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ESTUDOS REPRODUTIVOS, HIBRIDACAO E CRIOPRESERVACAO DE GRAOS
DE POLEN DE Wittmackia Mez (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE)
ENDEMICAS DO BRASIL E OCORRENTES NA MATA ATLANTICA

RESUMO: O género Wittmackia inclui 44 espécies distribuidas em dois centros de
diversidade: o “clado brasileiro”, concentrado no corredor central da Mata Atlantica,
principalmente no sudeste do estado da Bahia; e o “clado caribenho” abrangendo
Jamaica, Grandes Antilhas, e ilhas vizinhas no oeste do Caribe e Peninsula de
Yucatan. As espécies do “clado brasileiro”, foco deste estudo, sdo caracterizadas por
plantas geralmente pequenas a meédias, com inflorescéncias simples espigadas a
ramificadas paniculadas. As flores sdo pequenas com pétalas estendidas, as sépalas
séo todas ecarinadas, enquanto o ovario € subcilindrico ou obovoide, sem quilhas
laterais. Esta dissertacdo esta dividida em trés capitulos: 1. “Morfologia, viabilidade
polinica e receptividade estigmatica em Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes
na Mata Atlantica” onde caracterizou a morfologia e a viabilidade dos graos de pdlen
e a receptividade estigmatica de 23 espécies do género, de acordo com os estadios
de desenvolvimento floral; 2. “Sistemas reprodutivos e hibridacdo em Wittmackia
endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica” onde foi caracterizada os
sistemas reprodutivos o potencial de hibridizacdo interespecifica, avaliando as
possiveis barreiras reprodutivas de 16 espécies; 3. “Criopreservacao de gréos de
polen de Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica” onde foram
realizadas a criopreservacao dos graos de poélen de 16 espécies. O género Wittmackia
apresentou graos de polen biporados, monades a tétrades, formato oblato, suboblato
ou oblato-esferoidal, @mbito circular ou eliptico, heteropolares ou sub-isopolares, de
tamanho médio variando em seu diametro equatorial, de 28,17 + 2,55 ym a 37,52 *
1,62 pm e, espessura da exina entre 1,12 + 0,10 ym a 2,93 + 0,14 um. A regiao
estigmatica € do tipo conduplicado-espiral com papilas tubulares ou denteadas,
possuem diferencgas na coloracéo (branca, verde ou arroxeada) e no tamanho (4,33 £
0,21 mm a 14,9 £ 0,14 mm). Nos dois testes histoquimicos, os grdos de pdlen
apresentaram alta viabilidade principalmente na antese, com valores superiores a
80% muito proximo a germinacao in vitro, o que coincide com a atividade enzimatica
do estigma, com resposta positiva muito forte. Todas as espécies sdo alégamas, com
autocompatibilidade parcial em W. burle-marxi, W. conduruensis, W. laevigata, W.
limae e W. patentissima. As hibridagbes foram bem-sucedidas em 44% das
combinagdes, com 41 cruzamentos incongruentes. As porcentagens de germinacao
das sementes foram acima de 85% gerando plantulas normais, que estdo sendo
utilizadas para trabalhos de conservacao e melhoramento genético. A criopreservacao
mostrou-se eficaz por até 360 dias, com sucesso na germinacao in vitro e in vivo dos
graos de pédlen. O sucesso dos cruzamentos com graos de poélen criopreservados
corresponde a 44%, sendo 37% em xenogamia e 63% em hibridacdo. As possiveis
causas de incongruéncias estdo relacionadas a eventos no tubo polinico, como
enovelamento do tubo polinico ao longo do estilete, deposicao irregular de calose no
tubo polinico, interrupcéo do tubo polinico no estilete ou no interior do ovario, entre
outros. A porcentagem de germinagdo das sementes com grdos de podlen
criopreservadas foi acima de 89,5%. Os dados deste estudo sdo fundamentais para
taxonomia, reproducdo, conservacdo e melhoramento genético das espécies de
Wittmackia.

PALAVRAS-CHAVE: Biologia reprodutiva, viabilidade polinica, conservagao, sistema
reprodutivo.



REPRODUCTIVITY STUDIES, HYBRIDIZATION AND CRYOPRESERVATION OF
POLLEN GRAINS OF Wittmackia Mez (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE)
ENDEMIC TO BRAZIL AND OCCURRING IN ATLANTIC FOREST AREAS

ABSTRACT: The genus Wittmackia includes 44 species distributed in two centers of
diversity: the “Brazilian clade”, concentrated in the central Atlantic Forest corridor,
mainly in the southeast of the state of Bahia; and the “Caribbean clade”, encompassing
Jamaica, the Greater Antilles and neighboring islands in the western Caribbean and
the Yucatan Peninsula. The species of the Brazilian clade, the focus of this study, are
characterized by generally small to medium-sized plants, with simple spike-shaped to
paniculate branched inflorescences. The flowers are small with extended petals, the
sepals are all ecarinate, while the ovary is subcylindrical or obovoid, without lateral
keels. This dissertation is divided into three chapters: (i) “Morphology, pollen viability
and stigmatic receptivity in Wittmackia endemic to Brazil and occurring in Atlantic
Forest areas”, which characterizes the morphology and viability of pollen grains and
stigmatic receptivity of 23 species of the genus, according to the stages of floral
development; (ii) “Reproductive systems and hybridization of Wittmackia endemic to
Brazil and occurring in Atlantic Forest areas”, which characterizes the reproductive
systems and the potential for interspecific hybridization, by evaluating the possible
reproductive barriers of 16 species; and (iii) “Cryopreservation of pollen grains of
Wittmackia species endemic to Brazil and occurring in Atlantic Forest areas”, which
describes cryopreservation of pollen grains of 16 species. Species of the genus
Wittmackia have biporate pollen grains, monad to tetrad, oblate, with suboblate or
oblate-spheroidal shape, circular or elliptical scope, heteropolar or sub-isopolar, of
average size varying in their equatorial diameter, from 28.17 £ 2.55 um to 37.52 + 1.62
pm and with exine thickness between 1.12 + 0.10 pm and 2.93 + 0.14 pm. The
stigmatic region is of the conduplicate-spiral type with tubular or dentate papillae. The
species have differences in color (white, green or purplish) and size (4.33 £ 0.21 mm
to 14.9 + 0.14 mm). In both histochemical tests, pollen grains showed high viability,
especially at anthesis, with values above 80%, very close to the results of in vitro
germination, coinciding with the enzymatic activity of the stigma, with a very strong
positive response. All species are allogamous, with partial self-compatibility of W.
burle-marxi, W. conduruensis, W. laevigata, W. limae and W. patentissima.
Hybridizations were successful in 44% of combinations, with 41 incongruent crosses.
Seed germination percentages were above 85%, with generation of normal seedlings,
which are being used for conservation and genetic improvement efforts.
Cryopreservation proved to be effective for up to 360 days, with successful in vitro and
in vivo germination of pollen grains. The success of crosses with cryopreserved pollen
grains corresponded to 44%, of which 37% were in xenogeny and 63% in hybridization.
The possible causes of incongruences are related to events in the pollen tube, such
as coiling of the tube along the style, irregular deposition of callose in the tube, and
interruption of pollen tube growth in the style or inside the ovary, among other factors.
The germination percentage of seeds with cryopreserved pollen grains was above
89.5%. The data from this study are essential for the taxonomy, reproduction,
conservation and genetic improvement of Wittmackia species.

KEYWORDS: Reproductive biology, pollen viability, conservation, reproductive
system.
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INTRODUGCAO

O Brasil € 0 pais com a maior riqueza especifica de Bromeliaceae, abrigando
63 géneros e 1.713 espécies, das quais 85% sao endémicas, com grande
representatividade na Mata Atlantica (Gouda et al., atualizacdo continua). Essas
espécies estdo distribuidas em oito subfamilias (Brocchinioideae, Bromelioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e
Tillandsioideae) (Givnish et al., 2011) e ocorrem desde o sul dos Estados Unidos,
passando pela América Central, Caribe, abrangendo a América do Sul até o sul da
Argentina e Chile (Benzing, 2000; Souza et al., 2022).

Bromeliaceae abriga uma variedade de hébitos, tamanhos, coloracbes e
potencialidades de uso, incluindo ornamentais, alimenticias, producédo de fibras,
enzimas, entre outras (Souza et al., 2017). Essas plantas se destacam na floricultura
por suas folhagens atraentes e inflorescéncias vistosas, caracteristicas presentes na
grande maioria das espécies. Notavelmente, apresentam uma variacdo nas cores,
formas e tamanhos, o que, associado a sua resisténcia e durabilidade, as torna
adequadas para uso em interiores e jardins (Oliveira et al., 2021; Souza et al., 2022).
Além de sua relevancia estética, essas espécies exercem grande importancia para os
ecossistemas, apresentando cisternas com capacidade de acumular 4gua e residuos
organicos, facilitando o estabelecimento de diversas espécies de animais e
microrganismos (Islair et al., 2017). O material organico acumulado no interior das
folnas das bromélias funciona como pequenos ecossistemas, favorecendo o
estabelecimento dos primeiros niveis troficos (Givnish et al., 2014).

No estado da Bahia, a familia Bromeliaceae apresenta 32 géneros e 358
espécies, encontrando-se nos trés dominios fitogeograficos: Mata Atlantica, Caatinga
e Cerrado (Forzza et al., 2023). Algumas espécies de Wittmackia Mez (Bromelioideae)

sdo endémicas principalmente da Mata Atlantica, com predominancia em fragmentos
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florestais do sul da Bahia (Aguirre-Santoro et al., 2017). As espécies desse género
estdo distribuidas principalmente em dois centros de diversidade. O primeiro esta
localizado no corredor central da Mata Atlantica brasileira, no sudeste da Bahia, com
algumas espécies também ocorrendo em Sergipe e ao norte do Ceard (Aguirre-
Santoro, 2017). O segundo centro de diversidade corresponde a Jamaica, além de um
pequeno grupo de espécies que ocorrem nas Antilhas, em ilhas adjacentes ao oeste
do Caribe, e na Peninsula de Yucatan (Aguirre-Santoro, 2017).

Conforme o Relatério Anual do Desmatamento no Brasil, considerando a perda
da biodiversidade dos dominios fitogeograficos brasileiros como referéncia, a Mata
Atlantica ocupa o segundo lugar com 0s maiores aumentos de alertas de
desmatamento em termos proporcionais (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2021).
Mesmo com a reducdo da area de vegetacao original, a Mata Atlantica ainda sofre
grandes niveis de desflorestamento. No estado da Bahia, no periodo de 2018/2019,
registrou-se um aumento de 78% em relacdo ao biénio anterior, com um acréscimo
de 54% em 2020/2021 e 15% em 2021/2022 (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2020;
2022; 2023).

O estudo dos sistemas reprodutivos contribui com informacfes importantes
para a taxonomia, evolucdo, radiacdo adaptativa e interacdes ecoldgicas em
Bromeliaceae (Benzing, 2000; Rogy et al., 2020; Antonetti et al., 2021). Além disso,
aspectos reprodutivos de Wittmackia sdo importantes para o conhecimento das
espécies existentes em areas especificas, fornecendo dados sobre a diversidade,
distribuicdo, formas de vida e conservacdo do género (Zorzanelli et al., 2017). A
criopreservacdo € um método seguro e econdmico para a conservagdo do grao de
pélen a longo prazo, possibilitando cruzamentos com espécies de florescimento
assincronos (Souza et al., 2015; Rocha et al., 2023).

Neste trabalho, foram estudadas 23 espécies do género Wittmackia [W.
amorimii (Leme) Aguirre-Santoro, W. andersoniana (Leme & H. Luther) Aguirre-
Santoro, W. bicolor (L.B.Sm.) Aguirre-Santoro, W. brasiliensis (E.Pereira & I.A.Penna)
Aguirre-Santoro, W. burle-marxii (E.Pereira) Aguirre-Santoro, W. canaliculata (Leme
& H. Luther), Aguirre-Santoro, W. carvalhoi (Martinelli & Leme) Aguirre-Santoro, W.
conduruensis Leme & E.H.Souza, W. froesii (L.B.Sm.) Aguirre-Santoro, W. gregaria
(Leme & L.Kollmann) Aguirre-Santoro, W. guedesiae E.H.Souza & Leme, W. incompta
(Leme & H. Luther) Aguirre-Santoro, W. ituberaensis (Leme & L. Kollmann) Aguirre-

Santoro, W. laevigata (Leme) Aguirre-Santoro, W. limae (Leme) Aguirre-Santoro, W.


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Wittmackia_ituberaensis&action=edit&redlink=1
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lingulatoides (Leme & H. Luther) Aguirre-Santoro, W. linharesiorum (Leme) Aguirre-
Santoro, W. neoregelioides (Leme) Aguirre-Santoro e W. patentissima (Mart. ex
Schult. & Schult. f.) Mez, W. pendulispica (Leme & L.Kollmann) Aguirre-Santoro, W.
sulbahianensis (Leme, Amorim & J.A.Siqueira) Aguirre-Santoro, W. turbinocalyx (Mez)
Aguirre-Santoro, W. viridostigma (Leme & H. Luther) Aguirre-Santoro] (Figura 1 e 2).

Esta dissertacdo esta subdividida em trés capitulos, que abrangem estudos de
morfologia, viabilidade polinica, receptividade do estigma, sistemas reprodutivos e
hibridac6es interespecificas com gréos de poélen frescos e criopreservados.

O primeiro capitulo intitulado “Morfologia, viabilidade polinica e
receptividade do estigma em Wittmackia Mez (Bromelioideae: Bromeliaceae)
endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica” teve como objetivo
caracterizar a morfologia dos grdos de pdlen e do estigma de 23 espécies de
Wittmackia presentes na Mata Atlantica, além de avaliar a viabilidade polinica e a
receptividade do estigma em diferentes metodologias e estadios de desenvolvimento
floral.

O segundo capitulo intitulado “Sistemas reprodutivos e hibridacdes em
Wittmackia Mez (Bromelioideae: Bromeliaceae) endémicas do Brasil e
ocorrentes na Mata Atlantica” teve como objetivo identificar os sistemas
reprodutivos e as possiveis hibridacdes interespecifica, bem como avaliar as possiveis
barreiras reprodutivas de 16 espécies de Wittmackia. Isso foi feito através da
avaliacdo da germinacdo dos graos de pélen e do crescimento do tubo polinico no
pistilo, utilizando microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta. Adicionalmente,
as sementes geradas foram semeadas para avaliacédo da viabilidade.

Por fim, o terceiro capitulo, intitulado “Criopreservacao de gréos de pélen de
Wittmackia Mez (Bromelioideae: Bromeliaceae) endémicas do Brasil e
ocorrentes na Mata Atlantica” teve como objetivo avaliar a criopreservacao dos
grdos de poélen de 16 espécies de Wittmackia, por meio da germinacédo in vitro em
meio de cultura, da germinacao dos graos de pdlen e crescimento do tubo polinico no

pistilo, e da fertilizag&o in vivo em diferentes hibridacdes interespecificas.
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Figura 1. Espécies de Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica
da Bahia. A) W. amorimii (Leme) Aguirre-Santoro. B) W. andersoniana (Leme &
H.Luther) Aguirre-Santoro. C) W. bicolor (L.B.Sm.) Aguirre-Santoro. D) W. brasiliensis
(E.Pereira & I.A.Penna) Aguirre-Santoro. E) W. burle-marxii (E. Pereira) Aguirre-
Santoro. F) W. carvalhoi (Martinelli & Leme) Aguirre-Santoro. G) W. canaliculata
(Leme & H. Luther), Aguirre-Santoro; H) W. conduruensis Leme & E.H.Souza. ) W.
froesii (L.B.Sm.) Aguirre-Santoro. J) W. gregaria (Leme & L.Kollmann) Aguirre-
Santoro. K) W. guedesiae E.H.Souza & Leme. L) W. incompta (Leme & H.Luther)

Aguirre-Santoro. Fotos: E.H.Souza.
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Figura 2. Espécies de Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica
da Bahia. A) W. ituberaensis (Leme & L.Kollmann) Aguirre-Santoro. B) W. limae
(Leme) Aguirre-Santoro. C) W. laevigata (Leme) Aguirre-Santoro. D) W. linharesiorum
(Leme) Aguirre-Santoro. E) W. lingulatoides (Leme & H.Luther) Aguirre-Santoro. F) W.
patentissima (Mart. ex Schult. & Schult. f) Mez G) W. pendulispica (Leme &
L.Kollmann) Aguirre-Santoro. H) W. sulbahianensis (Leme, Amorim & J.A.Siqueira)
Aguirre-Santoro. ) W. turbinocalyx (Mez) Aguirre-Santoro. J) W. neoregelioides
(Leme) Aguirre-Santoro. K) W. viridostigma (Leme & H.Luther) Aguirre-Santoro. Fotos:
A-J) E.H.Souza; K) E.Leme.


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Wittmackia_ituberaensis&action=edit&redlink=1
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REVISAO DE LITERATURA

Mata Atlantica

A Mata Atlantica é reconhecida como um dos dominios fitogeograficos mais
biodiversos do planeta. Entre os estados brasileiros, esta presente em 17 deles,
incluindo a Bahia (Franca et al., 2023). Segundo a Fundacdo SOS Mata Atlantica
(2022), essa floresta engloba diversos ecossistemas, tanto florestais quanto néo-
florestais, classificados de acordo com os critérios botanicos, fitofisionémicos,
geoldgicos, geograficos e outros: Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombrofila Mista,
Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, Floresta Ombréfila
Aberta, Restingas, Manguezais e Campos de Altitude.

Este dominio fitogeografico é considerado um dos 36 hotspots globais de
biodiversidade, abrigando mais de 20 mil espécies de plantas, das quais 50% sao
endémicas (Rezende et al., 2018). Os hotspots sdo areas no planeta que concentram
espécies endémicas ameacadas e possuem menos de 30% da cobertura vegetal
original (Myers et al., 2000). Conservar esses hotspots implica na reducdo da perda
da biodiversidade observada em diversos ecossistemas terrestres.

No entanto, as principais ameacas a diversidade biologica estdo relacionadas
a destruicdo e fragmentacdo dos ambientes naturais (Haddad et al., 2015). A
conversdo das florestas nativas no Brasil causa varios impactos positivos,
especialmente porque a fragmentacdo altera as condi¢cdes climaticas dos
remanescentes florestais, sendo o efeito de borda e a perda de biodiversidade os
aspectos mais preocupantes do processo de fragmentacéo florestal (Santos et al.,
2016).

Além disso, a Mata Atlantica esta sendo devastada pelo processo de
urbanizacao (Ferreira et al., 2019), onde mais de 60% da populacéo brasileira reside
em area deste dominio fitogeografico (Scarano e Ceotto, 2015). A intensa intervencao
humana no Brasil é marcada principalmente pelas atividades agricolas,
parcelamentos de terras para a expansao urbana e incéndios, resultando em apenas
12% da area original deste dominio fitogeografico (Amorin et al., 2019).

Entre as espécies de plantas encontradas nos fragmentos da Mata Atlantica

estdo as Bromeliaceae, que possuem grande valor ecologico para a floresta,

contribuindo para uma relacdo harmoénica de inquilinismo com outras plantas. O Brasil
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abriga 45% do total de espécies de Bromeliaceae, distribuidas por todos os dominios
fitogeograficos, com maior predominancia na Mata Atlantica e no Cerrado, sendo que
85% delas sdo endémicas do territorio (Gouda et al., atualizagdo continua; Flora e
Funga do Brasil, 2020).

Dessa forma, a riqueza biologica e o elevado numero de espécies endémicas,
somados ao processo acelerado de fragmentacdo deste dominio fitogeografico e a
consequente perda de cobertura vegetal, colocam essas florestas entre as areas mais

prioritarias para a¢des de conservagdo em todo o mundo.

Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae Juss. pertence a Ordem Poales (APG 1V, 2016) e,
atualmente, conta com 82 géneros e 3.781 espécies, das quais 1.713 sdo encontradas
no Brasil (Gouda et al.,, atualizacdo continua). Este grupo possui centros de
diversidade no Peru, Chile, Venezuela, Brasil, Bahamas e México. Além disso, foram
identificados centros de endemismo na Mata Atlantica do Brasil, México Central e sul
da Venezuela (Aguirre-Santoro, 2017; Zizka et al., 2019).

Bromeliaceae é caracterizada por plantas herbaceas, perenes, a maioria
epifitas, raramente arborescentes ou arbustivas, com caules curtos e geralmente com
entrenés curtos. Apresentam folhas alternas, espiraladas em forma de rosetas
distribuidas ao longo do caule, com margens foliares variando de inteiras a serrilhadas
(Benzing, 2000; Vasconcellos e Oliveira, 2019). As flores possuem variadas
combinac¢des de coloracdo, sendo poucas ou numerosas, com simetria actinomorfa
ou levemente zigomorfa, trimeras, hipéginas a epiginas, muitas vezes unidas a
bracteas normalmente vistosa, que tém a funcdo de atrair polinizadores (Cronquist,
1981; Dahlgren et al., 1985; Wanderley e Givnish et al., 2014).

As pétalas e sépalas podem ser soldadas ou livres, com ou sem apéndices
petalinos. Os estames, em numero de seis, sdo diplostémones, podendo ser livres ou
adnatos as pétalas, formando um tubo com crescimento dos filetes ou ndo. As anteras
sao tetrasporangiadas, bitecas, com deiscéncia rimosa (Benzing, 2000; Wanderley e
Martins, 2007; Oliveira et al., 2020). O gineceu possui trés carpelos unidos entre si,
ovario supero, infero ou semi-infero, tricarpelar, trilocular, com estilete terminal trifido
(Benzing, 2000).

Os estigmas apresentam variacdes e sao classificados em dezenove tipos,

incluindo conduplicado-espiral, conduplicado-ereto, conduplicado-patente,
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conduplicado-pinatisecto, simples-ereto, simples-truncado, simples-pinatisecto,
simples-patente, simples-dilatado, simples-imbricado, cilindricodistante, convoluto-
lamina [, convoluto-lamina IlI, coraliforme, convoluto-obcénico, convoluto-guarda-
chuva, cupulado, urceolado e tubo-laciniado (Brown e Gilmartin, 1984; Barfuss et al.,
2016; Leme et al., 2022; Siqueira et al., 2023).

