiodo possui relagao com a ocorréncia das fenofases
(Tabela 3). Em H. amargosensis, os periodos de brotagéo (z = 1,998) e floragéo (z =
3,545) apresentaram relagao positiva com a precipitagao, indicando que em tempos
mais chuvosos ha maior ocorréncia da fenofase, ja o surgimento de novas folhas (z =
-3,707), frutos imaturos (z = -2,214) e maduros (z = -6,134) resultaram em relacéo
negativa, indicando que em periodos de menor precipitacdo ha maior ocorréncia
desses eventos fenoldgicos (Tabela 3 e Figura 5).
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Tabela 3. Resultados de Modelos Lineares Generalizados (GLMs) mostrando os
efeitos de fotoperiodo, precipitacdo e temperatura na emissdo de ramos laterais,
novas folhas, floragdo, frutos imaturos e frutos maduros de Hohenbergia
amargosensis e Hohenbergia stellata (Bromelioideae, Bromeliaceae) em fragmentos
florestais nos municipios de Ubaira, Bahia e Cruz das Almas, Bahia,
respectivamente, no periodo de margo de 2022 a outubro de 2023.

Estadios Fotoperiodo Precipitacao Temperatura

Valor (z) p Valor (2) p Valor (z) p

Ramos laterais ns 1,998 0,0458 ns
g é Folhas 3707  0,0002 -4,377 <0,0001
% ‘é Floragéo ns 3,545 0,0003 10,887 <0,0001
§ E Frutos imaturos ns-2,214  0,0268 10,364 <0,0001
®  Frutos maduros ns -6,134 <0,0001 -7,258 <0,0001
Ramos laterais ns -1,999 0,0456 6,493 <0,0001
'::'.;3 o Folhas ns.2,445 0,0145 3,432  0,0006
% % Floracéo ns -2,058 0,0396 4,024 <0,0001
S ®  Frutos imaturos ns - -2,230 0,0376 3,842  0,0001
T Frutos maduros ns -2,275 0,0229 2,083 0,0372

"S valores nao significativos a 5% de probabilidade.

Em relagdo a temperatura, as brotagées de H. amargosensis n&o obtiveram
correlagao significativa (p > 0,05), porém a floragao e frutos imaturos apresentaram
alta relagdo com valor (z) de 10,887 e 10,364, respectivamente, indicando influéncia
de altas temperaturas nessas fenofases. Inversamente, estdo a emisséo de novas
folhas e frutos maduros com valor (z) de -4,377 e -7,258, respectivamente, sugerindo
que essas fenofases possuem maior atividade em baixas temperaturas (Tabela 3 e
Figura 6).

Todas as fenofases em H. stellata apresentaram correlagédo negativa com a
precipitacao, variando de z = -1,999 para emissao de ramos laterais a z = -2,445 para
surgimento de novas folhas, 0 que aponta a uma maior atividade em periodos de
menor precipitagcdo. J& em relagcdo a temperatura, as fenofases sdo mais evidentes
em periodos mais quentes do ano, com valor (z) variando entre 2,083 para frutos
maduros a 6,493 para emissdo de ramos laterais (Tabela 3 e figura 6).

As bromélias tanques possuem a capacidade de armazenar agua em fungao
da organizagao espiralada e imbricada das folhas, portanto quanto maior a quantidade
de folhas ou area do tanque, mais agua podera ser acumulada (ROCHA et al. 2004;
COGLIATTI-CARVALHO et al., 2010). Esse fator, unido ao metabolisamo acido das
crassulaceas (CAM), encontrado na maioria das espécies da subfamilia
Bromelioideae, inclusive H. stellata (KLUGE; TING, 1978; MEDINA, 1987; SCHULTE;
HORRES; ZIZKA, 2005), que fornece maior eficiéncia ao uso da agua por essas
plantas e grande adaptacao a ambientes com amplitude térmica (KLUGE; TING, 1978;
TAIZ et al, 2017; 2021), pode ser o indicativo para justificar a incidéncia positiva no
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surgimento de novas folhas e demais fenofases, mesmo em periodos de baixa
precipitacao e altas temperaturas.

Segundo Marques e Lemos Filho (2008), um fator que possibilita as bromélias
de tanque florescerem em periodos com menor pluviosidade é a morfologia dessa
estrutura. Para os autores, espécies que possuem capacidade de acumular e reter
agua em maior volume por longos periodos, conseguem dispensar suprimentos
suficientes para o florescimento, mesmo em estacgao seca, sugerindo que esta é uma
estratégia para diminuir a competicao por polinizadores. Isso justifica o fato de H.
stellata florescer em baixa precipitagdo, ja que a morfologia do seu tanque permite
acumular mais agua em comparagao a H. amargosensis. Os mesmos autores definem
também que bromélias que acumulam pouca agua tendem a florescer em periodos
de maior precipitagao, justificando o que ocorre com H. amargosensis.

Os fatores temperatura e precipitagdo afetam os sistemas bioldgicos, alterando
o desenvolvimento, produgao, reproducédo e até mesmo sobrevivéncia de espécies
(GIRI et al., 2023). Em tempos de mudangas climaticas torna-se necessario entender
como essas alteragdes afetam as fenofases das plantas (BITENCOURT et al., 2016).
Apos estudo sobre a aceleragao da extincdo devido a mudangas climaticas, Urban
(2015), estimou que aproximadamente 7,9% das espécies entrem em risco de
extingéo, principalmente aquelas endémicas, em decorréncia das alteragdes no clima,
sobretudo pelo aumento da temperatura global, de modo que estratégias de
preservacdo devem ser implementadas (URBAN, 2015). As mudangas climaticas
podem alterar o florescimento das plantas, diminuindo o numero de flores, graos de
pélen e néctar produzidos, afetando também as espécies polinizadoras (GIRI et al.,
2023).

Sistemas reprodutivos

Foram observados diferentes sistemas reprodutivos nas sete espécies de
Hohenbergia, sendo a reproducédo alogamica presente em 100% das espécies
(Tabelas 4 e 5). Sistema misto foi observado em H. capitata e H. nidularioides com
formacdo de frutos e sementes, principalmente, na autopolinizacdo manual,
conferindo a estas duas espécies também a autogamia. Nao foi verificada
agamospermia (apomixia) em nenhuma das espécies de Hohenbergia (Tabela 4 e
Figura 7 A-B).

Todos os frutos contabilizados em polinizacdo natural apresentaram sementes
em numero superior aos demais tratamentos, com uma variagdo de 53 + 4 em H.
stellata a 108 = 13 em H. ituberaensis. Esses resultados, confirmam a eficiéncia
reprodutiva dessas espécies e a presenca de polinizadores efetivos nas diferentes
areas de ocorréncia (Tabela 4).

Em polinizagao cruzada, a porcentagem de formagao de frutos nas espécies foi
acima de 72% (H. nidularioides), sendo 100% em H. amargosensis, H. ituberaensis e
H. stellata. Neste mesmo sistema de reprodugao, o numero de sementes variou de 33
+ 6 em H. stellata e 72 + 8 em H. capitata, valores inferiores ao sistema de polinizacdo
natural. Geintonogamia so foi observada em H. capitata e H. nidularioides com 100%
de formacéao de frutos com sementes e um numero reduzido de sementes.

Dentre as Bromeliaceae, pode ser encontrada uma diversidade de estratégias
reprodutivas, tanto assexuada quanto sexuada, com plantas que se propagam via
rebentos (ramos laterais) ou estoldes (BENZING, 2000), além de apomixia,
cleistogamia, autogamia e alogamia (GILMARTIN; BROWN, 1985; MATALLANA et al.
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2010; SOUZA et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020b; CASCANTE-MARIN; NUNEZ-
HIDALGO, 2023; MOTA et al., 2023).

A agamospermia (apomixia) € uma estratégia pouco comum na maioria das
plantas, ocorrendo apenas naquelas que possuem adaptacdes necessarias para a
formacao de sementes sem a fertilizagdo dos évulos (CRUZ; FEDERIZZI; MILACH,
1998). Na familia Bromeliaceae, existem espécies que podem apresentar esse modo
de reprodugao, inclusive envolvendo um sistema misto, com plantas que geram
sementes por meio da alogamia, autogamia e apomixia, como observado em
Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker ex Benth. & Hook.f. e Aechmea distichantha
Lem. (SOUZA et al., 2017).
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Tabela 4. Porcentagem de frutos com sementes e niumero de sementes produzidas nos diferentes sistemas reprodutivos, em sete
especies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae).

Frutos com sementes*

Espécies Polinizacéo Autopolinizacéo Autopolinizacao Geintonogamia Polinizacdo Agamspermia
Natural Espontanea Manual Cruzada
H. amargosensis 100 (45/45) 0 (0/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 100 (30/30) 0 (0/30)
H. belemii 100 (25/25) 0 (0/20) 0 (0/20) 0 (0/15) 88 (22/25) 0 (0/20)
H. capitata 100 (30/30) 100 (15/15) 100 (15/15) 100 (20/20) 93 (26/28) 0 (0/15)
H. ituberaensis 100 (30/30) 0 (0/20) 0 (0/20) 0 (0/20) 100 (20/20) 0 (0/20)
H. nidularioides 100 (25/25) 0 (0/15) 100 (15/15) 100 (15/15) 72 (18/25) 0 (0/15)
H. rosea 100 (30/30) 0 (0/20) 0 (0/20) 0 (0/20) 90 (18/20) 0 (0/15)
H. stellata 100 (30/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 100 (30/30) 0 (0/30)
Espécies Sementes por frutos**
H. amargosensis 83+12 0 0 0 605 0
H. belemii 797 0 0 0 715 0
H. capitata 85 + 11 374 59+2 56 + 2 72+8 0
H. ituberaensis 108 £13 0 0 0 52+3 0
H. nidularioides 58+9 0 27 +4 385 48 £13 0
H. rosea 78 £ 16 0 0 0 66 £11 0
H. stellata 53+4 0 0 0 3316 0
Espécies Indice Sistema Reprodutivo
1A 1Al EF
H. amargosensis 0,00 0,00 1,00 Al = autoincompativel
H. belemii 0,00 0,00 1,14 Al = autoincompativel
H. capitata 0,51 0,82 1,07 AC = parcialmente autocompativel
H. ituberaensis 0,00 0,00 1,00 Al = autoincompativel
H. nidularioides 0,00 0,56 1,39 AC = parcialmente autocompativel
H. rosea 0,00 0,00 1,11 Al = autoincompativel
H. stellata 0,00 0,00 1,00 Al = autoincompativel

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

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

IA = indice de autogamia (autopolinizacdo espontanea/ polinizacdo cruzada); IAl = indice de autoincompatibilidade (autopolinizacdo manual/ polinizacéo
cruzada). EF = eficiéncia reprodutiva (porcentagem de frutos formados com sementes de polinizag&do natural/ porcentagem de frutos formados com sementes
por polinizagdo cruzada). Al = autoincompativel (IAl é inferior a 0,30) AC = parcialmente autocompativel (IAl foram acima de 0,30).
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Tabela 5. Avaliagdo quanto a germinagao dos graos de podlen e crescimento dos tubos polinicos no pistilo nos diferentes sistemas
reprodutivos em sete espécies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae).
Polinizac&o natural Autopolinizacdo espontanea Autopolinizacdo manual

Espécie GPSE GPGE CTPP__OTPM GPSE GPGE CTPP_OTPM _ GPSE  GPGE __ CTPP __ OTPM
H. amargosensis 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3(100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) O (100%)
H. belemii 3(100%) 3(100%) 7 (100%) 3(100%) O (100%) 0(100%) 0(100%) O (100%) 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) O (100%)
H. capitata 3(100%) 3(100%) 7 (100%) 3(100%) 3(100%) 3(100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
0, o) 0,
H. ituberaensis 3 (100%) 3(100%) 7 (100%) 3 (100%) gg?‘goﬁ; 55280;3 552802; 0(100%) 3(100%) 3(100%) 2 (100%) O (100%)
H. nidularioides 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3(100%) 0 (100%) O (100%) 0 (100%) O (100%) 3(100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
H. rosea 3(100%) 3(100%) 7 (100%) 3(100%) 0 (100%) O(100%) 0 (100%) O (100%) 3(100%) 3 (100%) 2 (100%) O (100%)
o, o, o,
H. stellata 3(100%) 3(100%) 7 (100%) 3 (100%) %((%%({Z)) %((%%{/Z)) (2)255’802; 0(100%) 3(100%) 3(100%) 2 (100%) O (100%)
Geitonogamia Polinizagdo cruzada Agamospermia
H. amargosensis 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3(100%) 7 (100%) 3(100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) O (100%)
H. belemii 3(100%) 3(100%) 3(100%) O0(100%) 3(100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) O (100%) 0 (100%) O (100%) O (100%)
H. capitata 3(100%) 3(100%) 7 (100%) 3(100%) 3(100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) O (100%) O (100%)
H. ituberaensis 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 0(100%) 3 (100%) 3(100%) 7 (100%) 3(100%) O (100%) 0 (100%) 0 (100%) O (100%)
H. nidularioides 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3(100%) 3 (100%) 3(100%) 7 (100%) 3(100%) O (100%) 0 (100%) 0 (100%) O (100%)
H. rosea 3(100%) 3(100%) 2(100%) O (100%) 3(100%) 3(100%) 7 (100%) 3 (100%) O (100%) O (100%) 0 (100%) O (100%)
H. stellata 3(100%) 3(100%) 2(100%) 0 (100%) 3 (100%) 3(100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) O (100%)