Os graos de poélen apresentam uma variacdo quanto ao padrdo de abertura,
podendo ser porados (com duas a muitas aberturas), monocolpados ou inaperturados
(Smith e Downs, 1974; Souza et al.,, 2017). Os Ovulos podem ser escassos ou
numerosos, com placentacdo axilar, e os frutos variam de cépsulas septicidas,
raramente loculicidas, bagas, ou composto, como no género Ananas Mill (Souza,
2017).

Na economia, Bromeliaceae desempenham um papel importante em atividades
comerciais, seja na alimentacdo in natura ou industrializada como no caso do
abacaxizeiro (Faostat, 2024) ornamentacao (Souza et al., 2015), alimentac&o animal
(Nunes et al.,, 2016), propriedades medicinais com atividades farmacologicas
(Carvalho et al., 2010), producao de fibras como matéria-prima para a fabricacéo de
artesanatos e utensilios (Souza et al., 2022), entre outros. Seu uso como planta
ornamental inclui algumas espécies dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill.,
Bromelia L., Guzmania Ruiz & Pav., Puya Molina, Sincoraea Ule, Tillandsia L. e
Vriesea Lindl. (Vanhoutte et al., 2016; Viehmannova et al., 2016; Anacleto et al., 2019;
Zucchi et al., 2019; Oliveira et al., 2021; Lima et al., 2020; Liduefia-Peréz et al., 2022).

Wittmackia Mez

O género Wittmackia abriga 44 espécies (Gouda et al., atualizacdo continua),
distribuidas em dois centros de diversidade distintos: o “clado brasileiro”, concentrado
no corredor central da Mata Atlantica brasileira, principalmente no sudeste do estado
da Bahia; e o “clado caribenho” que engloba a Jamaica, as Grandes Antilhas (exceto
Hispaniola), suas ilhas adjacentes no oeste do Caribe e a Peninsula de Yucatan
(Aguirre-Santoro, 2017). Essas espécies habitam uma grande variedade de
ambientes, desde florestas montanhosas higrofilas até habitats secos em florestas
semideciduas e floresta tropical seca, com predominancia em terras baixas (Aguirre-
Santoro, 2015; 2020).

Wittmackia foi inicialmente descrito como Aechmea subgénero Pironneava

Gaudch inserida para comportar a Aechmea lingulata (L.) Baker (Sousa e Wanderley,
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2000). Em 1891, Mez, levou este subgénero para o género Wittmackia e apresentou
a Wittmackia lingulata como espécie tipica (Sousa e Wanderley, 2000; Aguirre-
Santoro 2017). Em seguida, Wittmackia foi considerado sinbnimo de Aechmea (Smith
,1955).

Wittmackia, Hohenbergia Schult. & Schult.f. e Ronnbergia E.Morren & Andre
fazem parte de um grupo polifilético da “Alianga Ronnbergia”, que se diversificou em
trés centros: a Mata do Pacifico, a Mata Atlantica e o Caribe (Aguirre-Santoro, 2020).
A “alianga Ronnbergia” se originou na Mata Atlantica cerca de 5,2 milhGes de anos
atras, e a diversificacdo de Wittmackia comecou na Mata Atlantica cerca de 3,2
milhdes de ano atrds. Em Wittmackia, a disperséo de longa distancia da Mata Atlantica
para a Jamaica deu origem as espécies do “clado Caribenho”, que se diversificaram
rapidamente e experimentaram taxas significativamente mais altas de evolucao floral
(Aguirre-Santoro, 2020).

Apoés a recircunscricdo realizada por Aguirre-Santoro (2018), com base na
atualizagdo de caracteristicas taxonémicas e morfolégicas em espécies de
Wittmackia, o género é caracterizado por plantas terrestres, rupicolas ou epifitas,
cespitosas ou solitario, estoloniferas ou acaulescente; roseta ampla, formando
fitotelmatas; folhas distintamente diferenciadas em bainha e lamina; bainhas elipticas,
oblongas ou ovais, verde, marrom claro ou irregularmente arroxeadas, lepidotas em
ambos os lados, inteiras ou serrilhadas em direcdo ao apice; laminas lineares para
lingulares, ocasionalmente estreitadas em direcdo a base, verde, ocasionalmente
vinacea, como por exemplo em W. brasiliensis (E.Pereira & I.A.Penna) Aguirre-
Santoro, lepidotas em ambos os lados, mais densamente no lado abaxial, canalizadas
ou sem canal mediano, margens inteiras até fortemente serrilhadas, apice atenuado
a arredondado, apiculado a mucronado (Aguirre-Santoro (2017).

Corola tubular, espalhando-se apicalmente, ocasionalmente suberetas,
projetando-se 2—8 mm além do célice; pétalas livres, elipticas ou subespatuladas,
brancas, verde, apice agudo a obtuso, apéndices petalinos ausentes ou presente,
guando presentes, lobulado, surgindo acima de 2 mm ou mais da base da pétala;
estames incluidos; filamentos achatados, subconstritos no ponto de insercdo da
antera; anteras retangulares, apiculadas a mucronadas (Aguirre-Santoro, 2017).

Ovario ovoide, elipsoidal, cilindrico, obovéide ou clavado, branco, creme, verde,

amarelo, laranja, rosa, roxo ou brilhante vermelho, glabro a densamente tricomado;
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placentacdo apical, 6vulos numerosos; estigma conduplicado-espiral e papiloso. Fruto
ovoide, elipsoidal, cilindrico, obovoide ou clavado, amarelo, vermelho, azul ou preto,

com sépalas persistentes (Aguirre-Santoro, 2017).

Reproducédo em Bromeliaceae

Em Bromeliaceae, algumas espécies podem apresentar reproducdo sexuada
via polinizagdo cruzada e autopolinizagéo (Rogalski et al., 2017; Pinangé et al., 2020),
enguanto outras exibem propagacgéao vegetativa por meio de brotos laterais ou rizomas
subterraneos curtos ou longos (Givnish et al., 2007). Além disso, ha sistemas mistos
nos quais ambas as estratégias podem ser observadas (Rogalski et al., 2017; Pinangé
et al., 2020).

Bromeliaceae também possui sistema autocompativel, autoincompativel,
potencialmente aldgamas ou autbgamas, com cleistogamia, protandria e até mesmo
apomixia (Culley e klooster, 2007; Souza et al., 2017; Cavalcante, 2018; Mota et al.,
2023; Fagundes et al., 2024). Contudo, acredita-se que a alogamia seja o0 sistema
reprodutivo basal em Bromeliaceae, sendo comum em varias espécies ja descritas na
literatura de diferentes géneros (Givnish et al., 2007; Matallana et al., 2016; Souza et
al., 2017; Cavalcante, 2018; Mota et al., 2023; Fagundes et al., 2024).)

Dentre os principais vetores de grdos de pdélen da familia estdo morcegos
(quiropterofilia) (Marques, 2015), mariposas (esfingofilia) (Benzing, 2000), abelhas
(melitofilia) (Siqueira filho e Leme, 2006; Kamke et al., 2011) e aves (ornitofilia)
(Santana e Machado, 2010). Apesar das abelhas serem registradas visitando
bromélias de diversas espécies, tanto sendo oportunistas como polinizadoras efetivas,
os beija-flores (ornitofilia) sdo considerados os agentes com maior potencial de
polinizacéo (Benzing, 2000; Givnish et al., 2014; Bastos et al., 2017).

Em Bromeliaceae, o mecanismo de polinizacao geralmente tem sido associado
as caracteristicas morfoldgicas do estigma (Varadarajan e Brown, 1988). No entanto,
alguns autores tém combinado este atributo com outros, como o tipo de inflorescéncia,
o tempo de abertura das flores, a cor e orientacdo das flores e a producéo e
concentracdo de néctar, para determinar o tipo de polinizacdo (Bernadello et al.,
1991).

Diversos estudos relatam barreiras pré-zigoticas e pos-zigoticas presentes em
Bromeliaceae (Matallana et al., 2016; Souza et al., 2017; Mota et al., 2023; Fagundes

et al., 2024). A autoincompatibilidade gametofitica, a diferengca de comprimento entre
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0 pistilo e o comprimento do tubo polinico, a morfologia e tamanho dos gréao de pélen,
a inviabilidade dos gréos de polen, a auséncia de germinacao dos graos de polen por
conta de auséncia e insuficiéncia de nutrientes e hidratacdo no estigma, a auséncia
de fatores associados ao quimiotropismo na &area da micropila para estimular o
crescimento do tubo polinico, a degeneracdo precoce dos tecidos de reserva e do
embrido, e a relacéo entre o tempo de receptividade do estigma e a acao dos agentes
polinizadores séo alguns fatores ja descritos em Bromeliaceae (Matallana et al., 2016;
Souza et al., 2017; Mota et al., 2023).

A utilizacdo da microscopia de epifluorescéncia com filtro ultravioleta utilizando
azul de anilina € uma técnica que permite a visualizacdo da presenca de calose nos
tubos polinicos e, consequentemente, o0 sucesso e o insucesso da fertilizacdo (Souza
et al.,, 2017). Em estudos desenvolvidos por Mota et al. (2023) em espécies de
Lymania Read, foi possivel observar o crescimento do tubo polinico nos diferentes
sistemas reprodutivos e em hibridacbes interespecificas com mais de 70% de
sucesso. Souza et al. (2017), trabalhando com hibridacdo interespecifica e
intergenérica de diferentes géneros de Bromeliaceae, observaram inconsisténcias em
hibridizacdes interespecificas com espécies de Vriesea Lindl., com interrupcdo do
crescimento do tubo polinico no inicio do ter¢co superior do estilo e com deposicao
irregular de calose nas pontas dos tubos polinicos. O sucesso da fertilizacdo pode ser
evidenciado pelo crescimento e deposicao de calose e penetracdo dos tubos polinicos
na micropila (Souza et al., 2017; Mota et al., 2023). A deposicéo irregular de calose
no tubo polinico, o enovelamento dos tubos polinicos no estilete e a paralisacdo do
crescimento em uma determinada regido do estilete evidenciam as possiveis barreiras
gametofiticas presentes nas espécies ou incongruéncias nos casos das hibridacfes
(Souza et al., 2017; Mota et al., 2023).

Estudos sobre os aspectos reprodutivos dentro das espécies podem contribuir
para a compreensao da evolucéo e da radiacdo adaptativa das espécies Levin, 2012;
Paggi et al., 2015). Conforme Paggi et al. (2015), muitas caracteristicas associadas a
fertilidade da planta tém sido usadas para determinar a viabilidade das populacdes,
como o tamanho das plantas/ inflorescéncia, producao de flores, producéo de frutos e

sementes e viabilidade dos grédos de poélen.
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Hibridacbes em Bromeliaceae

Ha décadas, a hibridacdo tem sido considerada um evento extremamente
comum em plantas e uma importante fonte de variacdes genéticas. Esse fenébmeno é
relativamente bem conhecido e documentado, desempenhando um papel crucial na
evolucdo das plantas (Grant, 1981) e sendo responsavel por 50 a 70% da
diversificacdo entre as angiospermas (Rieseberg, 1997). Essas caracteristicas
permitem a criagao de cultivares ou variedades com novas combinagdes de formas e
cores (Souza et al., 2017).

A hibridacdo é descrita tanto como uma ruptura dos limites entre as espécies,
gue pode resultar na perda de espécies puras, quanto como uma for¢a que pode levar
a formacdo de novas linhagens recombinantes (Mallet, 2005).

Em Bromeliaceae, embora muitas espécies hibridizem facilmente em cultivo,
existem poucos registros de hibridos naturais entre espécies simpatricas
proximamente relacionadas, como nos géneros Dyckia Schult. & Schult.f. (Schulte et
al., 2010) e Vriesea (Hirsch et al., 2020). A Bromeliad Society International (2024) tem
publicando continuamente informacdes sobre hibridos, mas na maioria dos casos,
esses hibridos sédo produzidos empiricamente por produtores ou colecionadores, sem
relatos de dados, métodos, falhas e dificuldades de hibridizacdo. Estudos cientificos
voltados a hibridizacdes controladas corroboram o aumento de registros da familia
Bromeliaceae, ultrapassando 600 hibridos envolvendo inUmeras espécies de mais de
35 géneros (Bromeliad Society International, 2024).

Mota et al. (2023), estudaram 441 hibridacdes interespecificas com de Lymania
Read e observaram em 238 cruzamentos com formacdo de sementes. Estudos
desenvolvidos por Souza et al. (2017), demonstram que 0s sistemas reprodutivos e
as possiveis barreiras reprodutivas em hibridacfes interespecificas e intergenéricas
em espécies de Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E. Morren ex Mez)
Harms e Vriesea Lindl. Esses autores observaram 33,74% de sucesso nas
hibridag6es, sendo a maioria associada as variedades botanicas do género Ananas,
com 24,96%.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura tem desenvolvendo estudos com
abacaxizeiros para fins ornamentais, buscando folhagem atraente, flores de corte,
minifrutos, resisténcia as principais doencas e auséncia de espinhos (Souza et al.,
2009). Esses autores ja protegeram e registraram quatro cultivares: BRS Anaué, BRS

Pord, BRS Potyra e BRS Boyrad. Dessa forma, a hibridizagdo permite associar
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fendtipos desejaveis presentes em diferentes linhagens, subsidiando o melhoramento

genético para diversas aplicabilidades comerciais.

Morfologia e viabilidade dos gréos de pdlen e estigma

Os avancos na caracterizacdo da morfologia polinica promovem progressos ha
identificacdo dos grdos de pdlen contidos em suas amostras, aléem de fornecer
importantes dados para a taxonomia, conservacdo e melhoramento genético
(Wanderley e Melhem,1991; Halbritter, 1992; Liskoski, 2018; Souza et al., 2017; Mota
et al., 2023). Este estudo também pode verificar algumas causas de anormalidade e
barreiras existentes, como inviabilidade dos grdos de pdolen, ma formacao da exina,
tamanho e uniformidade dos gréos, entre outras (Moreira et al., 2005; Souza et al.,
2015).

Durante a formacédo do micrésporo, a parede de calose se dissolve, liberando
0s quatro microsporos individualmente, que se desenvolvem e diferenciam nos gréaos
de pdlen do tipo ménade (Blackmore e Crane, 1988; Harder e Johnson, 2008). Esses
microsporos também podem permanecer unidos (Maheshwari, 1950) e serem
liberados em diades, tétrades ou poliades, massulas e polinias (Erdtman, 1952;
Walker e Doyle, 1975; Copenhaver, 2005; Harder e Johnson, 2008). Essa condicéo
pode gerar grdos de pdlen estéreos, como observado em Cyperaceae Juss (Rocha et
al., 2016), e em espécies de Leucopogon R.Br (Ericaceae Durande) (Furness e Rudall,
2011).

Para andlise da morfologia polinica, € necessario extrair o conteuado celular
para melhor visualizacdo da exina e das aberturas dos gréos de pdlen, uma vez que
anormalidades nestas fases podem dar origem a graos inviaveis, comprometendo o
sucesso reprodutivo das espécies (Santos, 2020). A viabilidade do grédo de pdlen
também é fator importante para o sucesso reprodutivo de uma espécie (Santos, 2020).
Espécies que apresentam alta viabilidade polinica demonstram alto potencial de
fertilidade, aumentando a possibilidade de formacédo de sementes e variabilidade
genética durante o processo de polinizagéao.

Os testes histoquimicos utilizam corantes e substancias quimicas especificas
gue interagem com elementos celulares nos grdos de pélen, permitindo estimar a
viabilidade polinica a partir de reacfes quimicas ou respiracdo celular (Techio et al.,
2006). Contudo, diferentes espécies podem apresentar reacdes de coloragao variadas
aos testes utilizados (Lauton et al., 2016). A metodologia baseada em testes
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histoquimicos € mais simples, barata e rapida que outras, mas nao é tdo conclusiva
sobre a real viabilidade dos graos de pdlen e sua efetividade para uso na polinizacao.
Dentre os corantes mais utilizados destacam-se o carmim acético, azul de anilina, azul
de algoddo, iodeto de potdssio (Sharma; Sharma, 1994), 2,3,5-cloreto-de-
trifeniltetrazolio (Shivanna e Rangaswamy, 1992; diacetato de fluoresceina (Mota et
al., 2024) e combinacdes de substancias como a solucao de Alexander (1969; 1980).
A coloracéo citoldgica polinica atua na integridade celular, seja ela cromossdémica
(Kearns e Inouye, 1993), protoplasmatica ou de parede celular (Alexander, 1969) ou
sobre as atividades enzimaticas desidrogenases, como no caso do 2,3,5-cloreto-de-
trifeniltetrazolio (Shivanna e Rangaswamy, 1992).

Para a germinagé&o in vitro, deve-se utilizar um meio de cultura composto por
elementos orgéanicos e inorganicos que reproduzam, da forma mais similar possivel,
as condicdes oferecidas pelo estigma da flor ao receberem o grdo de pdlen
(Figueiredo et al., 2017). Dessa forma, a germinacdao in vitro dos graos de pdlen requer
hidratacdo e substancias quimicas como sacarose, boro, nitrato de célcio, nitrato de
potassio, entre outros (Nogueira et al., 2016; Mota et al., 2024). A composi¢éo do meio
de cultura também inclui um agente solidificante (agar ou gelatina), acucar e, em
certos casos, nutrientes em concentracdes especificas para cada espécie (Soares et
al., 2008; Souza et al., 2010; Mota et al., 2024). Essas substancias desempenham um
papel fundamental na germinacdo e crescimento do tubo polinico (Nogueira et al.,
2016).

Contudo, vérios fatores podem interferir nesta metodologia, como o estado
nutricional das plantas, horario e método de coleta dos graos de pdlen, fotoperiodo,
temperatura, periodo de incubacéo e presenca de micro e macronutrientes no meio
de cultura (Brewbaker e Kwach, 1963).

Por outro lado, a superficie estigmatica tem um papel importante nos processos
de adesdo dos graos de polen, hidratagdo, germinagdo e desenvolvimento do tubo
polinico no estigma (Crispim et al., 2017). Assim, os estigmas geralmente s&o
classificados em dois grupos: estigmas umidos, que sdo cobertos por secrecao
superficial viscosa contendo proteinas, lipideos, polissacarideos e pigmentos; e
estigmas secos, que sao aqueles que apresentam uma cuticula cerosa e uma pelicula
protéica (Heslop-Heslop-Harrison e Shivanna, 1977).

A receptividade do estigma também esta relacionada com atividade enzimética,

como peroxidase, esterase e desidrogenase (Heslop-Heslop-Harrison e Shivanna,
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1977; Dafni e Maués, 1998). A observacdo da atividade dessas enzimas pode ser
usada para caracterizar a receptividade do estigma (Dafni, 1992; Kearns e Inouye,
1993; Souza et al., 2016) o entanto, o método usado para avaliar a receptividade
estigmatica pode variar de acordo com a espécie e o desenvolvimento floral (Stone et
al., 1995).

O estigma é caracterizado como receptivo quando é capaz de receber os gréos
de pdlen e promover sua germinacao (Crispim et al., 2017). No entanto, as flores
podem apresentar separacdo temporal dos elementos reprodutivos, fendmeno
denominado de dicogamia (Otarola e Rocca, 2014).

De acordo com Cardoso et al. (2018), essa separacao temporal consiste em
diferentes tempos entre a liberacdo dos graos de pélen e a receptividade do estigma.
A dicogamia é mais um mecanismo adaptativo que promove a polinizacédo cruzada e
reduz a interferéncia fisica entre as plantas, a probabilidade de autopolinizacdo e a
depresséo endogamica (Cardoso et al., 2018).

Desse modo, a receptividade do estigma € um dos fatores que deve ser
analisado para identificar possiveis barreiras reprodutivas, uma vez que estas podem
interferir no processo de polinizacdo e, consequentemente, Nno sucesso reprodutivo

das espécies.

Criopreservacao dos graos de pélen

A conservacdo dos grdos de pdlen € uma ferramenta importante para a
manutencdo dos recursos genéticos vegetais e criacdo de bancos de amostras para
uso imediato ou futuro em programas de melhoramento genético (Wang, 1975). O
sucesso da conservacdo dos graos de pdélen depende de vérios fatores, como o
estagio fenologico da flor, a temperatura e umidade relativa do ambiente de
armazenamento, bem como seu proéprio nivel de umidade dos gréos (Giordano et al.,
2003).

Dentre os métodos de conservagao, a criopreservacao surgiu como um metodo
eficiente (Vargas et al., 2009). Essa técnica consiste na conservacao de material
bioldgico (estruturas vegetativas e reprodutivas) a temperaturas ultrabaixas, em
nitrogénio liquido a -196°C, ou em sua fase de vapor a -150°C (Kartha, 1985),
mantendo as caracteristicas do material apés o descongelamento.

Os cristais de gelo nas células € um dos grandes problemas encontrados na

criopreservacao, pois, a medida que a temperatura decresce e aproxima-se de 0 °C,
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a célula e seu meio externo inicialmente atingem um estado de super-resfriamento
(“supercooling”), e posteriormente ocorre a formacéo de gelo no meio extracelular. A
parede celular e a membrana plasmatica agem como barreiras, prevenindo que os
cristais de gelo presentes nos espacgos intercelulares penetrem a célula e
desencadeiem o congelamento do citoplasma. Dessa forma, o contetdo da célula
super-resfriada permanece descongelado (Santos, 2000). Com a formacéo desses
cristais de gelo, pode ocorrer o rompimento da membrana celular, tornando os graos
de pdlen inviaveis (Almeida et al., 2011; Souza et al., 2015).