GPSE = graos de podlen que aderido a superficie do estigma; GPGE = graos de pdélen germinados na superficie do estigma foram avaliados de
acordo a escala: 0) ausente; 1) 1 a 25 graos de pélen; 2) 25 a 50 graos de pdlen; 3) > 50 graos de pdlen. OTPM = évulos com tubo polinico
penetrado na micrépila: 0) ausente; 1) 1 a 5 évulos; 2) 5 a 10 ovulos; 3) > 10 6vulos. CTPP = crescimento do tubo polinico no pistilo foi avaliado
conforme escala: 0) grdos de pdlen ndo germinados na superficie do estigma; 1) graos de pélen germinados na superficie do estigma; 2) tubos
polinicos paralisados no primeiro tergo do estilete; 3) tubos polinicos paralisados no segundo tergo do estilete; 4) tubos polinicos paralisados no
terceiro tergo do estilete; 5) tubos polinicos na regido do ovario; 6) tubo polinico préximo ao évulo; 7) tubo polinico penetrando na micrdpila.
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Figura 7. Crescimento do tubo polinico no estigma nos diferentes sistemas
reprodutivos por meio da microscopia de fluorescéncia com solu¢éo de azul de anilina
em espécies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae). A) Estigma de H.
nidularioides evidenciando a nao deposigao de graos de pdlen em agamospermia; B)
Ovulos de H. belemii sem presenca de tubo polinico (ndo fecundados) em
agamospermia; C) Estigma de H. ituberaensis com pouca deposi¢cdo de graos de
polen em autopolinizagado espontanea e germinagao no primeiro tergo do estilete com
deposicédo de calose; D) Estigma de H. capitata com muita deposi¢gao de pdlen em

autopolinizagao espontanea, evidenciando deposi¢cao de calose e germinagao do tubo
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polinico no estilete; E) Ovulos de H. capitata fecundados em autopolinizagdo
espontanea; F) Estigma de H. ituberaensis com muita deposigédo de graos de pdlen e
germinagao apenas no primeiro terco do estilete, sem adentrar no estilete, em
autopolinizagdo manual; G) Estigma de H. nidularioides com muita deposi¢ao de graos
de pdlen germinando e tubo polinico no estilete em autopolinizagdo manual; H) Ovulo
de H. nidularioides fecundado em autopolinizagao manual; |) Estigma de H. capitata
em geitonogamia, com deposi¢cado de grdaos de polen e tubo polinico no estilete; J)
Segundo tergo do estilete de H. belemii evidenciando enovelamento do tubo polinico
e formacgao de calose, caracteristico de incompatibilidade; K) Terceiro tergo do estilete
e inicio do ovario de H. capitata sem registro de tubo polinico em geitonogamia; L)
Estigma de H. amargosensis com muita deposi¢cado de gréos de polen em polinizagao
cruzada evidenciando a germinacéo do tubo polinico no estigma e estilete; M) Ovulos
de H. amargosensis fecundados em polinizagédo cruzada; N) Estigma de H. stellata
com muita deposicdo de graos de pdlen em polinizagdo natural evidenciando a
germinacdo do tubo polinico no estigma e estilete; O) Ovulos de H. ituberaesis
fecundados em polinizagao natural. ca = placas de calose; es = estigma; et = estilete;
fv = feixe vascular; gp = grédos de polen; mi = micropila; or = ovario; ov = ovulo; pl =
placenta; po = parede ovariana; pp = papilas estigmaticas; seta amarela =
enovelamento dos tubos polinicos; seta vermelha = deposicao reticulada de calose na
extremidade inferior do tubo polinico. Barras: A, C-D, F-G, I-L, N=1 mm; B, E, H, M,
O =500 pm.

Por meio da microscopia de fluorescéncia dos sistemas de autopolinizacéo
espontanea e autopolinizagdo manual, em H. capitata pode-se observar muita
deposicdo de grédos de podlen na superficie do estigma, com tubos polinicos
penetrando na micrépila e fecundagao de mais de dez 6vulos (Tabela 5 e Figura 7).
Esse resultado corrobora com 100% da formacéao de frutos, com variacdo apenas no
nuamero de sementes (autopolinizagdo espontanea = 37 + 4) e (autopolinizagao
manual = 59 + 2), com indice de autogamia (IA = 0,51) e autoincompatibilidade (IAl =
0,82), classificando esta espécie como autégama (Tabela 4 e Figura 7).

Em H. nidularioides, ndo houve deposigao de graos de polen na superficie do
estigma em autopolinizacdo espontanea. Porém, em autopolinizacdo manual foi
possivel observar muitos graos de polen fixados na superficie do estigma com
germinagao dos tubos polinicos seguindo no estilete e penetrando na micropila e
consequentemente fecundando inumeros 6vulos (Tabela 5 e Figura 7). Esse resultado
permitiu a formagao de frutos com sementes em autopolinizacdo manual, com 100%
de sucesso reprodutivo e média de 27 + 4 sementes, classificando H. nidularioides
como autocompativel (IAl = 0,56) (Tabela 4 e Figura 7).

A autocompatibilidade pode estar relacionada com a coeséo e isolamento de
espécies em ambientes com alta diversidade (WENDT et al., 2002; MATALLANA et
al.,, 2010). Inumeras espécies autocompativeis sao relatadas na literatura,
principalmente nas subfamilias Pitcairnioideae e Tillandsioideae (CASCANTE-MARIN;
NUNEZ-HIDALGO, 2023), mas também em algumas Bromelioideae, como 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, e Lymania smith Read (WOLOWSKI et al., 2013;
SOUZA et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020b; MOTA et al., 2023).

A auséncia de deposigao de graos de polen na superficie do estigma em H.
nidularioides na autopolinizacdo espontanea é devido a heterostilia, um tipo de
hercogamia, que é caracterizada por apresentar flores com gineceu longos e androceu
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curtos (morfo longistilo) (BARRET, 1992; 2019). Para que a autopolinizagao
espontanea ocorra, € necessario que os graos de polen alcancem a superficie do
estigma da mesma flor que o originou, de forma natural, resultando na autogamia
(SHIVANNA, 2015). Quando ha uma separacao espacial entre anteras e estigma, a
autopolinizagao so é possivel com auxilio de um agente polinizador (WEBB; LLOYD,
1986; OPEDAL, 2018). A existéncia dessa barreira reprodutiva, juntamente com os
fatos de ocorrerem sucesso tanto na autopolinizagdo manual quanto nas polinizagdes
cruzadas, permite classificar H. nidularioides como xendégama facultativa, ja que,
apesar de exigir a agdo de um polinizador, € compativel em autopolinizagao
(CRUDEN, 1977).

Da mesma forma que ocorreu com H. nidularioides, nao foram encontrados
graos de pélen na superficie do estigma em autopolinizagdo espontanea nas espécies
H. amargosensis, H. belemii e H. rosea. Em H. ituberaensis e H. stellata, foi possivel
quantificar entre 25 e 50 graos de pdlen no estigma nos testes de autopolinizagao
espontanea, em 60% e 50% das flores avaliadas, respectivamente, porém os tubos
polinicos cessaram o seu crescimento no primeiro tergo do estilete (Tabela 5 e Figura
7). Essas mesmas cinco espécies, em autopolinizagdo manual, foram observadas
muita deposicdo de grdaos de pdélen na superficie do estigma, mas em todas, a
germinagdo nao ultrapassou o primeiro terco do estilete, impossibilitando a
fecundacado dos 6vulos e formagao de frutos com sementes, sendo categorizadas
como autoincompativeis (Tabelas 4, 5 e Figura 7).

A autoincompatibilidade € um importante mecanismo reprodutivo em que a
planta, obrigatoriamente, necessita que ocorra a polinizagdo cruzada para que a
fertilizacao seja efetiva e haja a formacao de frutos com sementes viaveis, evitando o
cruzamento com gametas geneticamente semelhantes (SCHIFINO-WITTMANNM,;
DALL'AGNOL, 2002). Para que isso ocorra, as plantas possuem barreiras fisicas ou
mecanismos de reconhecimento molecular que impedem a fecundagao dos évulos em
ocasides de autopolinizacdo (TAIZ et al.,, 2017; 2021). No caso da familia
Bromeliaceae, diversos autores apontam a autoincompatibilidade como gametofitica,
com a germinagao dos graos de pélen e paralizagao nos tercos do estilete (SOUZA et
al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020b; MOTA et al., 2023).

Assim, € possivel aumentar a variabilidade genética nessas espécies ao
potencializar o fluxo de grdos de pdlen entre as plantas, evitando a depresséo por
endogamia ao promover heterozigosidade (CHARLESWORTH, 2006; GANGULY;
BARUA, 2021; CASCANTE-MARIN; NUNEZ-HIDALGO, 2023). Tal estratégia permite
que ocorra a sobrevivéncia ou adaptagdo de determinada espécie a diferentes
ambientes, com variagdes bidticas e abidticas ao longo do tempo (CHARLESWORTH,
2006; GANGULY; BARUA, 2021).

Nos testes de geitonogamia, as sete espécies apresentaram muita deposi¢céao
de gréaos de pdlen na superficie do estigma. A paralizagéo do tubo polinico no primeiro
tergo do estilete ocorreu em H. amargosensis, H. ituberaensis, H. rosea e H. stellata
e em H. capitata e H. nidularioides, foi observada a germinagcdo do tubo polinico
ocorrendo de forma regular com penetragao na micropila em diversos 6vulos, o que
foi possivel ver a formagao de 100 % de frutos com sementes (Tabelas 4, 5 e Figura
7). Ainda em geitonogamia, Hohenbergia belemii apresentou tubos polinicos
paralisados com deposigéo de calose na ponta dos tubos e enovelamento no segundo
terco do estilete, impedindo desta forma a fertilizagdo e formagao de sementes (Tabela
5 e Figura 71-K).

Esses diferentes eventos observados nos tubos polinicos caracterizam a
incompatibilidade nas espécies como barreiras pré-zigoticas (Figura 7). Essas
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barreiras impedem a fecundacdo por meio de obstaculos de carater espacial,
temporal, por incompatibilidade genética ou por modificagbes na estrutura floral
(RIESEBERG, 2007; GOUVEIA; PINHEIRO, 2015).

Barreiras por incompatibilidade genética tanto podem ser ocasionadas por
incompatibilidade esporofitica, quanto gametofitica, como no caso das espécies de
Bromeliaceae, que na maioria das vezes, cessam o desenvolvimento do tubo polinico
no estilete apods ele ja ter germinado na superficie do estigma (TAIZ et al., 2017; 2021;
SOUZA et al., 2017; MOTA et al., 2023).

Todas as espécies de Hohenbergia estudadas no presente trabalho
apresentaram eficiéncia reprodutiva acima de 1,00 (Tabela 4). A eficiéncia reprodutiva
leva em consideracéo a producgao de frutos com sementes sob condicdo maxima de
polinizagao, estimando a eficiéncia da polinizagdo natural (ZAPATA; ARROYO, 1978).
Resultados acima de 1,00 sao possiveis, devido a ocorréncia de repetidas visitas do
mesmo ou diferentes polinizadores em condi¢ées naturais, o que fornece maior
probabilidade a um estigma ser polinizado enquanto receptivo (ZAPATA; ARROYO,
1978; NUCCI; ALVES-JUNIOR, 2017; GUOLLO et al., 2023).

Em muitas espécies, a auséncia de polinizadores impacta diretamente na
reproducgao, causando baixa taxa de frutificacdo e produgao de sementes, o que indica
diferentes niveis de dependéncia a agentes para polinizagdo (POLATTO, 2020). Um
estudo em Bromeliaceae foi o registrado por Bastos et al. (2017), quando atribuiu a
formacao de apenas 35% dos frutos na polinizagcédo natural em Alcantarea nahoumii a
baixa frequéncia de visitas florais na area de estudo.

A grande vantagem da polinizagdo natural pode ser atribuida ao maior fluxo
génico entre plantas, mediado por ac&do dos polinizadores, que conseguem transportar
os graos de polen de uma planta a outra por longas distancias (MATALLANA et al.
2010; BASTOS et al., 2017).

Razao pdlen/évulo

A razéo polen/évulo (P/O) obtida variou de 968 (+ 29) graos/ 6vulo em H. rosea
a 2.317 (x 323) graos/ 6vulo em H. belemii (Tabela 6). De acordo com a classificacéo
de Cruden (1977), todas as espécies avaliadas possuem reproducédo preferencial do
tipo alogamia facultativa. A alogamia é uma categoria de fecundacdao realizada entre
gametas oriundos de flores de diferentes individuos (RICHARDS, 1997), permitindo a
troca de material genético durante a fecundacdo, favorecendo a manutencdo da
diversidade e sobrevivéncia da espécie (SINGH; KUMAR; SINGH, 2023).
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Tabela 6. Quantificacdo dos graos de pdlen e 6vulos e razdo poélen/ 6vulo de sete
especies de Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae).