Algumas das vantagens da criopreservacdo incluem a demanda por um
pequeno espaco fisico para a manutencéo de colecdes, a simplicidade de manuseio
das condi¢des de armazenamento e por fim o baixo custo do processo (Almeida et al.,
2002). Além disso, essa técnica tem se mostrado eficiente e pratica para conservacao
a longo prazo, especialmente em relacdo a espécies que apresentam sementes
recalcitrantes ou intermediarias e plantas com periodos distintos de floracao (Santos,
2000).

A falta de sincronia nos periodos de florescimento € um dos principais
problemas de cruzamentos em Bromeliaceae (Souza et al., 2017). A criopreservacao
do grdo de polen permite o cruzamento entre plantas que florescem em épocas
diferentes, que crescem em locais distantes, ou que florescem poucas vezes ao ano
(Bajaj, 1995). Com isso, esta técnica pode ser utilizada para aperfeicoar os programas
de melhoramento genético (Dinato et al., 2016).

Questdes relacionadas com a manutencao dos graos de pdlen e as estimativas
sobre a qualidade apés o armazenamento sdo de interesse para geneticistas e
conservacionistas (Georgieva e Kureleva, 1994). A otimizacdo do meio de cultura é
um dos métodos confiaveis para se determinar a qualidade funcional do gréo de pdlen
e monitorar a viabilidade durante o tempo de armazenamento (Shivanna e
Rangaswamy, 1992). A germinacgdo in vitro do tubo polinico é eficiente e oferece
resultados rapidos (EinhardT et al., 2006).
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CAPITULO 1

MORFOLOGIA, VIABILIDADE POLINICA E RECEPTIVIDADE DO ESTIGMA EM
Wittmackia Mez (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO BRASIL
E OCORRENTES NA MATA ATLANTICA?

1 Manuscrito a ser ajustado e submetido ao Periédico “Genetic Resources and Crop Evolution”.
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MORFOLOGIA, VIABILIDADE POLINICA E RECEPTIVIDADE DO ESTIGMA EM
Wittmackia Mez (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO BRASIL
E OCORRENTES NA MATA ATLANTICA

RESUMO: O género Wittmackia possui 44 espécies distribuidas em dois centros de
diversidade: o “clado brasileiro” e o “clado caribenho”. O clado brasileiro engloba 29
espécies com distribuicdo geogréafica concentrada no Nordeste do Brasil e séo
caracterizadas por plantas geralmente de pequeno a meédio porte, com inflorescéncias
simples espigadas a paniculadas ramificadas. A morfologia dos graos de pdlen e dos
estigmas tém fornecidos dados importantes para a taxonomia, filogenia, conservacao
e pesquisas evolutivas. Os estudos da viabilidade dos grdos de pdlen e da
receptividade do estigma séo fundamentais para subsidiar trabalhos de conservacao
e melhoramento genético das espécies. Este trabalho tem como objetivo estudar a
morfologia, ultraestrutura, viabilidade polinica e receptividade do estigma de 23
espécies do género Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica.
A morfologia polinica foi avaliada pela Microscopia Eletrénica de Varredura e
Microscopia de Luz pelo método da Acetdlise Latica Fraca (ACLAC 40). Os testes
histoquimicos foram realizados com as solucdes de Alexander e diacetato de
fluoresceina em trés estadios de desenvolvimento floral (pré-antese, antese e poés-
antese). Para germinacéo in vitro dos grédos de polen, foram avaliados dois meios de
cultura (SM e BM). A receptividade do estigma foi avaliada com perdxido de hidrogénio
(3%) e a-naftil-acetato + acetona e fast blue B salt. O género Wittmackia apresentou
graos de pélen biporados, monades a tétrades, formato oblato, suboblato ou oblato-
esferoidal, ambito circular ou eliptico, heteropolares ou sub-isopolares. Os estigmas
sao do tipo conduplicado-espiral, possuem diferencas na coloracdo e no tamanho.
Nos dois testes histoquimicos, foi observado alta viabilidade, principalmente na
antese, 0 que coincide com a germinacdo in vitro. As espécies apresentam alta
atividade enzimatica durante a receptividade, com resposta positiva muito forte,
principalmente na antese. Os estudos da morfologia e viabilidade polinica oferecem
informacBes importantes para a conservacédo e melhoramento genético das espécies
de Wittmackia, auxiliando também na taxonomia do género e no sucesso reprodutivo
de futuros cruzamentos controlados.

PALAVRAS-CHAVE: Bromélia, biologia reprodutiva, endemismo, plantas
ornamentais, conservagao e taxonomia.
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MORPHOLOGY, POLLEN VIABILITY AND STIGMA RECEPTIVITY IN Wittmackia
Mez (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMIC TO BRAZIL AND
OCCURRING IN ATLANTIC FOREST AREAS

ABSTRACT: The genus Wittmackia has 44 species distributed in two centers of
diversity: the “Brazilian clade” and the “Caribbean clade”. The Brazilian clade includes
29 species, with geographic distribution concentrated in the Northeast of Brazil and
characterized by plants that are generally small to medium-sized, with simple spike-
shaped to branched paniculate inflorescences. The morphology of pollen grains and
stigmas has provided important data for taxonomy, phylogeny, conservation and
evolutionary research. Studies of pollen grain viability and stigma receptivity are
essential to support conservation and genetic improvement efforts of the species. This
study reports the morphology, ultrastructure, pollen viability and stigma receptivity of
23 species of the genus Wittmackia endemic to Brazil and occurring in Atlantic Forest
areas. Pollen morphology was evaluated by scanning electron microscopy and light
microscopy by the weak lactic acetolysis method (ACLAC 40). Histochemical tests
were performed with Alexander's solution and fluorescein diacetate at three stages of
floral development (pre-anthesis, anthesis and post-anthesis). For in vitro germination
of pollen grains, two culture media (SM and BM) were evaluated. Stigma receptivity
was evaluated with hydrogen peroxide (3%) and a-naphthyl acetate + acetone and fast
blue B salt. The Wittmackia genus presented biporate pollen grains, monads to tetrads,
with oblate, suboblate or oblate-spheroidal shape, circular or elliptical scope, and
heteropolar or sub-isopolar morphology. The stigmas are of the conduplicate-spiral
type, with differences in color and size. In both histochemical tests, high viability was
observed, mainly at anthesis, coinciding with in vitro germination. The species
presented high enzymatic activity during receptivity, with a very strong positive
response, mainly at anthesis. Studies of pollen morphology and viability provide
important information for the conservation and genetic improvement of Wittmackia
species, also assisting in the taxonomy of the genus and the reproductive success of
future controlled crosses.

KEYWORDS: Bromeliad, reproductive biology, endemism, ornamental plants,
conservation and taxonomy.
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INTRODUCAO

O género Wittmackia Mez pertence a familia Bromeliaceae e inclui 44 espécies,
das quais 29 compdéem um “clado brasileiro”, enquanto as outras 17 um clado
monofilético formado por espécies endémicas do Caribe (Aguirre-Santoro et al., 2016,
2017; Leme, et al., 2023; Gouda et al., 2024, atualizacéo continua). O “clado brasileiro”
tem sua distribuicdo geogréfica concentrada no Nordeste do Brasil, principalmente no
Sul da Bahia, exceto W. lingulata (L.) Mez, cuja distribuicdo alcanca a Amazonia,
Ameérica Central, Grandes Antilhas, Pequenas Antilhas e Bahamas (Leme e Siqueira
filho, 2006), W. patentissima (Mart. ex Schult. & Schult.f.) Mez, presente desde os
estados do Sudeste do Rio de Janeiro e Espirito Santo até Pernambuco (Aguirre-
Santoro, 2017), e W. burle-marxii (E.Pereira) Aguirre-Santoro, encontrada em Minas
Gerais e Bahia (Leme e Kollmann, 2011; Faria et al., 2024).

As espécies do “clado brasileiro” se caracterizam por plantas geralmente de
pequeno a médio porte, inflorescéncias simples espigadas a paniculadas ramificadas,
bracteas florais imperceptiveis (exceto para as espécies com inflorescéncias simples,
quase nidulares), mais longas do que largas ou minusculas, textura fina e nao
envolvendo a base do ovério (Leme et al., 2023). Flores pequenas (10-28 mm de
comprimento, pétalas estendidas), ndo comprimidas dorsiventralmente, dispostas de
forma laxa ou adensada ao longo de uma raque delgada e alongada; sépalas
ecarinadas; ovario é subcilindrico ou obovoide, sem quilhas laterais (Leme et al.,
2023).

Todas as espécies estudadas ocorrem em fragmentos florais da Mata Atlantica
do Sul da Bahia. Esses fragmentos florestais sdo remanescentes de um dos dominios
fitogeograficos mais ricos em biodiversidade do mundo (Ferreira et al., 2024). Este
dominio fitogeografico abriga indmeras espécies endémicas de plantas, muitas das
quais estdo ameacadas de extincdo devido a perda de habitat, espécies exdticas
invasoras, desmatamento e atividades humanas como a agricultura e a urbanizagao
(Ribeiro et al., 2009). A fragmentacéo dessas florestas resulta em areas isoladas que
dificultam a sobrevivéncia e a reproducdo das espécies vegetais, além de reduzir a
diversidade genética (Metzger et al., 2009).

A biologia reprodutiva de plantas é essencial para entender os mecanismos de
reproducdo e perpetuacdo das espécies, investigar aspectos como morfologia e

viabilidade dos gréos de poélen e estigma, polinizacéo, fecundagéo e desenvolvimento
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de sementes e frutos (Souza et al., 2017; Mota et al., 2023, 2024; Fagundes et al.,
2024). A integracdo desses conhecimentos é fundamental para a conservacdo da
biodiversidade e para a implementacdo de praticas agricolas sustentaveis (Rocha et
al., 2021; Ferreira et al., 2024).

InvestigacBes da morfologia e ultraestrutura dos graos de poélen e estigma séo
frequentemente usadas para resolver entraves sistematicos, contribuindo para o
refinamento taxondmico de alguns grupos especificos em Bromeliaceae (Vervaeke et
al., 2003; Souza et al., 2016; Souza e Leme, 2021; Leme et al., 2017; 2022). No género
Wittmackia, estudos palinologicos e da morfologia estigma séo raros, com destaque
0s estudos de Souza et al. (2016; 2017), com a espécie A. bicolor L.B.Sm. sinonimia
de W. bicolor (L.B.Sm.) Aguirre-Santoro (2017) e Aguirre-Santoro (2018) para
especies do “clado caribenho”.

Além da morfologia, a viabilidade polinica e receptividade do estigma sao
importantes para os estudos reprodutivos, conservacionistas e de melhoramento
genético de diversas espécies (Souza et al., 2021). A germinacao in vitro € o método
mais pratico, viavel e seguro de se verificar a viabilidade dos graos de poélen, ja que
simula a interacédo do gréo de polen com o estigma e permite observar o crescimento
do tubo polinico (Soares et al., 2013; Souza et al., 2017). Outro método muito utilizado
€ 0 teste histoquimico, que oferece vantagem devido a rapidez e o baixo custo
(Macedo et al., 2016; Mota et al., 2024; Fagundes et al., 2024). Diversos corantes
podem ser utilizados para os testes histoquimicos: carmim acético, azul de anilina,
azul de algodao, iodeto de potassio (Sharma; Sharma, 1994), 2,3,5-cloreto-de-
trifeniltetrazélio (Shivanna e Rangaswamy, 1992), diacetato de fluoresceina (Mota et
al., 2024) e combinac¢des de substancias como a solucao de Alexander (1969).

Em experimentos envolvendo reproducédo, € crucial monitorar o tempo e a
duracédo da receptividade do estigma (Stone et al., 1995) para determinar 0 momento
ideal de deposicdo dos grdos de podlen no estigma, visando 0 sucesso em
cruzamentos controlados (Souza et al., 2016).

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a
morfologia e ultraescultura dos grdos de pélen e a morfologia do estigma de 23
espécies de Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica da Bahia.
Além disso, buscou-se avaliar a viabilidade polinica e a receptividade do estigma com

diferentes metodologias e estadios de desenvolvimento floral. Essas analises podem
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subsidiar estudos taxonémicos, de conservacdo e melhoramento genético dessas

espécies.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e area de estudo

Foram estudadas 23 espécies de Wittmackia endémicas do Brasil, coletadas

em populagdes naturais na Mata Atlantica (Tabela 1). Os vouchers foram incorporados

no Herbario do Recdncavo da Bahia (HURB), e amostras foram introduzidas em

cultivo no Banco de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélias) do Programa de

P6s-graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais da Embrapa Mandioca e Fruticultura

e Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, Cruz das Almas, Bahia.

As coletas foram realizadas conforme autorizacdo do SISBIO n. 69870-1, e as

atividades estdo devidamente cadastradas no SISGEN, sob a autorizacdo A9E9F8D,

em atendimento a legislacdo brasileira para espécies nativas.
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Tabela 1. Espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do

Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica, incluindo o municipio de coleta, voucher do

Herbario HURB, endemismo e status de ameaca.

Municipio de

. HURB : Status de
Espécies coleta na h Endemismo
Bahia (voucher) Ameaca
e Igrapiuna 30415
W. amorimii Uruguca 27808 BA NE
. Apuarema 6007
W. andersoniana Camacs 25057 BA EM
. Brejoes 17903
W. bicolor Urucuca 30553 BA NE
W. brasiliensis Arataca 26118 BA NE
W. burle-marxii Itacaré 23966 BA, MG NE
W. canaliculata Mutuipe 34898 BA VU
W. carvalhoi Urucuca 27807 BA EM
Urucuca 22229
W. conduruensis Igrapitna 32023 BA CR
Itacaré 27184
.. Boa nova 32089
W. froesii Camaca 25058 AL, BA, PE NE
W. gregaria Nilo Pecanha 34900 BA NE
W. guedesiae Igrapiana 27182 BA CR
. Igrapiana 31979
W. incompta Urucuca 32825 BA NE
W. ituberaensis ltubera 30421 BA NE
W. laevigata Arataca 26402 BA NE
W. limae Igrapitna 31986 BA NE
W. lingulatoides Boa nova 32074 BA, SE LC
W. linharesiorum Santa 24546 BA NE
Teresinha
W. neoregelioides We_nces~lau 38644 BA EM
Guimaraes
Igrapitina 32000 L BA O
W. patentissima Boa nova 32090 RN’ SE’ ES’ NE
Uruguca 29493 ' R J’ '
W. pendulispica Igrapitna 30549 BA NE
W. sulbahianensis Uruguca 27832 BA NE
W. turbinocalyx Uruguca 27800 BA CR
W. viridostigma Nova Canaa 34916 BA VU

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

Morfologia e morfometria dos grédos de pdlen e estigma

Para a caracterizacdo morfolégica dos graos de polen, as anteras foram

coletadas em pré-antes e fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965)

contendo glutaraldeido 1%, paraformaldeido 4%, CaClz 0,1 M, em tampao cacodilato

de sodio 0,2 M e pH 7,2. ApGs 48 horas de fixagdo, o material foi desidratado em série
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etilica crescente (35-100%), por 20 minutos em cada etapa. As amostras foram secas
ao ponto critico (Leica EM CPD 300, Balzers, Alemanha) por meio de CO: liquido.
Posteriormente, os graos de pdlen foram montados em suportes metélicos e
metalizados com ouro durante 180 segundos (Leica EM ACE 600 Balzers, Germany).
As imagens digitais foram obtidas em Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)
(JEOL JSM-IT300 LV Tokyo - Japdo) no NAP/MEPA-ESALQ/USP, operando a 20 kV,
sendo as imagens digitalizadas. Os graos de polen foram caracterizados de acordo
com a nomenclatura descrita por Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018), e estigmas
de acordo com Brown e Gilmartin (1984; 1989) e Barffus et al. (2016).

Os dados morfométricos dos graos de polen frescos foram obtidos a partir da
Acetoélise Latica Fraca - ACLAC 40 (Raynal e Raynal, 1979) e analisados em
microscépio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japdo) equipado com uma camera
digital Olympus DP175 (Olympus, Tokyo, Japéo). As medidas foram realizadas
utilizando o programa ImageJ 1.53s (Rasband, 1997; 2018), a partir do diametro polar
e equatorial (em vista equatorial) e o didmetro equatorial maior e menor (em vista
polar), além da espessura da exina em 25 unidades de graos de poélen. A polaridade
assumida foi a mesma considerada por Wanderley e Melhen (1991), exceto para os
graos com dispersdo em tétrade, em que a polaridade foi definida diretamente.

A forma dos graos de poélen foi determinada pela razéo entre diametro polar (P)
e equatorial (E) por meio da formula P/E (Erdtman, 1952). Foram calculadas a média
aritmética e o desvio padrao.

Para a morfometria do estigma e estilete, foram medidas trés flores de
diferentes plantas de cada espécie, utilizando o programa ImageJ 1.53s. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-
Knott (p<0,01), no programa R Core Team (2023). A nomenclatura adotada para o

estigma esta conforme Brown e Gilmartin (1984; 1989) e Barfuss et al. (2016).

Quantificacdo dos gréaos de polen

A estimativa do numero de gréos de polen foi realizada por meio da contagem
em camara de Neubauer. Anteras de trés flores de plantas diferentes, em pré-antese,
foram removidas individualmente e colocadas em tubo de Eppendorf® de 2 mL,
contendo 1 mL de &cido latico. Em seguida, as anteras foram maceradas e a
suspensao foi agitada em vortex. Com auxilio de uma micropipeta, todo o volume da

mistura foi transferido para a canaleta da camara de Neubauer, onde foi contado
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utilizando um microscopio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japdo) equipado com

uma camera digital Olympus DP175 (Olympus, Téquio, Japao).

Histoquimica dos grédos de polen

Para os testes histoquimicos, foram empregadas duas metodologias: solucéo
de Alexander (Alexander, 1969) e solucéo de diacetato de fluoresceina - FDA (Heslop-
Harrison e Heslop-Herrison, 1970). Anteras de trés flores coletadas de diferentes
plantas, procedéncias e estadios de desenvolvimento floral foram distribuidas sobre
laminas de vidro, onde uma gota do corante especifico foi adicionada, cobertas com
laminula e avaliadas em seguida.

Para obter uma amostragem ao acaso dos graos de pélen corados, utilizou-se
0 método de varredura da lamina em microscopio de luz (para Alexander) e
microscopio de fluorescéncia com filtro UV (para FDA) Olympus BX51 (Olympus,
Toquio, Japao) acoplado a uma camera digital Olympus DP175 (Olympus, Tokyo,
Japéao). Foram contabilizados 100 graos de pélen por lamina, com trés repeticées para
cada metodologia, totalizando 300 graos de pdélen para cada teste.

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 23 (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 foram
comparados utilizando os 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).

Germinacéo in vitro de gréo de pdlen

Na germinacao in vitro, trés flores de diferentes plantas e procedéncia, em
diferentes estadios de desenvolvimento floral conforme descrito anteriormente, foram
coletadas. As anteras foram removidas e os graos de polen foram espalhados com
auxilio de um pincel uniformemente nas placas de Petri, contendo 25 mL de dois meios
de cultura diferentes: BM com 0,01% de H3BOs; 20% de sacarose e solidificado com
0,5% de agar (Parton et al., 2002); e SM com 0,01% de H3BO3; 0,03% de Ca(NOs3)z;
0,02% de MgSOQOg4; 0,01% de KNOs; 15% de sacarose e solidificado com 0,8% de agar,
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pH ajustado para 6,5 (Soares et al., 2008). As placas contendo os graos de poélen foram
mantidas em camara climatizada com temperatura de 27 £ 1 °C.

A contagem dos gréos de polen germinados e a medida do comprimento do
tubo polinico foram realizadas 24 horas apés a inoculacdo nos meios de cultura. Para
facilitar o contraste, cinco gotas de azul de toluidina a 0,01% foram depositadas,
seguidas imediatamente pela obtencdo de microfotografias utilizando um
estereomicroscoépio Leica EZ4 W (Leica Microsystems, Alemanha).

Para calcular a percentagem de germinacgédo, todos os gréos de pélen na placa
foram contabilizados. Para a medicdo do comprimento do tubo polinico, foram
aleatoriamente mensurados cinco tubos em cada quadrante, totalizando 60 tubos
polinicos para cada tratamento. Considerou-se germinado o grao de pdlen que
apresentasse um tubo polinico com comprimento igual ou superior ao diametro do
préprio grdo de pélen. As medidas foram realizadas utilizando o programa ImageJ
1.53s.

O delineamento experimental para germinacdo de grados de poélen foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 x 23 (meio de cultura x estadios
de desenvolvimento floral x espécie), com 12 repeticbes. Os dados de percentagem
de germinacéo foram transformados para arc sen (Vx/100) antes da analise estatistica.
Para comparacao, os dados foram submetidos a analise de variancia e os valores
comparados utilizando os testes: Tukey (p<0,01) para os estadios de desenvolvimento
floral, F (p<0,01) para os dois meios de cultura por meio do software R Core Team
(2023).

Receptividade do estigma

A receptividade do estigma foi realizada utilizando duas metodologias: peroxido
de hidrogénio (3%) e solugéo de a-naftil-acetato com fast blue B salt e acetona. Trés
flores em diferentes plantas, procedéncias e estadios de desenvolvimento floral como
descrito anteriormente, foram coletadas para cada solugéo, totalizando 9 repeticbes
por metodologia.

Os estigmas foram cuidadosamente removidos das flores para evitar danos
gue pudessem interferir nos resultados e imediatamente imersos nas diferentes
solugdes. Na solucdo com perdxido de hidrogénio (3%), os estigmas permaneceram
por trés minutos, onde se observou a formacgao de bolhas de ar em resposta a reagao

enzimatica da peroxidase (Zeisler, 1933).
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Para avaliacdo com a-naftil-acetate com fast blue B salt + acetona, os estigmas
foram imersos solucdo por cinco minutos e depois lavados com agua destilada. A
coloracdo intensa marrom ou preta nos estigmas receptivos foi observada devido a
reacdo da enzima esterase com a solucao, na superficie do estigma e/ou das papilas
(Pearse,1972; Dafni, 1992).

Para ambas as metodologias, o grau de receptividade foi avaliado conforme
adaptacao de Dafni e Maués (1998): (-) sem reac¢do; (+) resposta positiva fraca; (++)

resposta positiva forte; (+++) resposta muito forte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia polinica

O género Wittmackia apresentou gréos de pélen biporados com variabilidade
morfopolinica nas 23 espécies estudadas, principalmente em relacdo a forma dos
graos de pélen (oblato, suboblato ou oblato-esferoidal), polaridade (sub-isopolar ou
heteropolar) e ambito (eliptico ou circular). Ndo ha uma caracteristica palinolégica
padrdo para o género, uma vez que, além das variacdes na forma, polaridade e no
ambito, os graos de polen variam desde monades até tétrades, além de apresentarem
ornamentacao reticulada-heterobrocada, microreticulada e psilada, apenas W.
pendulispica apresentou teto psilado com microverrugas (Tabela 2, Figuras 2, 3 e 4).

Com base nas andlises morfométricas, todas as espécies de Wittmackia
apresentam graos de pélen com tamanho médio variando em seu diametro equatorial,
de 20,76 + 1,81 um em W. brasiliensis a 37,52 + 1,62 um em W. amorimii. A partir da
acetllise latica (ACLAC 40), observou-se variacdo na espessura da exina, no teto e
no tamanho/ comprimento do lumem. A menor espessura da exina foi observada em
W. andersoniana, com 1,12 + 0,10 um, e a maior em W. limae, com 2,93 = 0,14 pm.
A variacao para a espessura do teto foi de 0,34 + 0,05 um para W. andersoniana e
0,94 + 0,08 um para W. laevigata. Quanto ao tamanho/ comprimento do lumem, a
menor variacao foi de 0,30 + 0,04 um para W. froesii, e maior em W. viridostigma, com
2,74 £ 0,65 um (Tabela 3). O lumem foi ausente em algumas espécies por possuirem
gréos de pélen com ornamentagéao psilada.

A exina dos graos de polen constitui o estrato mais externo da esporoderme;
sua ornamentacdo € altamente conservada e geneticamente estavel, sendo

frequentemente utilizada para investigar a origem e evolugéo das plantas (Sarwar e
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Takahashi, 2012; Zhang et al., 2017). A espessura da exina, do teto e do lumem esta
diretamente relacionada com a ornamentacao dos grédos de polen e pode influenciar
na desidratacdo e na ruptura durante a conservacao do grao de poélen, principalmente
na técnica de criopreservacgao (Souza et al., 2015, 2020).

Houve variacdo morfopolinica no formato dos graos de pdolen nas espécies de
Wittmackia, com predominancia no formato oblato; apenas as espécies W.
sulbahianensis e W. turbinocalyx apresentaram a forma suboblata e W. andersoniana,
W. brasiliensis e W. burle-marxii a forma oblato-esferoidal.

Com relacéo a polaridade, a conformacéo sub-isopolar predominou, havendo
variacdo morfopolinica heteropolar na espécie W. andersoniana. A polaridade dos
gréos de pdlen em monocotiledéneas, de um modo geral, é bastante definida, e as
espécies amostradas mantém este padréo (Wanderley e Melhen, 1991; Hesse et al.,
2009).
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Tabela 2. Morfologia dos grdaos de polen de 23 espécies de Wittmackia

(Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica.

Espécie Formato?! Polaridade? Amb! Abertura!
W. amorimii Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. andersoniana Ménade Oblato-esferoidal Heteropolar Circular Biporado
W. bicolor Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. brasiliensis Tétrade Oblato-esferoidal Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. burle-marxii Tétrade Oblato-esferoidal Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. canaliculata Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. carvalhoi Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. conduruensis Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. froesii Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. gregaria Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. guedesiae Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. incompta Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. ituberaensis Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. laevigata Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. limae Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. lingulatoides Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. linharesiorum Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. neoregelioides Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. patentissima Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. pendulispica Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. sulbahianensis Ménade Suboblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. turbinocalyx Ménade Suboblato Sub-isopolar Eliptico Biporado
W. viridostigma Ménade Oblato Sub-isopolar Eliptico Biporado

Espécie Exina' Ornamentacéo? Lumem?
W. amorimii Semitectada Reticulada-heterobrocada Muitas baculas
W. andersoniana Semitectada Reticulada-heterobrocada Muitas baculas
W. bicolor Eutectada Psilada Ausente
W. brasiliensis Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas baculas
W. burle-marxii Eutectada Psilada Ausente
W. canaliculata Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas baculas
W. carvalhoi Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas baculas
W. conduruensis Semitectada Microreticulado Muitas baculas
W. froesii Semitectada Microreticulado Poucas baculas
W. gregéria Semitectada Reticulada-heterobrocada Muitas baculas
W. guedesiae Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas béaculas
W. incompta Semitectada Microreticulado Poucas baculas
W. ituberaensis Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas baculas
W. laevigata Semitectada Microreticulada Muitas baculas
W. limae Semitectada Microreticulada Ausente
W. lingulatoides Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas baculas
W. linharesiorum Semitectada Microreticulado Poucas baculas
W. neoregelioides Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas baculas
W. patentissima Semitectada Reticulada-heterobrocada Muitas baculas
W. pendulispica Eutectada Psilada Ausente
W. sulbahianensis Eutectada Psilada Ausente
W. turbinocalyx Semitectada Reticulada-heterobrocada Poucas baculas
W. viridostigma Semitectada Reticulada-heterobrocada Ausente

! De acordo com Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018).
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Tabela 3. Morfometria dos grédos de polen de 23 espécies de Wittmackia

(Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica.

Vista equatorial® Vista polar?
Ani Diametro Diametro . .
Especie polar (P)  equatorial (E) Eg?;t‘z:rﬁl) gg#g:czﬂ;') P/E?
(um) (um)
W. amorimii 25,47 £ 1,12 37,52+1,62 32,94+1,25 2545+1,60 0,68
W. andersoniana 31,98 +1,46 35,80+ 2,63 32,41 +1,97 30,58 £2,09 0,89
W. bicolor 21,14+ 1,68 31,14+1,79 23,76 £ 2,96 21,98 £ 2,56 0,68
W. brasiliensis 21,02 +1,99 20,76 £ 1,81 21,48+1,71 30,28 £ 1,96 0,98
W. burle-marxii 26,94+ 1,24 24,11 +1,49 23,93+1,78 33,11+1,53 0,89
W. canaliculata 23,43 +0,91 33,39+1,62 24,69 £ 1,59 22,88 +1,65 0,70
W. carvalhoi 21,57 +2,98 34,40+ 2,20 28,90+ 2,28 26,12 £ 2,23 0,63
W. conduruensis 24,97 £ 1,59 35,34+1,53 24,50+ 1,43 34,00+ 1,58 0,71
W. froesii 19,53 + 2,25 36,08 + 1,62 28,74 + 2,56 24,42 +1,84 0,54
W. gregdria 24,10+ 1,28 36,50+ 1,89 30,30+ 2,35 26,03 £1,98 0,66
W. guedesiae 23,64 £ 1,98 37,49 + 1,60 27,70+£1,70 23,97 £ 2,15 0,63
W. incompta 19,85+1,49 34,55+1,34 27,49+ 1,49 21,46 £ 2,05 0,57
W. ituberaensis 25,44 £ 1,21 35,69+1,48 31,96+ 1,52 29,64 £ 1,08 0,71
W. laevigata 25,78 + 1,21 36,01+ 1,98 27,27 +1,72 24,06+2,09 0,72
W. limae 23,91+ 1,88 32,70+ 2,24 26,77 £ 1,45 24,25+1,54 0,73
W. lingulatoides 21,88+1,14 31,25+ 2,38 26,28+ 1,78 21,62 +1,92 0,70
W. linharesiorum 20,14+ 1,70 28,17 £ 2,55 23,29+2,41 22,18 £ 1,85 0,72
W. neoregelioides 23,70+ 2,10 38,13+2,01 31,51+2,34 25,74 + 1,36 0,62
W. patentissima 19,58 +1,51 34,41+1,34 27,48 + 1,36 21,31+2,05 0,57
W. pendulispica 23,11+ 2,04 36,20+ 1,72 28,45 + 2,45 24,19+1,78 0,64
W. sulbahianensis 27,38 £1,32 33,00+ 1,21 27,28 £ 1,87 26,50+ 1,58 0,83
W. turbinocalyx 23,73 +1,79 29,93 +1,37 28,56 +2,57 26,02 +£2,00 0,79
W. viridostigma 28,02 £3,12 38,38+ 1,87 29,88 £2,21 27,09+1,21 0,73
Espessural Tamanho/ 1 NG
comprimento umero de
Espécie graos de
Exina (um) Teto (um) Lumem (um) poélen 3

W. amorimii 1,63+0,10 0,39+0,02 1,11+0,17 183.333 £ 11.547
W. andersoniana 1,12 +0,10 0,34 + 0,05 1,06 + 0,14 88.666 + 5.325
W. bicolor 1,48 £0,17 0,64 £ 0,06 Ausente 69.333 £ 2.886
W. brasiliensis 2,29+0,16 0,42 £0,02 1,01+£0,27 65.000 £ 5.250
W. burle-marxii 1,52+0,14 0,50 + 0,09 Ausente 77.666 + 5.859
W. canaliculata 2,12 +0,13 0,43 £0,09 1,13+0,09 89.333+1.154
W. carvalhoi 1,19+0,19 0,39+0,06 1,27 +0,14 83.750 + 2.850
W. conduruensis 1,96 £ 0,10 0,38 +0,08 0,75+0,10 81.666 + 7.637
W. froesii 1,25+ 0,06 0,42 £ 0,04 0,30+0,04 83.333 £ 1.527



W. gregdria

W. guedesiae

W. incompta

W. ituberaensis
W. laevigata

W. limae

W. lingulatoides
W. linharesiorum
W. neoregelioides
W. patentissima
W. pendulispica
W. sulbahianensis
W. turbinocalyx

W. viridostigma

2,16 £ 0,05
1,70 £ 0,05
2,38 0,06
1,63 +0,07
1,79 +0,05
2,93+0,14
1,89 +0,13
1,81+0,16
1,75+0,13
2,06 +0,12
2,10 0,02
1,32+0,15
1,45+ 0,08
2,12+0,13

0,42 +0,07
0,60 £ 0,04
0,38+0,04
0,75+0,17
0,94 £ 0,08
0,76 £ 0,09
0,59+0,10
0,74 £0,09
0,47 £0,05
0,39+0,02
0,90 £ 0,09
0,83 £0,08
0,46 + 0,02
0,52+0,10

1,19+0,12
1,02 +1,12
0,79+0,10
1,21 £0,07
0,37 +0,04
0,37 £ 0,07
1,65 £ 0,05
0,57 +0,09
1,26 +0,21
1,10 £ 0,08
Ausente
Ausente
2,01+0,15
2,74 £ 0,65

75.000 + 3.500
63.666 + 2.080
59.000 + 4.725
75.400 £ 10.016
88.333 +7.637
64.666 + 7.637
68.333 +4.433
84,333 +1.150
84,333 +1.150
63.333 + 2.886
75.333 £7.637
82.500 + 4.200
74.666 + 1.154
85.200 + 2.500

51

10s gréos de pélen foram submetidos a ACLAC 40 conforme Raynal e Raynal (1979). Os
resultados correspondem a média de 25 repeticdes + desvio padrdo; ?De acordo com o
método descrito por Punt et al. (2007) e Halbritter et al. (2018). *Conforme metodologia de
Kearns e Inouye (1993).
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Figura 2. Morfologia dos gréaos de pélen de Wittmackia (Bromeliaceae) endémicas do
Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica. A-D) Wittmackia amorimii; E-H) W.
andersoniana; I-L) W. bicolor; M-P) W. brasiliensis; Q-T) W. burle-marxii; U-X) W.
canaliculata; Y-B) W. carvalhoi; y-¢) W. conduruensi. A, E, I, M, Q, U, Y, y) vista polar
(vp), vista equatorial (ve) obtidas em microscopia eletrbnica de varredura (MEV). B, F,
J,N, R, V, Z, d) detalhe da ornamentagao da exina; D, H, |, P, T, X, B, {) grédo de pdlen
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apos acetdlise latica. Barras:
um; B,C,F, G, J,K,N, O, R,

ckia (Bromeliaceae) endémicas do
Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica. A-D) Wittmackia froesii; E-H) W. gregaria; I-L)
W. guedesiae; M-P) W. incompta; Q-T) W. ituberaensis; U-X) W. laevigata; Y-B) W.
limae; y-¢) W. lingulatoides. A, E, I, M, Q, U, Y, y) vista polar (vp), vista equatorial (ve)
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obtidas em microscopia eletrénica de varredura (MEV). B, F, J, N, R, V, Z, d) detalhe
da ornamentagao da exina; D, H, |, P, T, X, B, ) grdo de pdlen apos acetdlise latica.
Barras: D, H,L,P, T, X, B, (=50 um; A,E,I,M, Q,U,Y,y=10um; B, C, F, G, J, K,
N,O,R,S,V,W,Z, q,d,e=2pum.

Figura 4. Morfologia dos graos de poélen de Wittmackia (Bromeliaceae) endémicas do
Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica. A-D) Wittmackia linharesiorum; E-H) W.
neoregelioides; I-L) W. patentissima; M-P) W. pendulispica; Q-T) W. sulbahianensis;
U-X) W. turbinocalyx; Y-B) W. viridostigma. A, E, I, M, Q, U, Y) vista polar (vp), vista
equatorial (ve) obtidas em microscopia eletrénica de varredura (MEV); B, F, J, N, R,
V, Z) detalhe da ornamentacado da exina; D, H, |, P, T, X, B) grdo de pdlen apos
acetolise latica. Barras: D, H, L, P, T, X, B =50 um; A, E, I, M, Q, U, Y =10 um; B, C,
F,G,J,K,N,O,R,S,V,W, Z, a=2pum.
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A grande maioria das espécies de Wittmackia nesse estudo sdo monades, com
excecao de W. brasiliensis e W. burle-marxii, que apresentam dispersao em tétrade.
Resultados do presente estudo corroboram com pesquisas desenvolvidas por Mota et
al. (2024) avaliando a morfologia e viabilidade dos graos de pélen em espécies de
Lymania Read (Bromeliaceae) com potencial ornamental. Esses autores observaram
gréos de polen com variacdo nas formas oblata e suboblata, além de dispersdo em
tétrade em Lymania languida Leme.

Graos de polen arranjados em tétrade sdo relatadas em vérias familias de
angiospermas; no entanto, este aspecto é raramente mencionado para Bromeliaceae
(Carvalho e Oliveira, 2021). Nesta familia, existem registros de grédos de pdlen
arranjados em tétrades em Androlepis skinneri Brongniart ex Houllet (Halbritter et al.,
2012), Alcantarea nahoumii (Leme) J.R.Grant (Santos et al.,, 2018), e Lymania
languida Leme (Mota et al., 2024). Vale ressaltar que em Alcantarea nahoumii, 0s
autores s6 encontraram esta conformagdo em apenas uma amostra com
inflorescéncias imaturas (Santos et al., 2018), o que € coerente, pois na
microsporogénese, 0S microsporocitos sofrem meiose e se dividem em quatro,
havendo reducdo da carga genética (Rudall, 2007). Essa diferenca ocorre devido a
permanéncia dos micrésporos unidos apés a meiose, nas células-méae dos graos de
pélen (Halbritter et al., 2018).

Fatores como estresse causado por altas temperaturas e baixa disponibilidade
de agua (Storme a Geelen, 2013), ou citomixia (migracdo de organelas, produtos
génicos e material genético entre meiécitos por meio de conexdes citoplasmaticas ou
canais citomiticos) (Haroun, 1995; Kumar et al., 2010; Singhal e Kaur, 2011), sé@o
potenciais causas de desvios e interrup¢cdes no desenvolvimento dos gréos de polen
gue pode ou ndo levar a essa conformacao.

Além disso, a conformacdo dos grdos de pélen arranjados como diades,
tétrades e poliades podem estar associadas a citocinese, incluindo a segregacéo
cromossOmica irregular caracterizada pela migracdo precoce ou por cromossomos
retardatario em metafase | e anafase | (Pagliarini, 2000). Erros mei6ticos podem
ocorrer devido a mutagbes em genes que controlam a gametogénese ou como
resultado de efeitos ambientais (Karsburg e Battistin, 2006; Belo et al., 2018).

O atual estudo morfolégico € muito utilizado em pesquisa da diversidade

vegetal, auxiliando no reconhecimento taxondémico e filogenético de espécies, aléem
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de contribuir com trabalhos de conservacao ex situ (bancos genéticos de graos de

polen) (Sarwar e Takahashi, 2012; Zhang et al., 2017; Jiménez-Zamora et al., 2023).

Morfologia e morfometria do estigma

O tipo de estigma “conduplicado-espiral” esta presente em todas as espécies
de Wittmackia estudadas (Tabela 4, Figuras 5, 6 e 7), formando trés superficies
estigmaticas em espiral, com um forte grau de retorcimento na maioria das espécies,
com excecao da W. neoregelioides e W. canaliculata que apresentaram menor grau
de retorcimento entre os I6bulos (Tabela 4, Figuras 5J, 7B).

Houve variacdo na coloracdo do estigma entre as espécies de Wittmackia, com
predominancia na coloragdo branca. A cor verde foi observada nas espécies W.
incompta, W. linharesiorum, W. turbinocalyx e W. viridostigma; verde claro em W.
limae e lilas em W. brasiliensis (Tabela 4).

Em Bromeliaceae, o estigma consiste em trés lobos laminados com papilas
estigmaticas de diferentes tamanhos e especializadas para a aderéncia e germinagao
dos gréos de pélen (Dahlgren et al., 1985). Estigmas do tipo conduplicado-espiral
foram observados em representantes de diferentes géneros da familia: Aechmea Ruiz
& Pav, Ananas Miller, Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms, Pseudananas Hassl. ex
Harms, Tillandsia L., Wittmackia Mez, entre outros (Souza et al., 2016; Souza et al.,
2020, Leme et al., 2023).

Das 29 espécies do género Wittmackia com distribuicdo no Brasil (Gouda et al.,
2024, atualizacdo continua), 23 apresentaram estigma conduplicado-espiral,
sugerindo que essa pode ser uma caracteristica morfolégica marcante das espécies
de Wittmackia do “clado brasileiro”.

Analises morfométricas indicaram variagdes significativas, especialmente no
comprimento do estilete, estigma e papilas estigmaticas. As espécies Wittmackia
carvalhoi, W. guedesiae e W. neoregelioides destacaram-se pelo maior comprimento
do estilete, medindo 14,9 + 0,14 mm; 14,4 + 0,17 mm, e 13,45 + 0,17 mm,
respectivamente. Em contraste, as espécies W. linharesiorum e W. incompta
apresentaram 0s menores valores para essa caracteristica, 4,33 + 0,21 mm e 5,24 +
0,07 mm (Tabela 4). Os resultados obtidos para o comprimento do estilete foram
consistentes com o tamanho das flores; ou seja, espécies com flores maiores exibiram

estiletes mais longos, e vice-versa.
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Para o comprimento do estigma, W. amorimii apresentou o maior valor, com
4,30 + 0,11 mm, enquanto W. linharesiorum registrou 0,84 £ 0,01 mm. O diametro
tanto do estilete quanto do estigma foi proporcional na maioria das espécies, ou seja,
aquelas com estilete/ estigma mais longos também apresentaram maior diametro.

Caracteristicas morfométricas do estigma séo de fundamental importancia para
estudos reprodutivos. A morfometria do estilete pode influenciar a polinizagéo,
favorecer o tipo de reproducdo mais benéfico para a espécie e dificultar cruzamentos
interespecificos (Parton et al., 2001; Souza et al., 2017). Além disso, o posicionamento
do estigma em relacdo as anteras pode promover a autofecundacdo na planta ou
resultar em hercogamia (Souza et al., 2020).

Todas as espécies de Wittmackia apresentaram lobos estigmaticos recobertos
por cuticula ornamentada e margens laminar papilosas, variando de papilas
estigmaticas levemente denteadas a papilas tubulares (Figuras 5-7).

As espécies Wittmackia guedesiae e W. neoregelioides apresentaram papilas
estigmaticas tubulares bem desenvolvidas, medindo 127,68 + 2,51 pm e 89,53 + 8,32
um, respectivamente, enquanto as espécies W. pendulispica e W. ituberaensis
exibiram papilas denteadas com 21,40 £ 2,11 um e 24,19 + 4,66 com um (Figuras 5 e
6). O aumento das papilas estigmaticas promove maior eficiéncia e area para
aderéncia dos grdos de pdélen no estigma (Brown e Gilmartin, 1989), sugerindo
consequentemente maior eficiéncia na polinizacao.

Em estudos desenvolvidos por Souza et al. (2020), os autores observaram que
em varias espécies de Tillandsia L., as papilas tubulares estdo restritas a borda da
lamina estigmatica e sdo desprovidas de ornamentacdo, variando apenas em
comprimento. Papilas tubulares também foram observadas em diferentes géneros de
Bromeliaceae, com lobos estigméaticos altamente contorcidos e cobertos por uma
cuticula ornamentada em A. bicolor, A. distichantha, A. fasciata e A. nudicaulis (Souza
et al., 2016).

Dentre as fungdes do estigma esta a acéo de reter os graos de pdélen, manter
a hidratacdo e promover a germinacdo, além de fornecer pontos de entrada e
orientacdo para os tubos polinicos em direcdo aos ovarios (Edlund et al., 2004). Além
disso, a morfologia do estigma em Bromeliaceae possui uma importancia significativa
para a caracterizacdo da familia. Sua morfologia incomum tem sido utilizada inclusive
para distinguir Bromeliaceae de outras familias de monocotiledéneas (Brown e
Gilmartin, 1984).
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Tabela 4. Caracteres morfolégicos do estigma e estilete de 23 espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas

do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica.