Espécie Numero de Gréos Numero de P/O
de Polen (P) ovulos (0O)

H. amargosensis 111.875 + 3.750 95+5 1.177 £ 53
H. belemii 222.500 £ 7.359 96 + 12 2.317 + 323
H. capitata 157.750 + 5.560 85+8 1.856 + 194
H. ituberaensis 125.625 + 6.884 119+6 1.055+ 70
H. nidularioides 116.875 + 6.250 68 + 13 1.718 + 110
H. rosea 82.333 + 6.666 80+ 11 1.029 £ 79
H. stelatta 80.452 + 3.953 62+ 3 1.297 + 62

CV (%) 9,39 8,06 7,54

As contribuicbes genéticas de uma planta para a proxima geracdo estdo
inteiramente ligadas ao numero de Ovulos e graos de pdlen por ela produzidos
(HARDER; JOHNSON, 2023). O sucesso da reproducdo sexuada em uma espécie
requer que o numero de graos de polen esteja positivamente relacionado ao numero
de 6vulos, além de ser suficiente para formar alta carga polinica no estigma, a fim de
produzir um efeito de populacdo de podlen, favorecendo a germinacdo dos tubos
polinicos e fecundacédo dos évulos (CRUDEN, 2000).

Pra Cruden (2000), a razdo P/O é considerada baixa quando seu resultado é
<1000:1, intermediaria entre 1000:1 a 25.000:1 e alta > 25.000:1. Desse modo, todas
as espécies de Hohenbergia sédo classificadas com intermediaria razdo P/O. As
analises das médias de sementes (S) produzidas por meio da polinizacdo natural
confirmam a classificacdo de Cruden (2000), ja que H. amargosensis (S = 83 £ 12), H.
belemii (S = 79 £ 7), H. capitata (S = 85 + 11), H. ituberaensis (S = 108 + 13), H.
nidularioides (S =58 £ 9), H. rosea (S =78 + 16) e H. stellata (S = 53 *+ 4) apresentaram
fecundag@o em mais de 82% dos 6vulos disponiveis.

O maior numero de sementes produzidas favorece, com auxilio de
determinados vetores, a distribuicAo da espécie por uma éarea mais ampla,
aumentando a chance da populacdo alcancar dimensfes geograficas mais
abrangentes e elevando as possibilidades de germinacao (DEMINICIS et al., 2009).

Visitantes florais

Nas 240 horas de observagao diurnas (120 de cada espécie), foram registradas
5.140 visitas, sendo 4.277 em H. amargosensis e 863 em H. stellata, onde de 13
espécies observadas, trés foram beija-flores e dez artrépodes (Tabela 7 e Figuras 8 e
9). Em H. amargosensis foram registradas oito espécies de polinizadores, uma de
visitante e uma pilhadora. Ja em H. stellata, quatro espécies polinizadoras e uma
visitante (Tabela 7 e Figuras 8 e 9). Diversos estudos com visitantes florais de
Bromeliaceae indicam uma variedade de espécies que atuam na polinizagao,
incluindo aves, abelhas, borboletas, mariposas, morcegos e insetos (MARQUES;
TAGLIATI; FARIA, 2015; JORGE et al., 2018; LENZI; PAGGI, 2019; ZAMBON et al.,
2019; SILVA; BARBOSA; FARIA, 2022).
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Tabela 7. Dados das observagdes dos visitantes florais de H. amargosensis e H.
stellata em fragmento florestal no municipio de Ubaira e Amargosa, Bahia,

respectivamente.
Familia Espécie NVI F(!,Z')Q PPF (s) CNO COMP
Hohenbergia amargosensis
Chionomesa 734 100 2,1+0,6 CT POL
Trochilidae fimbriata
Phaethornis pretrei 153 60 22+0,8 CT POL
Apidae Bombus pauloensis 1.286 100 11,4 +1 CT POL
Eulaema cingulata 26 100 7,3+£0,6 CT POL
Halictidae sp. 4 20 3607 AC POL
Hesperiidae  sp. 10 40 3,2+£0,7 AS POL
Nymphalidae sp. 1 14 40 214+14 AS POL
sp. 2 10 40 26,521 AS POL
Formicidae sp. 1 1.124 100 179222 CT PIL
sp. 2 916 100 293+26 CT VIS
Hohenbergia stellata
Chionomesa 298 100 2,1+0,3 CT POL
fimbriata
Trochilidae Eupetomena 62 30 24+172 AS POL
macroura
Phaethornis pretrei 143 70 22+11 CT POL
Apidae Apis mellifera 325 50 12,8+6,7 AS POL
Chalcididae sp. 35 20 45+22 AC VIS

NVI = nimero de visitas; FRR = frequéncia relativa; PPF = média da permanéncia do
polinizador na flor (segundos); CON = Consténcia; COMP = Comportamento; CT =
Constante; AS = Acessodria; AC = Acidental; POL = Polinizador; VIS = Visitante; PIL =

Pilhador.
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Figura 8. Polinizadores de Hohenbergia amargosensis em fragmento florestal no
municipio de Ubaira, Bahia. A) Phaethornis pretrei; B-C) Chionomesa fimbriata; D)
Bombus pauloensis E) Eulaema cingulata; F) Halictinae sp.; G-H) Nymphalidae sp. 1;
I-J) Hesperiidae sp.; K) Nymphalidae sp. 2; L) Formicidae sp 2; M) Formicidae sp 1.
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Figura 9. Polinizadores de Hohenbergia stellata em fragmento florestal no municipio
de Cruz das Almas, Bahia. A) Phaethornis pretrei; B) Eupetomena macroura; C)
Chionomesa fimbriata; D) a. Apis mellifera; b. Chionomesa fimbriata; E) Apis mellifera;
F) Chalcididae sp.

Dentre os polinizadores de H. amargosensis, foram encontradas duas espécies
de Nymphalidae, uma Hesperiidae, uma Halictidae, duas Apidae [Eulaema cingulata
(Fabricius, 1804) e Bombus pauloensis (Friese, 1913)] e duas Trochilidae [Phaethornis
pretrei (Lesson & Delattre, 1839) e Chionomesa fimbriata (Gmelin, 1788)] (Figura 8 A-
K). Dessas, 0os maiores numeros de visitas e frequéncia relativa foram observados em
B. pauloensis (NVI = 1.286, FRR = 100%), C. fimbriata (NVI = 734, FRR = 100%) e P.
pretrei (NVI = 153, FRR = 60%). Mesmo E. cingulata apresentando 100% de
frequéncia relativa, o numero de visitas foi de apenas 26, isso porque embora possua
frequéncia diaria de visitas, o numero de presenca na flor foi de apenas duas a quatro
vezes por dia. Ainda assim, B. pauloensis, C. fimbriata, P. pretrei e E. cingulata séo
classificados como polinizadores constantes. As demais espécies de polinizadores de
H. amargosensis foram classificadas como acesséria ou acidental, de acordo com a
constancia das visitas (Tabela 8).