Estigma (mm)

Estilete (mm)

Comprimento

Especies Tipo Coloragéo Comprimento Diametro Comprimento Diametro das(ﬁﬁgllas

W. amorimii Conduplicado-espiral Branco 430+0,11a 0,79+0,02a 10,10+0,89d 0,81+0,02a 46,92+ 3,46
W. andersoniana Conduplicado-espiral Branco 158+0,03d 0,75+0,03a 8,85+0,03f 0,68%+0,02a 23,02%+5,15
W. bicolor Conduplicado-espiral Branco 1,31+0,06e 0,80+0,08b 8,64+0,14f 0,77+0,02a 33,43+4,71
W. brasiliensis Conduplicado-espiral Lilas 2,42 +0,02c 0,75+0,01a 8,21 +0,42f 0,42+0,01b 35,23+8,40
W. burle-marxii Conduplicado-espiral Branco 1,42+0,01le 052+001b 6,81+007g 0,63%+0,02a 26,99+2,90
W. canaliculata Conduplicado-espiral Branco 150+0,02d 0,74+0,03a 1250+0,38b 0,44+0,02b 75,23+9,47
W. carvalhoi Conduplicado-espiral Branco 3,79+001b 1,00+£0,01a 1490+0,14a 0,65+0,04a 73,74+4,45
W. conduruensis Conduplicado-espiral Branco 145+003e 085%+0,02a 9,84+004e 0,70x0,01a 58,84+1,37
W. froesii Conduplicado-espiral Branco 1,19+0,04e 0,48+0,01b 9,16+0,11e 0,47x0,02b 38,30+5,99
W. gregaria Conduplicado-espiral Branco 2,09+048c 1,02+0,02a 11,00+0,11c 0,48+0,90b 53,60+ 2,57
W. guedesiae Conduplicado-espiral Branco 3,34+£0,06b 104+0,03a 1440+0,17a 0,76+0,02a 127,68+2,51
W. incompta Conduplicado-espiral Verde 1,10+0,02e 0,73+£0,02a 5,24+007h 035%+0,02c 34,83+3,70
W. ituberaensis Conduplicado-espiral Branco 2,37+007c 0,53+0,03b 8,38+ 0,03 f 0,43+0,01b 24,19+ 4,66
W. laevigata Conduplicado-espiral Branco 1,16 +1,10e 0,75+0,02 a 8,17+ 0,49 f 0,47 +0,01b 54,06+ 7,00
W. limae Conduplicado-espiral Verdeclaro 1,25+0,04e 0,79%+0,02a 9,34+0,02e 0,70x0,03a 43,71+5,15
W. lingulatoides Conduplicado-espiral Branco 1,12+0,05e 0,67+0,02b 6,25+0,02g 052+0,02b 41,71+9,05
W. linharesiorum Conduplicado-espiral Verde 0,84+0,01f 0,45+0,02b 433+0,211i 0,24+ 0,02c 46,14 +6,59
W. neoregelioides  Conduplicado-espiral Branco 352+0,06b 102+0,03a 1345+0,17a 080x0,02a 89,53+8,32
W. patentissima Conduplicado-espiral Branco 1,10+ 0,05e 0,69+0,02b 6,32+0,02g 0,44+0,02b 31,71+381
W. pendulispica Conduplicado-espiral Branco 1,14+0,05e 0,73+£0,02a 6,20+x0,06g 053%+0,04b 21,40%+211
W. sulbahianensis  Conduplicado-espiral Branco 1,11+0,03e 0,45+0,01b 7,01+0,10f 0,45+0,02b 31,72+1,71
W. turbinocalyx Conduplicado-espiral Verde 1,85+0,02d 0,71+0,02a 9,64+0,24e 058+002b 30,06+ 18.50
W. viridostigma Conduplicado-espiral Verde 1,18+ 1,10e 0,78+ 0,02 a 8,65+0,49f 0,52+0,01b 30,03+2,71
CV (%) 12,32 9,26 11,13 7,21 35,14

Médias seguidas da mesma letra nédo diferiram pelo teste de Scott-Knott (p < 0,01).
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Figura 5. Morfologia do tipo conduplicado-espiral com papilas estigmaticas levemente
denteadas e tubulares no género Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na
Mata Atlantica. A, E) Wittmackia amorimii; B, F) W. andersoniana; C, G) W. bicolor; D,
H) W. brasiliensis; I, M) W. burle-marxii; J, N) W. canaliculata; K, O) W. carvalhoi; L,
P) W. conduruensis (es=estigma, et=estilete, pp=papilas. Barras: A, B, C, D, |, J, K e
L =500 um; E, F, G, H, M, N, O e P) 100 pm.
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Figura 6. Morfologia do tipo conduplicado-espiral com papilas estigmaticas levemente
denteadas e tubulares no género Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na
Mata Atlantica. A, E) Wittmackia froesii; B, F) W. gregaria; C, G) W. guedesiae; D, H)
W. incompta; I, M); W. ituberaensis; J, N) W. laevigata; K, O) W. limae; L, P) W.
lingulatoides. (es=estigma, et=estilete, pp=papilas. Barras: A, B, C, D, I, J, Ke L =500
um; E, F, G, H, M, N, O e P) 100 pm.
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Figura 7. Morfologia do tipo conduplicado-espiral com papilas estigmaticas levemente
denteadas e tubulares no género Wittmackia endémicas do Brasil e ocorrentes na
Mata Atlantica. A, E) Wittmackia linharesiorum; B, F) W. neoregelioides; C, G) W.
patentissima; D, H) W. pendulispica; I, L) W. sulbahianensis; J, M) W. turbinocalyx; K,
N) W. viridostigma. (es=estigma, et=estilete, pp=papilas. Barras: A, B, C,D, |, J,Ke L
=500 um; E, F, G, H, M, N, O e P) 100 pm.
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Testes histoquimicos

Verificaram-se interacdes significativas nos trés estadios de desenvolvimento
floral (pré-antese, antese e pos-antese) (teste Tukey, p<0,01), com valores superiores
na antese para todas as espécies de Wittmackia. Em contrapartida, durante a preé-
antese, observou-se uma reducdo da viabilidade em W. carvalhoi (43,50% para
Alexander e 60,14% para FDA) e W. gregaria (57,09% para Alexander e 45,05% para
FDA) (Tabela 5, Figura 8A, D).

As analises estatisticas indicam diferencas significativas (Teste F, p<0,01)
entre os testes histoquimicos, com maiores resultados para a solucédo de Alexander
(1969) na maioria das espécies. Ainda que a variacdo seja significativa, é possivel
verificar que a maioria das espécies demonstram alta viabilidade para os dois testes
histoquimicos, o que evidencia a confiabilidade nos métodos utilizados.

Tabela 5. Histoquimica dos grédos de pdlen de 23 espécies de Wittmackia
(Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil, ocorrentes na Mata Atlantica e
avaliada em duas metodologias (Alexander e diacetato de fluoresceina - FDA) e trés
estadios de desenvolvimento floral (pré-antese, antese e pds-antese).

Espécie Histoquimica Pré-antese Antese Pés-antese
W. amorimii Alexander 82,52 aB 96,60 aA 83,50 aB
FDA 86,30 Ab 94,00 aA 72,57 bC
W. andersoniana Alexander 83,12 aB 93,00 aA 73,35 aC
FDA 82,15 aA 86,13 bA 67,28 aB
W. bicolor Alexander 91,03 aA 96,10 aA 93,70 aA
FDA 81,20 bB 95,50 aA 91,20 aA
W. brasiliensis Alexander 80,40 aB 88,77 aA 65,30 bC
FDA 87,00 aAB 91,23 aA 74,30 aBC
W. burle-marxii Alexander 92,30 aAB 97,01 aA 88,50 aBC
FDA 93,80 aA 95,19 aA 91,29 aA
W. canaliculata Alexander 89,00 aB 97,40 aA 93,20 bAB
FDA 90,30 aBC 98,13 aA 95,53 aAB
W. carvalhoi Alexander 43,50 bB 81,20 bA 78,50 bA
FDA 60,14 aC 98,50 aA 85,00 aB
W. conduruensis Alexander 88,40 aA 88,20 aA 82,40 aAB
FDA 79,30 bB 89,19 aA 71,29 bC
W. froesii Alexander 88,70 aA 88,00 aA 81,03 aAB
FDA 85,03 aA 88,85 aA 87,34 aA
W. gregéria Alexander 57,09 aC 93,93 aA 89,03 aB
FDA 45,05 bB 87,76 bA 85,97 aA
W. guedesiae Alexander 83,10 aAB 91,50 bA 89,30 bA
FDA 86,12 aB 98,47 aA 96,10 aA
W. incompta Alexander 93,20 aA 98,00 aA 96,50 aA
FDA 91,50 aAB 97,42 aA 64,47 bC
W. ituberaensis Alexander 58,10 aB 89,70 aA 89,01 aA
FDA 63,00 aC 90,44 aA 86,17 aAB
W. laevigata Alexander 80,80 aC 97,80 aA 93,09 aAB
FDA 82,90 aB 96,90 aA 94,88 aA
W. limae Alexander 64,80 aB 93,50 aA 67,07 aB
FDA 68,10 aB 93,90 aA 69,19 aB
W. lingulatoides Alexander 93,60 aA 94,60 aA 92,80 aA
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FDA 90,16 aA 92,52 aA 90,15 aA
W. linharesiorum Alexander 80,00 aA 85,40 aA 83,20 aA
FDA 53,35 bC 87,50 aA 65,39 bB
W. neoregelioides Alexander 82,75 aB 93,51 aA 88,50 aB
FDA 83,28 aB 92,57 aA 90,49 aA
W. patentissima Alexander 88,60 aB 95,60 aA 93,80 aA
FDA 88,68 aB 98,92 aA 86,40 bB
W. pendulispica Alexander 70,20 aA 77,40 bA 73,30 aA
FDA 65,50 aBC 83,37 aA 70,38 aB
W. sulbahianensis Alexander 88,80 aA 88,11 aA 78,40 aB
FDA 83,20 aA 85,59 aA 75,59 aB
W. turbinocalyx Alexander 92,80 aA 98,61 aA 91,40 aA
FDA 63,20 bB 88,59 bA 84,59 bA
W. viridostigma Alexander 89,15 aB 98,71 aA 80,18 aC
FDA 88,11 aAB 95,57 aA 70,51 bC
CV% 12,17

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha dentro do mesmo fator,
nao diferem entre si pelo teste de F e Tukey (p< 0,01), respectivamente.

Em estudos conduzidos por Fagundes et al. (2024), com Dyckia dissitiflora
Schult.f.,, os grdos de polen demonstraram alta viabilidade com a solugdo de
Alexander (1969), registrando estimativas superiores a 97% independentemente do
estadio de desenvolvimento floral. O presente estudo também esta alinhado com Mota
et al. (2024), que investigaram a viabilidade polinica em nove espécies de Lymania.
Os autores observaram alta viabilidade com a solucédo de Alexander e diacetato de
fluoresceina, indicando que esses testes histoquimicos sdo bons indicadores de
viabilidade polinica e estao correlacionados com a germinacao in vitro.

A solucédo Alexander é um bom teste de histoquimico quando comparado a
outros corantes, pois permite distinguir os gréos de poélen viaveis e inviaveis na maioria
das espécies de angiospermas (Souza et al., 2017). O corante Alexander € uma
solucdo tripla contendo fucsina acida, que cora o citoplasma de vermelho, o verde
malaquita, que tinge a parede dos grdos de podlen de verde e o Orange G, que
intensifica a coloracao (Alexander, 1969). Graos de pdlen viaveis e integros coram de
roxo ou azul escuro (Figura 8A-C).

O diacetatato de fluoresceina (FDA) visa verificar integridade da membrana
plasmatica que esta intimamente relacionada com a viabilidade polinica e atividade
enzimatica dos graos de polen (Heslop-Harrison; Heslop Herrison, 1970). O corante
ao atravessar as membranas é hidrolisado pelas esterases intercelulares e a
fluoresceina se acumula no citoplasma (Impe et al., 2020). Graos de pdlen com
membranas plasmaticas intactas sdo considerados viaveis e refletem uma cor verde

brilhante, ja os inviaveis emitem luz atribuivel a fluorescéncia da exina e a pequena
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adsorcao de fluoresceina pelo conteudo celular residual (Heslop-Harrison; Heslop-
Herrison, 1970) (Figura 8D-F).

Valores de viabilidade polinica acima de 70% séo classificados como altos e
sdo adequados para serem utilizados em programa de melhoramento de plantas
(Hister e Tedesco, 2016). Os resultados deste estudo sugerem que as espécies de
Wittmackia possuem alta viabilidade, indicando uma maior possibilidade de formacé&o
de sementes. No entanto, € importante notar que o teste histoquimico, apesar de ser
um procedimento simples e barato, pode superestimar os valores de viabilidade
(Dafni, 1992; Souza et al., 2016).

Germinacéao in vitro dos gréos de polen

As analises estatisticas demonstraram diferencas significativas entre os meios
de cultura com maior germinagéao observada em meio de cultura SM independente do
estadio de desenvolvimento floral (Tabela 6, Figura 8).

Apbs 24 horas de incubacgédo, a maioria das espécies de Wittmackia exibiu alto
percentual de germinagao com valores superiores a 80%, principalmente na antese.

As médias observadas na germinacao in vitro indicaram valores proximos aos
obtidos nos testes histoquimicos em todas as espécies de Wittmackia, destacando
maior germinagdo na antese e valores inferiores na pré-antese, conforme observado
nas espécies W. carvalhoi (37,20 £ 1,12) e W. gregaria (46,80 + 2,20) (Tabela 6, Figura
8H).

O meio de cultura SM também mostrou maior eficiéncia quanto ao comprimento
do tubo polinico, alcancando 1,24 + 0,02 mm para W. andersoniana, enquanto W.
incompta apresentou 0 menor comprimento com 0,23 + 0,05 mm (Tabela 6, Figura
8J). J& no meio de cultura BM, W. lingulatoides obteve o maior comprimento com 1,10
+ 0,08 mm, e 0 menor comprimento do tubo polinico foi observado em W. pendulispica
com 0,17 + 0,04 mm (Tabela 6, Figura 8I). De maneira geral, observou-se que as flores
em antese resultaram em graos de pélen com maior porcentagem de germinacao e

maior comprimento do tubo polinico em todas as espécies estudadas.
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Tabela 6. Porcentagem de germinacéo in vitro e comprimento do tubo polinico de 23
espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil,
ocorrentes na Mata Atlantica e avaliada em dois meios de cultura (BM e SM) e trés

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

Espécie Meio de Cultura Pré-antese Antese Pds-antese
Germinacao (%)
W. amorimii BM 68,23 bC 84,32 aA 70,66 bB
SM 86,65 aA 87,45 aA 85,03 Aa
W. andersoniana BM 86.00 aAB 92.03 aA 60.89 aC
SM 90.90 aA 94.03 aA 67.81 aB
W. bicolor BM 82,80 bB 96,29 aA 97,05 aA
SM 95,42 aA 98,45 aA 95,65 aA
W. brasiliensis BM 82,38 aA 85,28 aA 67,21 aB
SM 84,84 aA 87,02 aA 71,36 aB
W. burle-marxii BM 90,56 aA 94,43 aA 83,85 bB
SM 93,72 aA 96,85 aA 92,53 aA
W. canaliculata BM 68,70 bB 85,09 bA 81,08 bA
SM 91,10 aA 95,77 aA 90,36 aA
W. carvalhoi BM 37,20 bB 87,50 aA 82,70 aA
SM 52,20 aB 90,70 aA 87,40 aA
W. conduruensis BM 71,26 bB 77,04 bA 62,77 bC
SM 80,37 aAB 85,00 aA 80,05 aAB
W. froesii BM 78,63 bAB 80,49 aA 83,04 aA
SM 88,90 aA 89,03 aA 79,18 bB
W. gregéria BM 48,78 aC 84,98 bA 78,56 aB
SM 46,80 aC 95,78 aA 77,92 aB
W. guedesiae BM 85,40 aB 95,06 aA 85,93 bB
SM 90,23 aB 98,14 aA 92,11 aB
W. incompta BM 87,68 aAB 93,22 aA 60,37 bC
SM 93,33 aA 95,28 aA 92,63 aA
W. ituberaensis BM 63,23 aB 90,51 bA 93,32 aA
SM 68,65 aC 98,35 aA 87,17 bB
W. laevigata BM 74,16 aB 91,47 aA 87,17 aA
SM 77,27 aB 94,33 aA 90,06 aA
W. limae BM 66,05 bB 81,23 bA 60,03 aBC
SM 75,15 aB 88,63 aA 65,27 aC
W. lingulatoides BM 91,60 aA 93,16 aA 89,80 aA
SM 93,10 aA 94,52 aA 91,10 aA
W. linharesiorum BM 54,37 bC 84,24 aA 60,45 bB
SM 72,22 aB 87,58 aA 85,56 aA
W. neoregelioides BM 81,75 aBC 91,81 aA 85,50 aAB
SM 86,28 aBC 97,57 aA 90,41 aAB
W. patentissima BM 91,62 aA 92,92 aA 80,05 bB
SM 89,78 aBC 94,19 aA 92,29 aAB
W. pendulispica BM 62,50 bB 80,61 aA 61,20 bB
SM 70,89 aBC 84,95 aA 75,93 aB
W. sulbahianensis BM 84,18 aA 83,13 aA 74,40 aB
SM 85,10 aA 87,59 aA 75,59 aB
W. turbinocalyx BM 68,48 bC 83,39 bA 76,04 bB
SM 82,86 aC 92,40 aA 87,07 aBC
W. viridostigma BM 82,55 aB 95,51 aA 75,52 aC
SM 86,31 aB 98,10 aA 78,33 aC
CV% 15,57
Comprimento do tubo polinico (mm)
W. amorimii BM 0,25 bA 0,25 bA 0,22 bA
SM 0,41 aB 0,81 aA 0,43 aB
W. andersoniana BM 1,08 bA 1,04 bA 0,45 bB
SM 1,24 aA 1,18 aA 0,66 aB
W. bicolor BM 0,54 aB 0,65 bA 0,53 bB
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SM 0,53 aB 0,76 aA 0,72 aA
W. brasiliensis BM 0,52 aA 0,49 bA 0,33 bB
SM 0,58 aAB 0,63 aA 0,66 aA
W. burle-marxii BM 0,39 bB 0,54 bA 0,50 bA
SM 0,47 aB 0,63 aA 0,69 aA
W. canaliculata BM 0,30 aA 0,32 bA 0,35 aA
SM 0,27 aC 0,47 aA 0,32 bB
W. carvalhoi BM 0,19 bC 0,52 bA 0,29 bB
SM 0,36 aC 0,72 aA 0,48 aB
W. conduruensis BM 0,49 bB 0,57 bA 0,47 bB
SM 0,60 aA 0,69 aA 0,63 aA
W. froesii BM 0,40 aA 0,39 bA 0,41 bA
' SM 0,48 aBC 0,72 aA 0,52 aB
W. gregaria BM 0,44 bB 0,53 bA 0,54 bA
SM 0,61 aBC 1,12 aA 0,70 AB
W. guedesiae BM 0,35 bBC 0,44 bA 0,38 bB
SM 0,58 aB 0,66 aA 0,57 aB
W. incompta BM 0,22 aA 0,24 bA 0,21 aA
SM 0,23 aB 0,37 aA 0,27 aB
W. ituberaensis BM 0,24 bBC 0,48 bA 0,30 bA
SM 0,63 aA 0,71 aA 0,69 aA
W. laevigata BM 0,43 bA 0,44 bA 0,39 bA
SM 0,94 aA 0,91 aA 1,05 aA
W. limae BM 0,48 bB 0,61 bA 0,35 bC
SM 0,65 aB 1,18 aA 1,04 aA
W. lingulatoides BM 1,10 aA 1,05 Aa 0,98 aA
SM 0,98 aA 1,08 aA 1,01 aA
W. linharesiorum BM 0,46 bA 0,43 bA 0,51 aA
SM 0,65 aB 1,02 aA 0,48 aC
W. neoregelioides BM 0,81 aA 0,89 bA 0,79 Aa
SM 0,88 aB 1,01 aA 0,82 aB
W. patentissima BM 0,22 bA 0,25 bA 0,19 bA
SM 0,46 aA 0,46 aA 0,42 aA
W. pendulispica BM 0,17 bA 0,20 bA 0,19 bA
SM 0,45 aBC 0,63 aA 0,50 aB
W. sulbahianensis BM 0,73 aB 0,89 bA 0,78 aB
SM 0,83 aB 1,02 aA 0,81 aB
W. turbinocalyx BM 0,70 aA 0,70 bA 0,50 bB
SM 0,81 aA 0,87 aA 0,66 aB
W. viridostigma BM 0,68 bB 0,81 aA 0,62 aB
SM 0,81 aA 0,85 aA 0,68 aB

CV% 28,33

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e maidscula na linha dentro do mesmo fator,
nao diferem entre si pelo teste de F e Tukey (p< 0,01), respectivamente. Meios de cultura: BM (PARTON
et al., 2002). SM (SOARES et al., 2008).
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Figura-8. Viabilidade dos graos de pdlen de Wittmackia (Bromelioideae,
Bromeliaceae) endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica. A-F) Testes
histoquimicos evidenciando gréos de podlen viaveis (seta tracejada) e inviaveis (seta
continua). A-C) Solucdo de Alexander 2%. D-F) Diacetato de fluoresceina. G-I)
Germinacédo de pdlen in vitro em meios de cultura BM (PARTON et al., 2002). J-L)
Germinacéo de pdlen in vitro em meios de cultura SM (SOARES et al., 2008). A) Teste
de Alexander com graos de pélen de Wittmackia carvalhoi evidenciando baixa
viabilidade na pré-antese; B) Teste de Alexander com grédos de poélen de W.
canaliculata evidenciando altas taxas de germinacdo na antese; C) Teste de
Alexander com gréos de polen de W. brasiliensis evidenciando grdos de polen
tétrades viaveis e inviaveis na pos-antese; D)Teste com diacetato de fluorosceina
(FDA) de W. gregaria evidenciando baixa viabilidade na pré-antese; E) Teste com
(FDA) de W. guedesiae evidenciando alta viabilidade na antese; F) Teste com (FDA)
de W. burle-marxii evidenciando graos de polen tétrades viaveis e inviaveis na pos-
antese; G) Germinacgao dos graos de podlen de Wittmackia brasiliensis evidenciando
graos de polen tétrades germinados na antese; H) Germinacgéo dos gréaos de pélen de
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W. carvalhoi evidenciando alguns gréos de polen sem germinar na pré-antese; )
Germinacéo dos graos de polen de W. pendulispica evidenciando menor comprimento
do tubo polinico na pés-antese; J) Germinacdo dos graos de podlen de W.
andersoniana evidenciando grande comprimento do tubo polinico na pré-antese; K)
Germinacdo dos grdos de polen de W. lingulatoides evidenciando grande
comprimento do tubo polinico na antese; L) Germinacao dos grdos de pélen de W.
ituberaensis evidenciando alta germinacdo na antese. Barras: A-F= 100 um; G-L) =
0,5 mm.