Em H. stellata, registrou-se como polinizadores, com numero de visitas e
frequéncia relativa, C. fimbriata (NVI = 298, FRR = 100%), P. pretrei (NVI = 143, FRR
= 70%), Apis melifera (Linnaeus, 1758) (NVI = 325, FRR = 50%) e Eupetomena
macroura (Gmelin, 1788) (NVI = 62, FRR = 30%) (Figura 9 A-E e Tabela 9). Apesar do
numero de visitas de A. mellifera ser superior ao de C. fimbriata e P. preterir, a
frequéncia relativa foi inferior, devido ao menor numero de dias de registro dessa
espécie (Tabela 9).

Um visitante com comportamento muito esporadico possivelmente ndo sera um
polinizador efetivo, pois, para espécies autoincompativeis, muitas vezes, a planta
requer que seu polinizador visite varias flores da mesma espécie ou a mesma flor,
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repetidas vezes (ALVES-DOS-SANTOS, 2016). Estudos indicam que mais espécies
de Bromeliaceae sdo polinizadas por beija-flores do que por insetos (KESSLER;
KROMER, 2000; SILVA; BARBOSA; FARIA, 2022), tendo como principal motivacéo a
ocorréncia de especiagdo (KESSLER; ABRAHAMCZYK; KROMER, 2020). Essa
intima interagao ecoldgica, mediada pela relagao trofica, reforca a importancia das
espécies de Bromeliaceae como um potencial provedor para as espécies de beija-
flores (ROCHA, 2023).

A morfologia e cor das flores, principalmente, as bracteas florais avermelhadas,
antese diurna, composi¢cdo do néctar e auséncia de cheiro e a forma tubular sao
caracteristicas comuns para bromélias polinizadas por beija-flores (FAEGRI; VAN
DER PIJL, 1979; ROCCA et al., 2013; RECH et al., 2014), porém esses nao sao
fatores limitantes. Algumas abelhas da familia Apidae também sdo muito bem
adaptadas a flores tubulares, ja que possuem aparelho bucal com lingua longa para
acessar o néctar (PNHEIRO et al., 2014). Estudos indicam a existéncia de sistemas
de polinizagdo combinados ou generalistas em Bromeliaceae (AGUILAR-
RODRIGUEZ et al., 2016), como o observado em H. amargosensis e H. stellata.

Um fator de grande importancia e particularidade que ocorre em H. stellata foi
a emissao de odor levemente adocicado ha alguns metros de distancia, durante o
periodo de 8 as 11h, principalmente no pico da floragdo. A fragrancia floral ou
substancias volateis, sao sintetizadas e liberadas por glandulas de odor, denominada
de osmoforos, um tecido secretor encontrado na superficie epidérmica, responsaveis
pela secrecdo de substancias volateis (TEIXEIRA; MARINHO; PAULINO, 2014). No
caso da H. stellata, esses tricomas glandulares estdo localizadas principalmente nas
bracteas florais. Esses compostos desempenham um papel de grande importancia no
ciclo reprodutivo da planta, principalmente na atracdo de polinizadores (PICHERSKY;
GERSHENZON, 2002).

Em estudo com Aechmea bicolor L. B. Sm., A. bromeliifolia Baker ex Benth. &
Hook. f., A. distichantha Lem., A. fasciata Baker, A. nudicaulis Griseb., Ananas
macrodontes E. Mor-ren, A. comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F.
Leal, A. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L.B.Sm.) Coppens & F. Leal, Alcantarea
nahoumii (Leme) J.R. Grant, Vriesea friburgensis Mez, V. michaelii W. Weber, V.
paraibica Wawra e V. simplex Beer, Souza et al. (2016) identificaram a emissao de
diversos compostos volateis ao longo do periodo de abertura das flores, tendo como
principais os pertencentes ao grupo dos terpendides, que podem ser atrativos para
polinizadores. No género Hohenbergia, a presenca de odor nas flores ja foi descrita
em H. lanata Pereira & Moutinho (CAVALCANTE et al., 2021b) e H. nidularioides
(CAVALCANTE et al.,, 2021a), utilizado inclusive como diagnéstico taxondmico.
Dentre os polinizadores de H. stellata, Apis melifera possui alta sensibilidade a
substancias volateis, podendo ser também um atrativo floral da espécie (BRITO;
TELLES; LUNAU, 2014).

Os dados dos visitantes florais indicaram que mesmo H. amargosensis e H.
stellata estando em fragmentos florestais distintos e cidades com uma disténcia acima
de 100 km foram observados polinizadores em comum, como no caso de Chionomesa
fimbriata e Phaethornis pretrei (Tabela 7 e Figuras 8 e 9). Segundo as plataformas
digitais Avibase e Wikiaves, essas espécies de beija-flores possuem ocorréncia em
todo o Brasil, com status de conservacido pouco preocupante e pequenas variacdes
em suas caracteristicas por regiao, justificando a ocorréncia em ambos os fragmentos
(FERREIRA, 2024; LEPAGE, 2024a; b; SOUZA, 2024).

Houve registro de agente pilhador apenas em H. amargosensis, sendo uma
espécie da familia Formicidae (Figura 8M). Essa espécie pilhava as flores logo na
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antese floral, perfurando-as na base da corola em busca de néctar, mantendo as
atividades até o total fechamento da flor, com 1.124 visitas durante todo o periodo de
observacao. Essa espécie apresentou frequéncia relativa de 100%, sendo classificada
como constante, com permanéncia aproximada de 179 + 2,2 segundos por flor (Tabela
8 e Figura 10). Visitantes florais considerados pilhadores sdo aqueles que
comparecem a flor, com frequéncia ou ndo, e coletam recursos sem promover a
polinizagdo, causando ainda danos a estrutura floral, geralmente por perfurar a base
por fora para roubar o néctar (ALVES-DOS-SANTOS et al., 2016; SILVA; BARBOSA;
FARIA, 2022).

Tanto em H. amargosensis quanto H. stellata, foram observadas espécies com
comportamento de visitantes florais. Em H. amargosensis, uma espécie da familia
Formicidae (Figura 8L) apenas pastoreava as flores e em alguns momentos ingeria
goticulas de néctar que se formavam entre as pétalas ao longo do dia. Suas visitas
iniciaram na antese floral e permaneceram até o total fechamento da flor, com 916
visitas, durante o periodo de observacdo. Sua frequéncia relativa foi de 100% com
tempo de permanéncia na flor de 293 + 2,6 segundos (Tabela 8 e Figura 10).

A unica espécie de visitante de H. stellata pertence a familia Chalcididae (Figura
9F). Seu fluxo de visitas esteve concentrado entre 11 h e 17 h, apenas forrageando a
area externa da flor, com 35 visitas durante o periodo de observacao. Sua frequéncia
relativa foi de 20 % com tempo de permanéncia na flor de 4,5 £ 2,2 s. Essa espécie &
classificada como acidental (Tabela 9 e Figura 10).