O presente estudo esta alinhado com pesquisas de Souza et al. (2020) e Mota
et al. (2024), realizadas com espécies dos géneros Tillandsia L. e Lymania Read. Em
ambos os estudos, o meio de cultura SM (Soares et al., 2008) promoveu maior
porcentagem de germinacao e comprimento do tubo polinico para todas as espécies
investigadas. A literatura também relata a falta de eficiéncia no meio de cultura BM
em Aechmea Ruiz & Pav (Souza et al., 2017). No mesmo estudo, com a espécie W.
bicolor, o comprimento do tubo polinico apresentou valores mais elevados para o meio
de cultura SM em comparacéo ao BM.

Vale ressaltar que os dados de germinacao do grdo de podlen variam também
conforme a espécie, obedecendo a fisiologia da planta, como pode ser verificado em
diversos estudos na area (Zambon et al., 2014; Bastos et al., 2017; Souza et al., 2020;
Ferreira et al., 2021).

Provavelmente, o sucesso na germinacao in vitro em meio de cultura SM no
atual e demais estudos se justifica pela composicédo do meio de cultura, uma vez que
0 meio de cultura SM apresenta constituicdo mais rica em nutrientes como: nitrato de
calcio, sulfato de magnésio e nitrato de potassio, substancias essenciais para
maximizar a germinacéo do poélen dessas espécies (Soares et al., 2008).

Além dos constituintes quimicos a concentracdo de sacarose utilizada nos
meios de cultura BM (20%) e SM (15%) é fator importante. A adicao de sacarose como
fonte de carboidratos visa suprir as necessidades metabdlicas dos explantes,
participando na geracdo de energia ou como fonte de esqueletos carbbnicos para os
processos biossintéticos implicados na diferenciacao celular (Soares et al., 2011). A
sacarose fornece a energia necessaria para auxiliar no processo de desenvolvimento
do tubo polinico e integridade polinica (Baloch et al., 2001). Entretanto, € importante
avaliar a melhor concentracdo para cultura, visto que, em altas concentragdes (maior

que 30%) causam desequilibrio, impedindo a germinacdo dos graos de podlen
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(Abdelgadir et al., 2012; Almeida et al., 2019) e, em baixa concentracdo pode
ocasionar o rompimento do tudo polinico, devido ao aumento de pressdo osmoética e
baixa resisténcia da parede celular, ocorrendo um répido influxo de adgua nos graos
de pdlen, causando perda de substéncias e ions solUveis no citoplasma (Loguercio,
2002).

Receptividade do estigma

Os dois métodos avaliados foram eficazes para determinacao da receptividade
do estigma nas 23 espécies estudadas, com resultados semelhantes para as duas
metodologias (Tabela 7, Figura 9).

Quanto aos estadios de desenvolvimento floral, houve variacdo. Durante a pré-
antese predominou resposta positiva muito forte (+++), com excecado das espécies W.
bicolor, W. brasiliensis, W. canaliculata e W. gregaria que apresentaram resposta
positiva forte (++) e, W. burle-marxii, W. pendulispica e W. viridostigma, com resposta
positiva fraca (+) nos dois métodos utilizados (Tabela 9, Figura 9B, C, D e F).

O periodo da antese e pés-antese resultou em alta atividade enzimatica em
guase todas as espécies, com excecdo da W. brasiliensis, que apresentou uma
resposta positiva forte (++). Esses dados indicam que a antese e pds-antese sao 0S
estadios florais mais propicios para a polinizagéo.

O teste com peréxido de hidrogénio a 3% é bastante simples e utiliza reagente
facilmente disponivel, sendo amplamente empregado em estudos voltados de
viabilidade estigmética de plantas. Contudo, de acordo com Dafni e Maués (1998) e
Souza et al. (2016) néo é aconselhavel utilizar apenas o peréxido de hidrogénio como
anico indicador, pois danos no estigma pode inferir em um falso positivo com a
presenca de bolhas de ar.

Os resultados aqui apresentados comprovam a eficiéncia dessa solucdo nas
espécies estudadas, ja que néo diferenciou da solugéo de a-naftil-acetate + fast blue
B salt (Tabela 7, Figura 9B, D e F).

Por outro lado, o método a-natftil-acetato + fast blue B salt permite identificar de
forma rapida a atividade da enzima esterase com uma coloragdo marrom escura na
regido exata do estigma receptivo (Tabela 7, Figura 9A, C e E), (Souza et al., 2016;
Souza et al., 2020).
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Tabela 7. Receptividade do estigma em 23 espécies de Wittmackia (Bromelioideae,

Bromeliaceae) endémicas do Brasil, ocorrentes na Mata Atlantica e avaliada na pre-

antese, antese e pds-antese em duas diferentes metodologias.

a-naftil-acetate + fast blue B

Peréxido de Hidrogénio 3%

Espéci salt
species Pré- Pés- Pré- Pés-
Antese Antese
antese antese antese antese

W. amorimii +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. andersoniana +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. bicolor ++ +++ +++ ++ +++ +++
W. brasiliensis ++ ++ ++ ++ ++ ++
W. burle-marxii + +++ +++ + +++ +++
W. canaliculata ++ +++ +++ ++ +++ -+
W. carvalhoi +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. conduruensis +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. froesii +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. gregaria ++ +++ +++ ++ +++ +++
W. guedesiae +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. incompta +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. ituberaensis +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. laevigata +++ +++ +++ + +++ +++
W. limae +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. lingulatoides +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. linharesiorum +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. neoregelioides +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. patentissima +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. pendulispica + +++ +++ + +++ +++
W. sulbahianensis +++ +++ +++ +++ +4+ +4+
W. turbinocalyx +++ +++ +++ +++ +++ +++
W. viridostigma + +++ +++ +++ +++ +++

Dafni e Maués (1998): (-) sem reacéo; (+) resposta positiva fraca; (++) resposta
positiva forte; (+++) resposta positiva muito forte.
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Figura 9. Receptividade do estigma com solugéo a-naftil-acetate + fast blue B salt (A,
C e E) e com pero6xido de hidrogénio (B, D e F) em Wittmackia endémicas do Brasil e
ocorrentes na Mata Atlantica. A) Wittmackia conduruensis evidenciando resposta
positiva muito forte (+++) com a-naftil-acetate durante os trés periodos de
desenvolvimento floral; B) W. brasiliensis evidenciando resposta positiva forte (++)
com peroéxido de hidrogénio durante os trés periodos de desenvolvimento floral; C) W.
pendulispica evidenciando resposta positiva fraca (+) com a-naftil-acetate durante a
pré-antese e resposta positiva muito forte (+++) na antese e poés-antese; D) W.
canaliculata evidenciando resposta positiva forte (++) durante a pré-antese e resposta
positiva muito forte (+++) na antese e pés-antese; E) W. turbinocalyx evidenciando
resposta positiva muito forte (+++) com a-naftil-acetate durante os trés periodos de
desenvolvimento floral; F) W. viridostigma evidenciando resposta positiva fraca (+)
com peroxido de hidrogénio durante a pré-antese e resposta positiva muito forte (+++)
na antese e pds-antese. pa = pré-antese, an = antese, po = p0s-antese. Barras: A-
F=1 mm.
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Os resultados do presente estudo demonstram maior atividade enzimatica
durante a antese e pos-antese, semelhante aos estudos de Souza et al. (2016; 2020),
que avaliaram a receptividade do estigma em espécies de Bromeliaceae de diferentes
géneros. Esses autores observaram maior receptividade durante a antese na maioria
das espécies, sendo que algumas o estigma permaneceu receptivo até dois dias apos
a antese.

Herrero e Dickinson (1981) e Dafni e Maués (1998) relataram que a
receptividade estigmética esta associada a producdo de secrecdo estigmética e a
atividade das enzimas esterase e peroxidase. Essa atividade enzimatica esta
relacionada a abertura floral e ao tempo que a flor permanece aberta Souza et al.
(2016). No entanto, é essencial que a receptividade do estigma e viabilidade polinica
estejam sincronizadas em todos os estadios florais para o sucesso reprodutivo,
evitando uma barreira temporal como a dicogamia, ou seja, protoginia
(amadurecimento do gineceu antes do androceu) ou protandria (amadurecimento do
androceu antes do gineceu) (Souza et al., 2016).

Para realizar cruzamentos entre progenitores, € crucial entender a variacao da
receptividade estigmatica nos individuos a serem cruzados e o periodo em que o
pistilo esta receptiva ao grao de polen. A receptividade do estigma desempenha um
papel essencial em estudos de hibridagdo (Souza et al., 2022), pois para que ocorra
a fecundacao, os gréos de poélen precisam estar viaveis e o estigma deve estar em

condicdo receptiva (Zulkarnain et al., 2019).

CONCLUSAO

O género Wittmackia ndo apresenta uma caracteristica palinoldgica padréo;
suas espécies possuem grdos de pdlen dispersos em monades ou tétrades, com
variabilidade morfopolinica quanto a forma, polaridade, simetria e ornamentacdo da
exina.

Todos os estigmas encontrados em Wittmackia spp. sao do tipo conduplicado-
espiral com papilas estigmaticas denteadas ou tubulares, variando em coloragéo entre
branca, verde ou lilas.

Nas diferentes andlises histoquimicas, as espécies de Wittmackia
demonstraram alta viabilidade dos grédos de pdlen, independentemente da
conformacao do gréo de pdlen, o que esta em concordancia com os resultados da

germinacao in vitro.
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Observou-se que tanto os graos de podlen quanto os estigmas apresentam
viabilidade ou receptividade por periodos semelhantes na maioria das espécies
estudadas, sugerindo a auséncia de dicogamia.

Estudos da morfologia e viabilidade polinica oferece informages importantes
para a conservacao e melhoramento genético de Wittmackia spp., auxiliando também
na taxonomia do género e no sucesso reprodutivo de futuros cruzamentos

controlados.
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CAPITULO 2

SISTEMAS REPRODUTIVOS E HIBRIDACOES PARA USO ORNAMENTAL DE
Wittmackia (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO BRASIL E
OCORRENTES NA MATA ATLANTICA

! Manuscrito a ser ajustado e submetido ao Periédico “Scientia Horticulturae”.
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SISTEMAS REPRODUTIVOS E HIBRIDACOES PARA USO ORNAMENTAL DE
Wittmackia (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO BRASIL E
OCORRENTES NA MATA ATLANTICA

RESUMO: Bromeliaceae exibe uma vasta diversidade de sistemas reprodutivos,
caracteristicas florais e estratégias de polinizacdo. A autocompatibilidade €
amplamente relatada entre os representantes da familia, assim como a ocorréncia de
autoincompatibilidade e sistemas de reproducédo mistos, nos quais uma planta pode
utilizar tanto a autofertilizacéo quanto a polinizacao cruzada. A hibridacdo permite criar
genotipos com novas combinacdes de formas e cores, desenvolvendo novos
cultivares ornamentais em contextos de paisagismo e horticultura. O conhecimento da
biologia reprodutiva €é fundamental para assegurar a sobrevivéncia e o
estabelecimento dos individuos, subsidiando planos de manejo e conservacdo. O
presente estudo teve como objetivo identificar os sistemas reprodutivos e as possiveis
hibridacdes interespecificas, bem como avaliar as possiveis barreiras reprodutivas de
16 espécies de Wittmackia, por meio da avaliacdo da germinacdo dos graos de pdlen
e crescimento do tubo polinico no pistilo com o uso de microscopia de fluorescéncia
com filtro ultravioleta. Para a identificacdo dos sistemas reprodutivo, foram avaliadas
polinizagbes controladas: polinizacdo natural;, autopolinizagcdo espontanea;
autopolinizagdo artificial; polinizacdo cruzada e agamospermia. A estratégia
reprodutiva foi determinada através do indice de autogamia, indice de
autoincompatibilidade e eficiéncia reprodutiva. Mais de 65% das espécies estudadas
apresentaram autoincompatibilidade, sendo algumas parcialmente autocompativeis,
mas com forte tendéncia a polinizacdo cruzada. Nao foi observada agamospermia.
Para obter possiveis hibridos foram realizadas 713 hibridacdes interespecificas em 84
diferentes combinacdes com 16 espécies, resultando na producédo de 285 frutos em
44% das polinizagdes. Os principais eventos de autoincompatibilidade e
incongruéncia identificados apds cruzamentos incluem: baixa germinagcdo dos gréos
de pélen na superficie do estigma; inibicdo do crescimento do tubo polinico no
estigma; interrupcdo dos tubos polinicos ao longo do estilete com deposicdo de
calose; enovelamento dos tubos polinicos no interior do ovario, entre outros. As
sementes geradas nos diferentes sistemas reprodutivos e nas hibridacdes
apresentaram porcentagem de germinacéo acima de 85%, evidenciado a auséncia de
barreiras pos-zigoticas e a alta viabilidade das sementes. Os resultados deste estudo
contribuem significativamente para o conhecimento dos sistemas reprodutivos e para
os estudos de hibridacbes em Bromeliaceae, podendo gerar hibridos/ cultivares
potencialmente ornamentais e na reintroducéo de plantas no ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Microscopia de fluorescéncia, sistema reprodutivo, barreiras
reprodutivas, autoincompatibilidade.
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REPRODUCTIVE SYSTEMS AND HYBRIDIZATION FOR ORNAMENTAL USE OF
Wittmackia (BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMIC TO BRAZIL AND
OCCURRING IN ATLANTIC FOREST AREAS

ABSTRACT: Bromeliaceae exhibits a vast diversity of reproductive systems, floral
characteristics, and pollination strategies. Self-compatibility is widely reported among
representatives of the family, as well as the occurrence of self-incompatibility and
mixed reproductive systems, in which a plant can use both self-fertilization and cross-
pollination. Hybridization allows the creation of genotypes with new combinations of
shapes and colors for the development of new ornamental cultivars for landscaping
and horticulture contexts. Knowledge of reproductive biology is essential to ensure the
survival and establishment of individuals, supporting management and conservation
plans. The present study identifies the reproductive systems and possible interspecific
hybridizations, as well as evaluates possible reproductive barriers of 16 species of
Wittmackia, by evaluating pollen grain germination and pollen tube growth in the pistil
using fluorescence microscopy with ultraviolet filtration. To identify the reproductive
systems, controlled pollinations were carried out: natural pollination; spontaneous self-
pollination; artificial self-pollination; cross-pollination and agamospermy. The
reproductive strategy was determined through the autogamy index, self-incompatibility
index and reproductive efficiency. More than 65% of the studied species presented
self-incompatibility, some of which were partially self-compatible, but with a strong
tendency to cross-pollination. No agamospermy was observed. To obtain possible
hybrids, 713 interspecific hybridizations were performed in 84 different combinations
with 16 species, resulting in the production of 285 fruits in 44% of the pollinations. The
main self-incompatibility and incongruity events identified after crosses included: low
germination of pollen grains on the stigma surface; inhibition of pollen tube growth in
the stigma; interruption of pollen tube growth along the style with callose deposition;
and coiling of pollen tubes inside the ovary, among other factors. The seeds generated
in the different reproductive systems and in the hybridizations presented germination
percentages above 85%, evidencing the absence of post-zygotic barriers and high
seed viability. The results of this study contribute significantly to knowledge of
reproductive systems and to hybridization studies of Bromeliaceae, and can help
generate potentially ornamental hybrids/cultivars and support efforts to reintroduce
species in the environment.

KEYWORDS: Fluorescence microscopy, reproductive system, reproductive barriers,
self-incompatibility.
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INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae € bem diversificada, composta por 3.780 espécies e 82
géneros (Gouda e Butcher, 2024, atualizacdo continua). Essas espécies sdo
amplamente encontradas na regido neotropical, ocupando desde os ambientes mais
aridos até os mais umidos (Benzing, 2000). O Brasil se destaca como um dos maiores
centros de diversidade dessa familia, abrigando cerca de 40% de todas as espécies,
distribuidas em todos os dominios fitogeograficos (Forzza et al., 2024).

O género Wittmackia Mez pertence a subfamilia Bromelioideae, com origem
principalmente na Mata Atlantica do nordeste do Brasil. Suas espécies sao
encontradas em florestas montanhosas umidas no sul da Bahia ou de forma mais
heterogénea em diferentes condicbes ambientais (Aguirre-Santoro et al., 2020). As
espécies de Wittmackia apresentam uma taxa significativa de frutificacdo tanto por
autogamia (autofecundacédo) quanto por alogamia (cruzamento), indicando que a
frutificacdo em condicbes de polinizacdo aberta € assegurada por uma
autopolinizagdo espontanea (Souza et al., 2017). Essa adaptabilidade permite que as
espécies de Wittmackia prospere em uma ampla gama de habitats, desde ambientes
florestais especificos e montanhosos até areas mais variadas, expostas a diferentes
condicBes ambientais.

A familia Bromeliaceae exibe diferentes sistemas reprodutivos, caracteristicas
florais e estratégias de polinizacédo (Benzing, 2000; Givnish et al., 2011; Souza et al.,
2017). Entre os representantes da familia, observa-se frequentemente a
autocompatibilidade, em que uma planta pode se autofertilizar com sucesso. No
entanto, também sdo encontrados inimeros casos de autoincompatibilidade, em que
a planta ndo pode se autofertilizar devido a barreiras reprodutivas pré e pés-zigoticas,
dependendo da polinizacdo cruzada para reproducdo eficaz. Além disso, existem
sistemas de reproducdo mistos, nos quais uma planta pode utilizar tanto a
autofertilizacdo quanto a polinizagao cruzada, dependendo das condigdes ambientais
e dos recursos disponiveis (Matallana et al., 2010; Souza et al., 2017; Lenzi e Paggi,
2019; Mota et al.,, 2023; Fagundes et al., 2024). A agamospermia, processo de
reproducao assexuada por meio do desenvolvimento de sementes sem fertilizagao,
também é relatada em algumas espécies de Bromeliaceae (Souza et al., 2017;
Cavalcante et al., 2020). Essa variedade de estratégias reprodutivas contribui
significativamente para a adaptacdo das Bromeliaceae aos diferentes ambientes

ecoldgicos que ocupam em todo o mundo.
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A polinizacdo cruzada permite a troca de material genético entre as espécies
favorecendo o processo de formacao de hibridos, sendo uma importante fonte de
variagdo genotipica, o que permite a criagdo de cultivares ou variedades com novas
combinacgdes de formas e cores (Vervaeke et al., 2002; 2003; 2004; Souza et al.,
2011). Essa capacidade de hibridacdo nédo s6 promove a diversidade genética dentro
das Bromeliaceae, mas também é explorada no desenvolvimento de novas cultivares
ornamentais, contribuindo para uma maior atratividade dessa familia de plantas em
contextos de paisagismo e horticultura.

Em Bromeliaceae, ja foram relatados hibridos naturais, principalmente nos os
géneros Fosterella L.B.Sm, Pitcairnia L'Hér., Tillandsia L., Vriesea Lindl., entre outros
(Gardner, 1984; Luther 1984; Wendt et al., 2000; 2001; 2008; Sousa et al. 2003;
Wagner et al., 2015; Zanella et al., 2016); assim como relatos de hibridos artificiais
como em Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Lymania Read., Vriseae, entre outros
(Samyn, 1995; Souza et al., 2011; 2017; Mota et al., 2023). Além disso, a Sociedade
Internacional de Bromélias “Bromeliad Society International” (BSI, 2024) e o “Journal
of the Bromeliad Society” registram mais de 600 hibridos em inUmeras espécies de
mais de 35 géneros da familia. Contudo, considerando iniUmeras combinacfes
possiveis na familia Bromeliaceae, sdo poucas as combinacdes ja realizadas.

O tipo de sistema reprodutivo e 0 sucesso das hibridacbes podem ser
confirmados pelo método da microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta
utilizando azul de anilina, o que permite a visualiza¢do do crescimento do tubo polinico
e identifica algumas formas de incompatibilidade ou incongruéncia (Bandeira et al.,
2011; Souza et al., 2017). A microscopia de fluorescéncia facilita a identificacdo de
autofertilizacdo e polinizacdo cruzada, além de ser essencial para estudos de
hibridagcdo em programas de melhoramento genético de plantas.

Nesse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo identificar os sistemas
reprodutivos e as possiveis hibridagbes interespecificas, bem como avaliar as
possiveis barreiras reprodutivas de 16 espécies de Wittmackia, por meio da avaliacao
da germinacéo dos gréos de polen e crescimento do tubo polinico no pistilo com o uso
de microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta. Os resultados apresentados
séo inéditos, uma vez que ndo ha registros de estudos anteriores sobre hibridagcdo em

espécies do género Wittmackia.
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MATERIAIS E METODO

Foram estudadas 16 espécies de Wittmackia endémicas do Brasil, coletadas
em populacgdes naturais na Mata Atlantica (Tabela 1 e Figura 1). As avaliacdes foram
realizadas partes em campo, nas populagdes naturais (avaliagdo da polinizagao
aberta e eficiéncia reprodutiva), e parte em plantas coletadas e estabelecidas no
Banco de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélia) do Programa de POs-
graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais (PPG-RGV) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia, Brasil.