Estudos sobre biologia da polinizagdo tem registrado auséncia de graos de
polen no corpo de espécies tanto de Formicidae quanto Chalcididae, classificando-as
como visitantes florais, ja que apenas forrageavam as flores, sem causar beneficio ou
dano (GONCALVES et al., 2010; CESARIO; GAGLIANONE, 2013; GALITZKI et al.,
2013). Em muitos estudos, a presenca de formigas em Bromeliaceae ocorre
principalmente para predacéo, interagdes de comensalismo e mutualismo (SCHMID
et al., 2010; GONCALVES et al., 2016; 2017; VICENTE; SILVA; 1ZZO, 2020; JORGE
et al., 2021), sendo quase sempre associadas as folhas e ao fitotelmo das plantas,
transitando de forma esporadica pelas flores e inflorescéncia (BENZING, 2000;
LENZIN; MATOS; ORTH, 2006; SIQUEIRA-FILHO; LEME, 2006). Diferente do que a
literatura aborda, a presenca de formigas em H. amargosensis foi exclusivamente
associada as flores e inflorescéncia, possivelmente devido ao néctar possuir alta
concentragao de agucares.

Em relagao ao horario de visitas dos polinizadores que foram constantes em H.
amargosensis e seu tempo de permanéncia na flor (PPF). Bombus pauloensis iniciou
suas atividades logo na antese até o total fechamento da flor, com PPF = 11,4 + 1 s,
C. fimbriata apresentou intervalo de visitas entre 6h e 15h (PPF =2,1 £ 0,6 s), P. pretrei
entre 6h e 13h (PPF =2,2 + 0,8 s), E. cingulata entre 7h e 12h (PPF =7,3+0,6 s). J&a
os horarios de registro dos polinizadores e o tempo de permanéncia na flor de H.
stellata foram: C. fimbriata entre 6h30 e 15h (PPF = 2,1 + 0,3 s), P. pretrei entre 6:40
e 13h (PPF = 2,2s + 1,1 s), E. macroura entre 06h e 12h (PPF = 2,4s + 1,2 s) e A.
mellifera entre 7h e 11h40 (PPF = 12,8 £ 6,7 s) (Figura 10). No geral, o pico de visitas
em ambas as espécies ocorreu entre 8h30 e 11h30 (Figura 10).
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Figura 10. Numero de visitas florais registradas ao longo do dia em flores de H.
amargosensis e H. stellata em intervalos de trés horas em fragmentos florestais nos
municipios de Ubaira e Cruz das Almas, Bahia, respectivamente. A) Vertebrados; B)

Artrépodes.

O pico de visitagdo registrada em H. amargosensis e H. stellata corrobora o
encontrado em outros estudos de Bromeliaceae com floragao diurna, nos quais os
autores observaram alta atividade de espécies da familia Trochilidae das 7 as 12 h,
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do género Bombus das 7 as 15 h, da ordem Lepidoptera a partir das 9 h e Apis melifera
das 7 as 11 h (JORGE et al., 2018; LENZI; PAGGI, 2019; ZAMBON et al., 2019).

Em nenhuma espécie registrada houve coleta ou consumo de gréos de poélen,
apenas o néctar foi o recurso floral de interesse. Todo fluxo de gréos de pdlen ocorreu
quando eles se fixaram em partes do corpo dos polinizadores, que de forma unanime
inseriam seu bico, aparelho bucal ou cabega na corola da flor até alcangarem o néctar
(Figuras 8 e 9). O néctar é a principal recompensa calérica da flor, composto por
principalmente carboidratos, mas também pode ser encontrado vestigios de
aminoacidos, antioxidantes, alcaldides, proteinas, lipidios, vitaminas e
polissacarideos, sendo desejado por quase todos os grupos de polinizadores (DAFNI,
1992; GOTTLINGER et al., 2019).

Néctar

No momento da antese floral das sete espécies estudadas, entre 5h40 e 6h, a
producao de néctar esteve em seu maior volume, obtendo média por espécie igual a:
H. amargosensis 30,8 £ 2,6 uL, H. belemii 64,3 + 2,1 yL, H. capitata 51,2 + 1,8 uL, H.
ituberaensis 35,8 £ 1,6 uL, H. nidularioides 45,4 + 1,1 uL, H. rosea 61,3 + 1,8 uLe H.
stellata 58,8 + 2,7 uL (Figura 11). Nas coletas seguintes, durante o dia foi observada
a diminuicdo do volume de néctar até atingir valores que variaram de 8 + 1,4 pL em
H. amargosensis a 12,1 £ 1,6 yL em H. capitata as 15h, chegando a valores préximos
a 1 uL para todas as espécies, as 6 h da manha do dia seguinte (pdés-antese). Nas
coletas realizadas na pré-antese, as 18 h do dia anterior, 0 volume de néctar variou
de 2,2 + 1 yL em H. ituberaensis a 6,2 + 1,6 yL em H. belemii, valores esses no qual
impossibilitou a quantificacdo dos sélidos soluveis totais (SST).

O néctar, como um importante recurso floral de valor energético para muitas
espécies animais, possui grande participagao no estabelecimento das relagdes planta/
polinizador (WILSON, 1983; PARACHNOWITSCH; MANSON; SLETVOLD, 2019). A
variagao na secre¢ao desta solugcdo pode ser observada em diferentes espécies de
Bromeliaceae, seguindo o padréo de ter alto volume na antese e no decorrer do
periodo em que a flor permanece aberta, declinar na quantidade produzida
(AGUILAR-RODRIGUEZ et al., 2014; MARQUES; TAGLIATI; FARIA, 2015; BASTOS
et al., 2017; LAVOR et al., 2017; LENZI; PAGGI, 2019; SILVA; BARBOSA; FARIA,
2022).
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Figura 11. Volume (uL), sdlidos soluveis totais (° Brix) e agucares totais (mg) do néctar
coletado em flores durante o periodo de abertura da flor de diferentes espécies de
Bromeliaceae.

Diferente do volume, os sélidos soluveis totais (°Brix) do néctar seguiu em leve
crescimento nos trés horarios posterior a primeira coleta, com variagao inicial, as 6 h,
de 19,12 + 1,4 °Brix em H. amargosensis a 28,12 + 0,7 °Brix em H. nidularioides e
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variagao final, as 15 h, de 28,12 £+ 1,3 °Brix em H. capitata a 33,12 £ 1,4 °Brix em H.
ituberaensis (Figura 11). Nas coletas de pré-antese e pds-antese nao foi possivel obter
valor de SST, por ndao haver volume suficiente para a medi¢cao no refratbmetro.

A quantidade de agucares totais seguiu o mesmo desenvolvimento de curva do
volume, iniciando com uma variagéo de 6,25 + 0,6 mg em H. amargosensis a 17,96 +
0,7 mg em H. stellata e finalizando a coleta com 2,81 £ 0,5 mg em H. amargosensis e
4,36 + 0,6 mg em H. rosea. Observou-se que na coleta das 9 h, em H. amargosensis,
H. capitata, H. ituberaensis e H. nidularioides houve um pequeno aumento na
quantidade de agucares totais, voltando a seguir o fluxo do volume nas coletas
seguintes (Figura 11).

Foram observadas altas correlagdes entre a presenca de visitantes florais
(beija-flores, abelhas, borboletas, vespas e formigas) e concentragcédo de agucar (r =
0,8892** H. amargosensis e r = 0,8235** H. stellata). Com relagédo ao horario de coleta,
houve correlagao positiva significativa com a concentragao de agucar (r = 0,7982** H.
amargosensis e r = 0,8112** H. stellata) e volume de néctar (r = 0,7985** H.
amargosensis e r = 0,7625** H. stellata).

Entre as variaveis do néctar independente das espécies, o volume do néctar e
acucares totais possui uma correlagcao altamente significativa e positiva (r = 0,9178**),
volume do néctar e solidos soluveis totais uma correlagcdo negativa (r = -0,7892**) bem
como, sélidos soluveis totais e agucares totais (r = -0,8125**). Segundo Dafni, 1992,
guanto maior a concentracdo de acucar no néctar, maior a sua viscosidade. Estudos
indicam que polinizadores da ordem Lepidoptera suportam apenas néctar com menor
viscosidade, podendo em alguns casos dilui-lo com sua saliva para em seguida
realizar a ingestdo (OLIVEIRA et al., 2014). Provavelmente, este pode ser o motivo
que levou H. stellata a nao receber visitas de Lepidoptera, ja que o agucar total em
seu néctar € maior que no néctar de H. amargosensis. Por outro lado, espécies da
familia Apidae ndo encontram impedimentos em flores com néctar mais viscosos
(PINHEIRO et al., 2014) e aves da familia Trochilidae preferem visitar flores com maior
volume de néctar (FISCHER; ARAUJO; GONCALVES, 2014). Esses fatores podem
ter contribuido na definigao do horario e fluxo das visitas de abelhas e beija-flores nas
plantas de H. amargosensis e H. stellata.

Quando comparados os dados obtidos por meio das coletas de néctar de H.
amargosensis e H. stellata com os horarios de preferéncia dos visitantes florais,
observa-se que em H. amargosensis o periodo de pico das visitas coincide com os
maiores niveis de volume e agucares totais. Em H. stellata, apesar de existir uma
gueda no volume e agucares totais, esses valores sao superiores ao encontrado em
H. amargosensis no mesmo horario. Em ambas as espécies, houve diminuicdo na
frequéncia de busca ao recurso a medida que o volume de néctar e agucares totais
decairam.

CONCLUSAO

Hohenbergia amargosensis quanto H. stellata possuem ciclo de fenofase
vegetativa com duracdo de dois anos, sendo que H. amargosensis possui floracédo
supra-anual, a cada dois anos e H. stellata apresenta floracao anual.

Ambas as espécies se reproduzem de forma assexuada e sexuada, possuem
sazonalidade em suas fenofases, com excecédo da emissdo de novas folhas em H.
stellata, e apresentam alta correlacdo das fenofases com a temperatura e
precipitacdo, exceto a brotagdo de H. amargosensis com a temperatura.
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Hohenbergia capitata e H. nidularioides sdo espécies parcialmente
autocompativeis, as demais espécies do género apresentaram autoincompatibilidade,
sendo que todas reproduzem-se por polinizagdo cruzada, com maior numero de
producdo de sementes na polinizacdo natural. Agamospermia nao foi observada em
nenhuma espécie.

As principais barreiras reprodutivas identificadas foram: falta de deposicao de
graos de polen na superficie do estigma; inibicdo da germinacéo dos gréos de pélen
no primeiro e segundo terco do estilete; enovelamento dos tubos polinicos no segundo
terco do estilete; e deposicéo reticulada de calose no tubo polinico.

A antese floral das sete espécies acontece das 5h40 as 6h, com maior liberacéao
de grédos de pdlen, néctar e concentracdo de agUcar a partir desse horario, seguindo
um declinio durante o periodo de abertura.

Foram registrados em H. amargosensis oito espécies de polinizadores, um de
visitante e um pilhador e em H. stellata, quatro espécies de polinizadores e um
visitante. Os principais agentes polinizadores sdo o0s pertencentes as familia
Trochilidae e Apidae.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitiram caracterizar a biologia floral e reprodutiva de
sete espécies do género Hohenbergia (Bromelioideae, Bromeliaceae) encontradas
em fragmentos florestais da Mata Atlantica do estado da Bahia, sendo que em duas
delas foram levantados dados da fenologia e interacdo com visitantes florais.

Os graos de pélen das sete espécies de Hohenbergia apresentaram, além de
caracteristicas comuns que confirmam o agrupamento em um complexo, outras
caracteristicas individuais que evidenciam a diferenciagdo por espécies,
principalmente relacionadas a exina e quantidade de poros. Tais resultado contribuem
pra a taxonomia e conservacao das espécies.

O periodo de maior viabilidade polinica e receptividade do estigma ocorre na
antese, sendo que todas as espécies se reproduzem por alogamia e apenas H.
nidularioides e H. capitata também se reproduzem por autogamia. As barreiras
reprodutivas identificadas foram: a falta de deposicéo de gréos de pdlen na superficie
do estigma; inibicdo da germinacdo dos gréos de pdlen no primeiro e segundo terco
do estilete; enovelamento dos tubos polinicos no segundo terco do estilete; e
deposicéao irregular de calose no tubo polinico. Estes dados possuem potencial para
subsidiar pesquisas de conservacdo, reproducdo e melhoramento das espécies de
Hohenbergia, além da sua conservacéao.

A andlise fenologica de H. amargosensis e H. stellata evidenciou sazonalidade
em suas fenofases com principais diferencas no periodo e quantidade de emissao de
brotos, além do comportamento de floracdo. Ambas as espécies recebem influéncia
da variacdo de precipitacdo e temperatura. Em relacédo aos polinizadores, espécies
das familias Trochilidae e Apis foram aquelas com maior frequéncia e nimero de
visitas por flor. Este resultado pode contribuir para a criacdo de estratégias de
conservacgao e preservacao de espécies e ambientes associados.

Assim é esperado que este estudo apoie outros direcionados a criacdo de
estratégias de conservacdo das espécies de Hohenbergia (Bromeioideae,
Bromeliaceae), a fim de desacelerar o nUmero de ameacas de extingao ocorrentes.