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

As coletas foram realizadas conforme a autorizacdo do SISBIO n. 69870-1 e
todas as atividades estdo devidamente cadastradas no SISGEN, sob a autorizagéo
A9E9F8D, em atendimento a legislacéo brasileira para espécies nativas. Exemplares
de cada espécie coletada em diferentes localidades foram incorporados ao acervo do
Herbario do Reconcavo da Bahia (HURB).
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Tabela 1. Espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do

Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica, incluindo o municipio de coleta e voucher do

Herbério HURB, endemismo e status de ameaca.

i Municipio de HURB . Status de
Espécies coleta na h Endemismo -
Bahia (voucher) Ameaca
e Igrapiuna 30415
W. amorimii Uruguca 27808 BA NE
. Brejoes 17903
W. bicolor Urucuca 30553 BA NE
W. brasiliensis Arataca 26118 BA NE
W. burle-marxii Itacaré 23966 BA, MG NE
W. canaliculata Mutuipe 34898 BA VU
Urucuca 22229
W. conduruensis Igrapitna 32023 BA CR
Itacaré 27184
.. Boa nova 32089
W. froesii Camaca 25958 AL, BA, PE NE
W. guedesiae Igrapitna 27182 BA CR
. Igrapitna 31979
W. incompta Urucuca 32895 BA NE
W. ituberaensis ltubera 30421 BA NE
W. limae Igrapiana 31986 BA NE
W. laevigata Arataca 26402 BA NE
W. linharesiorum Santa 24546 BA NE
Teresinha
Igrapicina 32000 LB CF
W. patentissima Boa nova 32090 "on o NE
RN, SE, ES,
Uruguca 29493 RJ
W. pendulispica Igrapitina 30549 BA NE
W. turbinocalyx Urucuca 27800 BA CR

*SEMA (2017), IUCN (2024), Forzza et al. (2013); Leme et al. (2023). CR = Criticamente
Ameacada; VU = Vulneravel; NE = N&o avaliada.
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Figura 1. Mapa da Bahia com os respectivos pontos de estudo e coleta das espécies
de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) utilizadas nos experimentos
reprodutivos.

Sistemas Reprodutivos

Para os sistemas reprodutivos das espécies de Wittmackia, foram realizadas
as seguintes polinizagdes controladas e acompanhamento das polinizagdes naturais:

a) Polinizac&o natural: flores abertas em campo sem manipulacéo;

b) Autopolinizacdo espontanea: flores protegidas sem emasculacgéo;

c) Autopolinizacéo artificial: flores polinizadas manualmente com grédos de
pélen da mesma flor;

d) Polinizacdo cruzada (xenogamia): flores emasculadas previamente e
subsequentemente polinizadas com graos de polen de outro individuo da mesma
espécie;

e) Agamospermia: emasculacao das flores sem deposicao de grdos de podlen
no estigma.

As polinizagdes foram realizadas nas primeiras horas da manha (6:00 — 7:30h),
sob as mesmas condi¢cdes de acordo com a disponibilidade de flores. Para cada
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tratamento, foi utilizado um numero diferente de flores, conforme indicado na Tabela
2. As flores foram etiquetadas com as informacdes de cada tratamento. A frutificacédo
foi acompanhada semanalmente até a maturagdo dos frutos. Foram avaliadas a
porcentagem de frutificacdo e o niumero de sementes por fruto. Para a polinizacédo
natural e para o célculo da eficiéncia reprodutiva, plantas frutificadas foram coletadas
e contabilizadas nas diferentes populacdes naturais.

Foram calculados os Indices de Autogamia (IA) dividindo-se o percentual de
frutos formados em flores a partir da polinizacao espontanea pelo percentual de frutos
formados em polinizacdo cruzada. Considerou-se que as espécies sao autbgamas
guando o indice de autogamia é superior a 0,30 (Ramirez e Brito, 1990). O indice de
autoincompatibilidade (IAl) foi calculado dividindo o percentual de frutos formados por
autopolinizagdo manual pelo percentual de frutos formados em flores de polinizagéao
cruzada. Foram consideradas compativeis ou parcialmente compativeis as espécies
com lAl superior a 0,30. Para espécies autoincompativeis, o valor de Al foi inferior a
0,30 (Ramirez e Brito, 1990).

A eficiéncia reprodutiva (EF) foi determinada pela porcentagem de frutos
formados com sementes de polinizacdo natural dividida pela porcentagem de frutos
formados com sementes por polinizacdo cruzada (Zapata e Arroyo, 1978). O indice
mais préximo de 1 evidencia alta eficiéncia reprodutiva, indices mais préximos de 0

indicam baixa eficiéncia reprodutiva.

Hibridacéo interespecifica

Foram realizadas 713 hibrida¢des interespecificas envolvendo as 16 espécies
de Wittmackia (Tabela 2). Nas plantas receptoras de grdos de poélen, as flores foram
emasculadas e ensacadas em estadio de pré-antese, evitando-se assim a
autopolinizacdo ou contaminacgao por graos de polen de outras espécies.

Graos de pdlen das espécies doadoras foram depositados no estigma das
flores emasculadas. Apds esse processo, as flores foram marcadas e novamente
protegidas com sacos de voil para evitar contaminagcao de polen por outras espécies.
Foram avaliados o numero de frutos e o nimero de sementes por fruto produzidos em

cada cruzamento, de acordo com Souza et al. (2017).
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Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo

Foram coletados cinco pistilos de cada sistema reprodutivo 24 horas apos as
polinizacoes, e fixados em solu¢cdo Carnoy (3 partes de etanol 95% para 1 parte de
acido acético glacial) por 48 horas. Em seguida, os pistilos foram imersos em solugéo
de sulfito de sodio a 10%, autoclavados a 120 °C por 20 minutos para clarificar e
amolecer os tecidos. A coloracéo foi realizada com solucéo de azul de anilina (0,01%)
em tampdao de fosfato tribasico, deixando-se overnight. Para verificar a germinacéo
dos graos de pdlen no estigma e o desenvolvimento dos tubos polinicos ao longo do
pistilo, foi utilizado microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta (Martin, 1959;
Souza et al., 2017). As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX51) equipado com camera digital (Olympus DP175 Olympus, Tokyo,
Japao), com filtro ultravioleta para deteccao de fluorescéncia e verificar a presenca de
calose.

Foram avaliadas quatro variaveis quanto a germinacao de graos de pélen e o
crescimento de tubos polinicos no pistilo: i) grdos de pdélen aderidos a superficie do
estigma (GPSE); ii) grdos de pdélen germinados na superficie do estigma (GPGE); iii)
crescimento do tubo polinico no pistilo (CTPP); e iv) 6vulos com tubo polinico
penetrado na micrépila (OTPM).

Os gréos de pélen aderidos a superficie do estigma (GPSE) e os graos de poélen
germinados na superficie do estigma (GPGE) foram avaliados de acordo com a
escala: 0) ausente; 1) de 1 a 25 graos de pélen; 2) de 25 a 50 graos de pdlen; 3) mais
de 50 graos de polen.

Os 6vulos fertilizados (OVFE) foram avaliados de acordo com a escala: 0)
ausente; 1) de 1 a 5 dvulos; 2) de 5 a 10 6vulos; 3) mais de 10 6vulos.

O crescimento do tubo polinico no pistilo (CTPP) foi avaliado conforme
adaptado de Souza et al. (2017) com a seguinte escala: 0) grdos de pdlen nao
germinados na superficie do estigma; 1) grdos de poélen 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 ovério; 6) tubo polinico proximo ao

ovulo; 7) tubo polinico penetrando na micrépila.
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Germinacéo in vitro de sementes

Sementes maduras dos diferentes sistemas reprodutivos e hibridagdes
interespecificas de Wittmackia foram desinfestadas em etanol 70% por 5 minutos,
solucéo de cloro ativo 1% de por 30 minutos, e enxaguadas trés vezes em agua
destilada esterilizada. As sementes foram cultivadas em tubos de ensaio contendo
meio de cultura com a metade das concentragdes de sais de MS (Murashinge; Skoog,
1962), com adicao de 3% de sacarose, 0,7% de &gar e pH 5,8. O niUmero de sementes
variou conforme a disponibilidade, sendo depositadas duas sementes em cada tubo
de ensaio. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento por 45 dias, sob
condicdes de temperatura de 27 + 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30 HJE m2 s
! e fotoperiodo de 16 horas. As avaliacdes foram realizadas aos 30 dias com a

contagem das sementes germinadas e ndao germinadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sistemas reprodutivo

Foram observados diferentes sistemas reprodutivos nas dezesseis espécies de
Wittmackia, com a presenca de alogamia em todas as espécies (Tabela 2). Mais de
65% das espécies de Wittmackia apresentaram autoincompatibilidade (I1AI<0,30),
enquanto W. burle-marxii, W. conduruensis, W. laevigata, W. limae, W. patentissima
foram parcialmente autocompativeis com sistema misto, mas com forte tendéncia a
polinizagéo cruzada (Tabela 2). Nao foi observada agamospermia em nenhuma das
espécies de Wittmackia (Tabela 2, Figura 2). Para a autopolinizagao artificial, apenas
seis espécies de Wittmackia apresentaram frutos com sementes, W. burle-marxii, W.
conduruensis, W. incompta, W. laevigata, W. limae e W. patentissima, variando de
25% a 83% de frutos.
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Tabela 2. Porcentagem de frutos com sementes e numero de sementes produzidas nos diferentes sistemas reprodutivos de 16
espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica.

Autopolinizagéo Autopolinizagéo

- Polinizacdo natural N . Polinizacdo cruzada Agam.

Espécies espontanea artificial
*Frutos com sementes
W. amorimii 100 (30/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 100 (30/30) 0 (0/10)
W. bicolor 100 (20/20) 0 (0/28) 0 (0/22) 100 (22/22) 0 (0/10)
W. brasiliensis 100 (12/12) 0 (0/10) 0 (0/10) 70 (7/10) 0 (0/10)
W. burle-marxii 93 (28/30) 10 (3/30) 30 (10/30) 100 (30/30) 0 (0/10)
W. canaliculata 100 (12/12) 0 (0/10) 0 (0/10) 100 (20/20) 0 (0/10)
W. conduruensis 100 (18/18) 0 (0/20) 25 (5/20) 75 (18/24) 0 (0/10)
W. froesii 70 (21/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 93 (28/30) 0 (0/10)
W. guedesiae 100 (9/9) 0 (0/20) 0 (0/20) 100 (20/20) 0 (0/10)
W. incompta 83 (25/30) 0 (0/30) 20 (6/30) 100 (30/30) 0 (0/10)
W. ituberaensis 100 (30/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 83 (25/30) 0 (0/10)
W. laevigata 67 (12/18) 23 (7/30) 50 (15/30) 100 (30/30) 0 (0/10)
W. limae 50 (15/30) 6 (2/30) 30 (9/30) 100 (30/30) 0 (0/10)
W. linharesiorum 100 (50/50) 0 (0/30) 0 (0/30) 90 (27/30) 0 (0/10)
W. patentissima 87 (26/30) 70 (21/30) 83 (25/30) 100 (30/30) 0 (0/30)
W. pendulispica 100 (30/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 97(29/30) 0 (0/10)
W. turbinocalyx 83 (25/30) 0 (0/20) 0 (0/30) 93(28/30) 0 (0/10)
Sementes produzidas**

W. amorimii 279,17 + 25,68 (250/312) 0 0 199,25 + 25,17 (162/235) 0
W. bicolor 118,89 + 35,13 (68/184) 0 0 122,32 + 41,21 (40/112) 0
W. brasiliensis 87,83 + 13,08 (59/102) 0 0 75,00 + 29,06 (42/119) 0
W. burle-marxii 59,03 + 13,20 (36/90) 16,00 + 1,63 (14/18) 75,40 + 7,66 (56/82) 74,77 £ 26,87 (30/110) 0
W. canaliculata 258,83 + 32,55 (213/301) 0 0 243,30 + 41,60 (174/300) 0
W. conduruensis 153,33 + 14,31 (51/234) 0 8,40 £ 2,07 (6/11) 132,79 +15,40 (102/157) 0
W. froesii 66,28 + 16,72 (40/98) 0 0 64,76 £ 17,90 (30/85) 0
W. guedesiae 91,67 + 10,25 (75/108) 0 0 100,00 + 6,60 (90/110) 0
W. incompta 68,27 + 6,33 (44/76) 0 8,16 + 1,77 (6/11) 52,54 + 16,92 (22/90) 0
W. ituberaensis 135,38 + 16,84 (112/164) 0 0 136,73 + 24,56 (62/152) 0
W. laevigata 147,27 + 22,14 (135/180) 72,85 + 12,53 (60/90) 98,00 + 9,76 (70/120) 146,82 + 40,25 (96/224) 0
W. limae 61,37 + 7,98 (55/70) 5,50 + 0,50 (5/6) 17,04 + 2,15 (15/20) 47,96 + 9,88 (36/61) 0
W. linharesiorum 145,73 + 24,10 (105/175) 0 0 131,40 + 26,94 (90/150) 0
W. patentissima 39,27 + 1,69 (35/41) 8,40 + 1,01 (7/10) 13,54 + 1,67 (11/16) 40,90 + 8,14 (31/50) 0
W. pendulispica 145,75 + 6,34 (135/150) 0 0 114,64 + 31,68 (90/150) 0
W. turbinocalyx 117,33 + 49,75 (24/180) 0 0 90,89 + 7,08 (80/105) 0
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IA 1Al EF Sistema reprodutivo
W. amorimii 0,00 0,00 1,00 Al — Autoincompativel
W. bicolor 0,00 0,00 1,00 Al — Autoincompativel
W. brasiliensis 0,00 0,00 1,43 Al — Autoincompativel
W. burle-marxii 0,10 0,30 0,93 AC — Parcialmente autocompativel
W. canaliculata 0,00 0,00 1,00 Al — Autoincompativel
W. conduruensis 0,00 0,33 1,33 AC — Parcialmente autocompativel
W. froesii 0,00 0,00 0,75 Al — Autoincompativel
W. guedesiae 0,00 0,00 1,00 Al — Autoincompativel
W. incompta 0,00 0,20 0,83 Al — Autoincompativel
W. ituberaensis 0,00 0,00 1,20 Al — Autoincompativel
W. laevigata 0,23 0,50 0,67 AC — Parcialmente autocompativel
W. limae 0,06 0,30 0,50 AC — Parcialmente autocompativel
W. linharesiorum 0,00 0,00 1,11 Al — Autoincompativel
W. patentissima 0,70 0,83 0,87 AC - Parcialmente autocompativel
W. pendulispica 0,00 0,00 1,03 Al — Autoincompativel
W. turbinocalyx 0,00 0,00 0,89 Al — Autoincompativel

*Porcentagem de frutos produzidos: niumero de frutos produzidos/ nimero de flores utilizadas. **Média + desvio padréo de sementes
obtidas por flor: (menor nimero de sementes por fruto/ maior nimero de sementes por fruto). IA = indice de autogamia
(autopolinizacdo natural/ polinizacdo cruzada); 1Al = indice de autoincompatibilidade (autopolinizagao artificial/ polinizacdo cruzada).
EF = eficiéncia reprodutiva (porcentagem de frutos formados com sementes de polinizacao livre/ porcentagem de frutos formados
com sementes por polinizacao cruzada). Al = autoincompativel (1Al inferior a 0,30). AC = parcialmente autocompativel (IAl acima de
0,30).
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A familia Bromeliaceae apresenta uma variedade de sistemas reprodutivos,
incluindo autogamia, alogamia, cleistogamia, agamospermia, ou sistemas de
reproducdo mistos (Gilmartin e Brown, 1985; Souza et al., 2017; Cavalcante, 2020;
Mota et al., 2023; Fagundes et al., 2024). Além disso, a maioria das espécies se
propagam por mudas laterais ou estoldes (Benzing, 2000).

Embora se acredite que a alogamia seja o sistema reprodutivo basal em
Bromeliaceae (Givnish et al., 2007; Matallana et al., 2016; Souza et al., 2017; Mota et
al., 2023; Fagundes et al., 2024), inumeras espécies autocompativeis sdo relatadas
na literatura, principalmente nas subfamilias Pitcairnioideae e Tillandsioideae
(Cascante-Marin; Nunez-Hidalgo, 2023), como 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., 2020; Mota et al., 2023).

A autoincompatibilidade € um mecanismo genético e fisioldogico que promove a
alogamia, por ndo permitir a fecundagcdo dos 6vulos por autozigose, enquanto a
autocompatibilidade permite que a espécie genitora seja compativel consigo mesma,
levando a néo rejeicdo de seus proprios graos de polen (Barrett, 2003). No entanto,
as espécies podem ser autoincompativeis e apresentar certo nivel de compatibilidade,
ou vice-versa como observado no atual estudo em algumas espécies de Wittmackia,
assim como em estudos recentes (Souza et al., 2017; Cavalcante et al., 2020; Mota
et al., 2023).

Foi observado que todos os frutos apresentaram sementes em polinizagéo
natural em todas as espécies, variando em 67% (W. laevigata) a 100% em metade
das espécies (Tabela 2). Apenas W. limae apresentou 50% de frutos formados com
sementes (Tabela 2). E importante destacar que as espécies de Wittmackia
apresentam partenocarpia, sendo os frutos contabilizados apenas na presenca de
sementes.

A partenocarpia é o desenvolvimento de frutos sem sementes a partir do ovario,
sem gue tenha ocorrido a fecundacéo (Backiyarani et al., 2021), e ja foi relatada na
familia Bromeliaceae nos géneros Aechmea Ruiz & Pav. (Lenzi, et al., 2006),
Werauhia J.R.Grant. (Cascante-Marin et al., 2019) e Lymania R.W.Read (Mota et al.,
2023). A ocorréncia da partenocarpia pode estar relacionada a problemas fisioldgicos

das plantas, a defesa dos frutos férteis contra predadores ou a ineficiéncia de
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polinizadores (Werpachowski et al., 2004; Zangerl et al., 1991; Backiyarani et al.,
2021).

Durante a polinizagdo natural, a formacdo de frutos com sementes esta
relacionada a eficiéncia do polinizador, possibilitando novas combinac¢des genéticas e
fortalecendo a resiliéncia das espécies em condicOes adversas, promovendo assim a
evolucdo de suas populacdes (Barrett, 2010). Alguns aspectos podem influenciar no
tipo de sistema reprodutivo ou polinizador efetivo de uma espécie, como, por exemplo,
a morfologia floral. Espécies de Wittmackia apresentam flores alvas de corola curta,
algumas perfumadas, flores coplanares pouco vistosas, pétalas alvacentas ou
raramente verdes, sugerindo melitofilia (polinizacdo por abelhas) (Aguirre-Santoro,
2017).

As abelhas sdo frequentemente observadas visitando uma ampla diversidade
de Bromeliaceae, tanto como oportunistas quanto como polinizadoras efetivas
(Benzing, 2000; Araujo et al., 2004; Rios et al., 2010; Givnish et al., 2014; Bastos et
al., 2017). No entanto, em Wittmackia, é reconhecida a necessidade de estudos sobre
os visitantes florais para elucidar essa teoria. Durante os estudos de eficiéncia
reprodutiva e coleta de espécimes, observou-se uma grande quantidade de abelhas
de forma nédo sistematizada, principalmente Apis mellifera Linnaeus (1758), além de
diversas espécies nativas como Trigona spinipes Fabricius (1793) e Melipona
scutellaris Latreille (1811).

O sucesso na polinizacdo natural em espécies de Wittmackia sugere uma alta
eficiéncia dos agentes polinizadores nos fragmentos florestais estudados no sul da
Bahia, considerando que a eficiéncia reprodutiva foi superior a 0,83 em todas as
espécies, chegando 1,42 em W. amorimii (Tabela 2).

Em um estudo conduzido por Mota et al. (2023) com Lymania globosa, foi
observado que a espécie apresentou 100% de frutos com sementes no fragmento
florestal da Reserva Ecoldgica da Michelin, Igrapiina, Bahia e nenhum fruto com
sementes no Parque Estadual da Serra do Conduru, Uruguca, Bahia. Esse fato
evidencia a importancia dos polinizadores para a reproducéao e formacao de frutos
com sementes, especialmente em espécies que sdo autoincompativeis.

Em autopolinizacdo espontanea, foi observada a formacdo de frutos com
sementes nas especies Wittmackia burle-marxii, W. laevigata, W. limae e W.
patentissima, variando de 6% a 70% de sucesso na formacao de frutos com sementes

(Tabela 2). Para que ocorra a autopolinizacdo espontanea, os grdos de pdlen
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precisam cair sobre o estigma da mesma flor que os originou, resultando na
autofecundacéao (Shivanna, 2015). Dessa forma, as anteras precisam estar na mesma
altura e em contato com a superficie das papilas estigmaticas.

Todas as espécies estudadas possuem esse alinhamento, exceto a W.
amorimii, onde o estigma esta localizado acima das anteras, ocorrendo assim uma
barreira fisica denominada de hercogamia.

Hercogamia é uma estratégia reprodutiva em que as pecas florais (androceu e
gineceu) tém comprimentos desiguais, dificultando a deposicdo dos gréos de pdlen
no estigma da mesma flor. Isso promove a polinizacdo cruzada e, consequentemente,
a troca de material genético (Souza et al., 2017; Cascante-Marin e Nufiez-Hidalgo,
2023; Mota et al., 2023).

O estudo conduzido por Cascante-Marin e Nufiez-Hidalgo (2023) realizou uma
revisdo sistematica dos mecanismos de melhoramento genético em Bromeliaceae,
identificando espécies hercogamicas em todas as subfamilias. Nessas espécies, a
hercogamia reduz a capacidade de autofecundacgéo devido a barreira espacial.

A polinizacdo cruzada é considerada importante para a manutencdo das
espécies no ambiente, promovendo o fluxo génico entre os individuos e aumentando
a variabilidade genética (Vosgueritchian e Buzato, 2006). Como resultado da
polinizagdo cruzada, observou-se que 100% das espécies formaram frutos com
namero de sementes préximo ao da polinizacdo natural e superiores aos demais
sistemas reprodutivos (Tabela 2).

Verificou-se as espécies parcialmente autocompativeis habitam diferentes
locais em diferentes ambientes, desde de regides montanhosas até florestas tropicais.
Por exemplo, W. burle-marxii possui distribuicdo na Bahia e Minas Gerais, enquanto
W. patentissima ocorre em Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio de Janeiro, Maranh&o,
Ceard, Espirito Santos e Rio Grande do Norte. Dessa forma, sugere-se que mesmo
na auséncia de polinizadores, h& producdo de sementes e, consequentemente, maior
possibilidade de dispersdo dessas espécies.

Espécies autocompativeis ou parcialmente autocompativeis demonstram que
a capacidade de autofertilizacdo aumenta as chances de sucesso reprodutivo, como
observado em Vriseae gigantea Gaudich (Paggi et al., 2015), Aechmea bromeliifolia
Baker ex Benth. & Hoo. F.K, A. distichantha Lem., Ananas macrodontes E. Morren,
(Souza, et al., 2017), Wittmackia patentissima Mart. ex Schult. & Schult. f. (Cavalcante
et al., 2020), Lymania smithii Read (Mota et al., 2023) e Dyckia dissitiflora Schult.f.
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(Fagundes et al. 2024). A autofertilizacdo também impede a deposi¢cao dos graos de
polen heteroespecificos no gineceu, pois a superficie do estigma se encontra parcial
ou totalmente coberta pelos proprios graos de pdélen (Schifino-Wittmann; Dall Agnol,
2002; Anderson, 2012). Embora algumas espécies de Wittmackia apresentem-se
como parcialmente autocompativeis, a alogamia € o sistema reprodutivo principal no
género (Souza et al., 2017; Cavalcante et al., 2020).

O conhecimento dos modos de reproducdo € importante para implementacdes
de conservacgdao, seja ela in situ ou ex situ. A identificacéo de populacdes de espécies
autoincompativeis e com maior variacdo genética pode auxiliar na designacao de
areas prioritarias para a conservacado (Moritz, 1994). Dessa forma, estudos dos
sistemas reprodutivos em Wittmackia podem contribuir com o manejo das espécies
gue merecem atencéo especial, fornecendo matrizes para conservagao in situ por
meio do desenvolvimento de unidades de conservacéo ou reintroducdo de espécies
ameacadas no ambiente.

Além disso, estudos com espécies aldgamas com periodos de floracédo
assincronos podem subsidiar a conservacao ex situ do material genético, com
armazenamento dos graos de polen em baixas e ultrabaixas temperaturas, contribuido

para futuros cruzamentos controlados (Souza et al., 2017).

Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo nos diferentes sistemas
reprodutivos

Foram observados diferentes eventos no desenvolvimento do tubo polinico no
pistilo, caracterizando a autoincompatibilidade como barreiras pré-zigoticas nas
diferentes espécies de Wittmackia (Tabela 3, Figura 2). Diversos estudos relatam
barreiras pré-zigéticas e pds-zigoticas presentes em Bromeliaceae (Matallana et al.,
2016; Souza et al., 2017; Mota et al., 2023; Fagundes et al., 2024). Barreiras pré-
zigobticas ocorrem pela incapacidade de germinagéo do grao de poélen no estigma, ou
pela inibi¢cdo do tubo polinico no estilete (Vervaeke et al., 2002), enquanto a ocorréncia
de barreiras pos-zigoticas resultam na néo fertilizacdo ou no aborto do embrido em

diferentes fases do desenvolvimento (Vervaeke et al., 2001).
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Tabela 3. Avaliacdo quanto a germinacao dos graos de polen e crescimento dos tubos polinicos no pistilo nos diferentes sistemas
reprodutivos de 16 espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas da Bahia e ocorrentes na Mata Atlantica.

Polinizacdo natural

Autopolinizagdo natural

Especies GPSE GPGE CTPP OTPM GPSE GPGE CTPP OTPM
W. amorimii 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
W. bicolor 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 1 (100%) 0 (100%)
W. brasiliensis 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 0 (100%)
0, 0,
W. burle-marxi 3(100%)  3(100%)  7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) . oo 0 oo
W. canaliculata 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 1 (100%) 0 (100%)
W. conduruensis 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
0,
W. froesi 3(100%)  3(100%)  7(100%) 2 oo 2(100%)  2(100%)  1(100%) O (100%)
W. guedesiae 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 2 (100%) 2 (100%) > gg;ﬁg 0 (100%)
0,
W. incompta 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) : ggoﬁg 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
W. ituberaensis 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 1 (100%) 0 (100%)
1 (20%) ; .
W. laevigata 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 2 (20%) 3 (100%) 3 (100%) > (gg(f) ) (ggé")
3 (60%) (60%) (60%)
1 (30%) ; .
W. limae 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 2 (20%) 3 (100%) 3 (100%) ! (gg(f) : %8;’)
3 (50%) (60%) (80%)
W. linharesiorum 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 0 (100%)
0, 0, 0,
W. patentissima 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) : ggoﬁ; 3 (100%) 3 (100%) ! 8802; : gg;g
W. pendulispica 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%) 3 (100%) 1 (100%) 5 (100%) 0 (100%)
0,
W. turbinocalyx 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) : ggoﬁ; 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 0 (100%)
Autopolinizacéo artificial Polinizacdo Cruzada
W. amorimii 3 (100%) 2 (100%) 1 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
W. bicolor 3 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 1 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
or )
W. brasiliensis 3 (100%) 2 (100%) 1 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) g 88(;3
W. burle-marxii 1 (45%) 0 (40%) 2 (75%)
3 (100%) 3 (100%) 7 620 3 (600 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 2 (o500
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W. canaliculata 3 (100%) 3 (100%) 1 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7(100%) 3 (100%)
1 0, 0,
W. conduruensis 3 (100%) 3 (100%) : Egg;zg 2 ggoﬁg 2 (100%) 2 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
1 0, 0,
W. froesii 3 (100%) 3 (100%) 1 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 0 ggoﬁ;g 3 gg;g
W. guedesiae 3 (100%) 2 (100%) 1 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
i 0, 0, 0, 0,
W. incompta 3 (100%) 3 (100%) ! Eggoﬁg 2 ggoﬁg 3 (100%) 3 (100%) 0 ggég 2 ggo//zg
i 1 0,
W. ituberaensis 13(?;)0/;’) 1 (100%) 1 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 2 (100%)
1 0, 0,
W. laevigata 3 (100%) 3 (100%) ? 88(;3 g Egg’ojz; 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 2 (100%)
i 0, 0, 0, 0,
W. limae 3 (100%) 3 (100%) ! 228‘;3 g gggoﬁ; 3 (100%) 3 (100%) 0 §280f3 2 Eggo/fg
W. linharesiorum 3 (100%) 1 (100%) 2 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 2 (100%)
W. patentissima 5 (20% 0 (50% 6 (30% 2 (60%
P 3 (100%) 3 (100%) > 5800/3 : Esoryg 3 (100%) 1 (100%) ° §700/3 : E 400/3
W. pendulispica 3 (100%) 2 (100%) 5 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 1 (100%)
W. turbinocalyx 3;((55%%/};)) 2 (100%) 1 (100%) 0 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 7 (100%) 1 (100%)

GPSE = graos de pdlen que aderido a superficie do estigma; GPGE = gréos de polen germinados na superficie do estigma foram
avaliados de acordo a escala: 0) ausente; 1) 1 a 25 gréaos de pélen; 2) 25 a 50 gréaos de pélen; 3) > 50 gréos de pélen. OTPM =
ovulos com tubo polinico penetrado na micrépila: 0) ausente; 1) 1 a 5 6vulos; 2) 5 a 10 6vulos; 3) > 10 6vulos. CTPP = crescimento
do tubo polinico no pistilo foi avaliado conforme escala: 0) gréos de pélen ndo germinados na superficie do estigma; 1) graos 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 préximo ao 6vulo; 7) tubo polinico penetrando na micrépila
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Figura 2. Crescimento do tubo polinico apds polinizacdes no estigma observado
através da microscopia de fluorescéncia em pistilos tratados com solucdo de azul de
anilina no género Wittmackia Mez (Bromeliaceae). A) Wittmackia froesii evidenciando
uma grande deposicao de gréos de pdlen na superficie do estigma em autopolinizacéo
artificial; B) W. limae evidenciando os tubos polinicos em autopolinizacdo espontanea;
C) W. laevigata evidenciando a penetracao do tubo polinico na micropila resultando
na fertilizacdo em autopolinizagdo espontanea; D) W. turbinocalyx evidenciando
paralisac&o do tubo polinico no primeiro terco do estigma em autopolinizacao artificial;
E) W. conduruensis evidenciando os tubos polinicos distribuidos em feixes em
autopolinizacao artificial; F) W. patentissima evidenciando a penetracdo do tubo
polinico na micrépila resultando na fertilizagcdo em autopolinizacdo artificial G) W.
ituberaensis evidenciando uma grande deposicao de gréos de pdlen na superficie do
estigma em polinizacdo cruzada; H) W. patentissima evidenciando os tubos polinicos
em polinizag&o cruzada; 1) W. bicolor evidenciando o évulo sem a penetragéo do tubo
polinico na micropila em agamospermia. J) W. amorimii evidenciando a auséncia de
graos de polen na superficie do estigma na autopolinizacdo espontanea; K) W.
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linharesiorum evidenciando paralisacao do tubo polinico do primeiro terco do estilete
com deposicdo de calose na ponta dos tubos polinicos em autopolinizagéo artificial;
L) W. incompta evidenciando tudo polinico no vario em autopolinizacdo artificial.
gp=grao de pdlen; tp=tubo polinico; fv=feixe vascular; ov=0vulo; mi=micropila. Barras:
C=500 pm; B, E, F, H, I=200 um; A, D, G, J, K, L=1 mm.

Na autopolinizacdo espontanea, houve pouca deposicdo de graos de poélen na
maioria das espécies estudadas, exceto em Wittmackia amorimii, onde né&o foi
observada nenhuma deposicéo de graos de polen na superficie do estigma (Tabela
3, Figura 2J). Vale destacar que W. amorimii apresenta “heterostilia” (gineceu longos
e androceu curtos) (morfo longistilo) (Barret, 1992; 2019).

Por meio da microscopia de fluorescéncia, foi observada a penetragdo dos
tubos polinicos na micropila dos évulos nas espécies W. burle-marxii, W. laevigata, W.
limae e W. patentissima (Tabela 3, Figura 2, C). Esses resultados corroboram com o0s
dados apresentados na Tabela 2 referentes aos sistemas reprodutivos e a formacéao
de sementes em autopolinizacdo espontanea.

Os estudos de Mota et al. (2024) sobre sistemas reprodutivos e hibridacdes em
oito espécies de Lymania observaram a auséncia de graos de pdélen no estigma em
L. azurea Leme, utilizando a mesma técnica de fluorescéncia, uma espécie com o
mesmo tipo de hercogamia.

Na autopolinizagéo artificial, as polinizacdes foram eficientes, resultando em
maior deposicao de grao de pélen na superficie do estigma (Figura 2A). No entanto,
a simples deposicdo dos graos de pdlen ndo garante a fertilizacdo e a producédo de
sementes, uma vez que diversas barreiras reprodutivas podem ocorrer ao longo do
pistilo (Souza et al., 2017).

A autoincompatibilidade foi observada na superficie estigmética em mais de
40% dos pistilos estudados, evidenciando uma barreira pré-zigética que impede a
autofecundacgéo, como observado em W. turbinocalyx (Figura 2D). Foram observados
tubos polinicos paralisados no primeiro ter¢o do estilete, com deposicao reticulada de
calose nas espécies W. bicolor e W. linharesiorum (Figura 2K), além de tubos polinicos
na regido do ovario sem penetracdo na micropila nas espécies W. laevigata, W.
pendulispica e em 65% dos pistilos de W. incompta (Figura 2L).

Autocompatibilidade foi observado nas espécies W. burle-marxii, W.
conduruensis, W. incompta, W. laevigata, W. limae e W. patentissima com penetracéo

dos tubos polinicos na micropila em até 80% dos pistilos (Figura 2F).
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O sistema reprodutivo com maior sucesso (100%) foi a polinizacdo cruzada,
onde todas as espécies apresentaram tubos polinicos penetrando na micrépila, ou
tubos polinicos proximo ao évulo sem penetracdo na micrépila. Em agamospermia,
ndo houve deposicao de graos de pdlen na superficie do estigma, confirmando a
eficiéncia da emasculacéo das flores.

Os principais eventos observados na autopolinizagdo em Wittmackia
assemelham-se ao tipo de incompatibilidade gametofitica, que envolve a germinacao
dos graos de pdlen e a sua paralisagdo na superficie do estigma ou no interior do
estilete. Em contraste, na incompatibilidade esporofitica, os grdos de podlen
interrompem seu crescimento logo apdés a germinacdo na propria superficie do
estigma (Levin, 1971; Schifino-Wittmann e Dall Agnol, 2002; Souza et al., 2017).

Acredita-se que, a incompatibilidade gametofitica seja a principal barreira
reprodutiva nas espécies de Bromeliaceae, além de ser um dos fatores responsaveis
pela dificuldade na producdo de sementes (Benzing, 2000; Souza et al., 2017). A
autoincompatibilidade gametofitica tem sido descrita como uma estratégia reprodutiva
importante para evitar a depressdo por endogamia, promover heterozigosidade e
diversidade genética, e assim permitir a sobrevivéncia e adaptacéo das espécies em

diferentes ambientes ao longo do tempo (Charlesworth, 2006).

Hibridac&o interespecifica

Foram realizadas 713 hibridacbes controladas em 84 diferentes combinacdes
em 16 espécies de Wittmackia (Tabela 4). O sucesso obtido nas hibridizac6es
corresponde a 44%, sendo 54 frutos em W. bicolor, 44 frutos em W. incompta, 30
frutos em W. linharesiorum e W. patentissima, 25 frutos em W. pendulispica (Tabela
4). Vale destacar que so foram contabilizados os frutos com sementes.

Incongruéncia foram observadas em 41 combinacdes, sendo 18 reciprocas: W.
brasiliensis & W. burle-marxii, W. burle-marxii < W. turbinocalyx, W. froesii & W.
incompta, W. froesii <> W. ituberaensis, W. incompta < W. patentissima, W. incompta
< W. pendulispica, W. ituberaensis < W. linharesiorum, W. linharesiorum <& W.
pendulispica e W. turbinocalyx <> W. linharesiorum (Tabela 4).

Entre espécies proximas morfologicamente foi observado 100% de sucesso
com formagéao de frutos com sementes, como em W. laevigata <> W. canaliculata, W.
bicolor <> W. pendulispica, W. sulbahianensis < W. froesii, W. ituberaensis & W.

conduruensis e W. linharesiorum <~ W. incompta (Tabela 4). De acordo com Teixeira
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et al. (2016) a semelhanca da morfologia floral, sobreposicdo de floragcdo séo
mecanismos que proporcionam o processo de hibridacdo entre as espécies.

Entre as hibridiza¢bes de sucesso, o0 maior numero de sementes geradas foi
para combinacdes com espécies morfologicamente préximas, como em W.
canaliculata x W. laevigata com 251 sementes por fruto, enquanto valores inferiores
foram observados em combinacBes com espécies mais distintas morfologicamente,
como W. turbinocalyx x W. pendulispica com média 3 sementes por fruto, seguido por
W. turbinocalyx x W. froesii com média de 3,3 sementes por fruto (Tabela 4).

Vale ressaltar, que as diferencas morfoldégicas nesse género estdo
relacionadas principalmente com a cor das sépalas, tipo de inflorescéncia e tamanho
das flores. De maneira geral, grande parte das flores de Wittmackia s&o
morfologicamente parecidas, principalmente com relacdo aos 6rgados reprodutivos;
tamanho do gréo de polen (médio), tipos de estigmas (conduplicado-espiral papiloso),
entre outros.

Em estudos filogenéticos realizados por Aguirre-Santoro et al. (2016) espécies
pertencentes a Hohenbergia subg. Wittmackiopsis passou a compreender o género
Wittmackia, juntamente com espécies de Aechmea e Ronnbergia que sao endémicas
da Mata Atlantica central do sudeste do Brasil. Dessa forma, o género Wittmackia
apresenta as espécies do complexo Aechmea lingulata (Linnaeus) Baker e
Hohenbergia subg. Wittmackiopsis, com alto suporte filogenético e grande
similaridade de -caracteristicas florais (Aguirre-Santoro et al. 2016). Esse fato
demonstra que, além das similaridades morfologicas (estames, carpelo, frutos, entre
outros) (Aguirre-Santoro, 2017), as espécies de Wittmackia endémicas da Mata
Atlantica apresentam relacdes filogenéticas proximas a partir também de dados

moleculares.
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Tabela 4. Hibridacdes interespecificas de 16 espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas da Bahia e
ocorrentes na Mata Atlantica.

(%3
- K% € @
“ % & 2 2 S g 8 S X
= 2 S 3 g 2 S g 2 a 2 S S
£ 5 g g L S - 2 S N g 2 S S S
5 S 3 $ s 3 g § 3 3 s g g S £
Q § 3 5 3 S S & g 2 s & £ g g 3 3
= = = = = = = = = = = = = = =
W. amorimii - - - 0/6 - - - - 0/5 - -
. 9/9 7/9 7/7
W. bicolor 0/10 - - 0/6 - - (23.35) - (68 5) 0/5 (129s) - -
e 10/10 3/9
W. brasiliensis - (625) - - - - - - - - - - -
.. 3/9 9/9 6/6
W. burle-marxii - - (8,65) - (103 5) 0/6 - 0/9 - - 0/9 (9.35) 0/6 - (39°5)
. 12/12 5/5
W. canaliculata - (75°5) - - - - - (2515) - - - - -
W. conduruensis 0/10 - - 0/9 - e - - - 0/9 - 0/9
(138 ')
. 6/8 03/9
W. froesii - - - 0/9 0/9 0/7 - - (19,6 5) - - - -
. 9/9 9/9 3/9 3/9
W. incompta 0/9 (6.3 5) 0/9 0/5 (23,95) (76°5) (105) 0/9
_ _ 3/9 8/8 3/9 4/4 "
W. ituberaensis 0/12 - - (128 5) - (132 ) 0/5 (131s) - 0/6 (135 5)
W. laevigata - 0/9 - - - - - 0/9 - - - - - -
. 3/9 3/9 9/9
W. limae ) (62's) - - - - - (12s) - 9s) - -
. ] 3/9 9/9 6/9 9/9 9/9 4/6
W. linharesiorum (565) 0/5 0/6 0/9 (33 ) (305) 0/6 (1625)  (15.15)
W. patentissima - 0/12 - 0/7 - - - (E;/glg) - 0/9 0/9 0/9
L 18/18 9/9 6/9 6/9
W. pendulispica (128 5) 0/9 - 0/9 - (7.15) (30) - - (17,3 5)
. . 8/8 6/6
W. sulbahianensis - (58 ) - - - - (166'5) - - - - -
. 9/9 6/9 9/9
W. turbinocalyx (1366 5) 0/9 (3.35) 0/9 (39,25)

Numero de frutos colhidos com sementes / nimero de polinizagfes realizadas / (Nimero médio de sementes por fruto).
Em cinza (sucessos em hibridag8es interespecificas).
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Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo nas diferentes hibridacdes

A incongruéncia entre as espécies de Wittmackia pode ser observada e
confirmada pela microscopia de fluorescéncia com azul de anilina, através da
observacgéo do tubo polinico no pistilo (Figura 3).

Alguns dos fendmenos observado que impediram a penetracdo dos tubos
polinicos na micropila foram: grao de pélen sem germinacéo na superficie do estigma
(W. limae x W. bicolor, W. linharesiorum x W. froesii, W. froesii x burle-marxii, W.
turbinocalyx x W. conduruensis, W. linhasiorum x W. conduruensis) (Figura 3D); tubo
polinico com paralisacdo no terceiro terco do estilete com deposicéo irregular de
calose (W. burle-marxii x W. froesii, W. burle-marxii x W. pendulispica, W. burle-marxii
x W. turbinocalyx e W. patentissima x W. pendulispica) (Figura 3E, J); tubo polinico
paralisado e enovelado no ovario em pelo menos 65% das espécies, sem penetracao
na micropila (W. patentissima x W. incompta, W. incompta x W. laevigata, W.
turbinocalyx x W. froesii, W. froesii x W. linharesiorum, W. bicolor x W. canaliculata,
entre outras) (Figura 3H, K).

Os estudos realizados por Mota et al. (2023), utilizando a mesma metodologia
adotada no presente trabalho, revelaram incongruéncia, incluindo a baixa germinacao
dos graos de pdlen na superficie do estigma em espécies de Lymania. Pesquisas
anteriores conduzidas por Souza et al. (2017), que exploraram hibridacdes
interespecificas e intergenéricas em diferentes géneros de Bromeliaceae, mostraram
gue em Aechmea spp., 0 tubo polinico teve seu crescimento paralisado em um dos
tercos do estilete, além de apresentar enovelamento no terco superior do estilete,
intumescimento e deposicdo irregular de calose na ponta do tubo polinico como foi
observado no presente estudo em (W. ituberaensis x W. pendulispica; W.
linharesiorum x W. burle-marxii e W. laevigata x W. incompta). Contudo, o
enovelamento do tubo polinico em Wittmackia ocorreu principalmente no ovario, o que
impediu sua penetracdo na micropila na maioria das espécies.

A técnica de microscopia de fluorescéncia utilizando azul de anilina tem se
destacado como uma ferramenta crucial na avaliacdo dos sistemas reprodutivos das
plantas (Abdelgadir et al., 2012; Souza et al., 2017; Mota et al., 2023; Fagundes et al.,
2024). Esta metodologia permite a visualizagdo detalhada das interagbes entre os
graos de polen e os tecidos do pistilo da flor, revelando aspectos como a germinagao
dos graos de polen e o crescimento e desenvolvimento dos tubos polinicos. O azul de

anilina apresenta alta afinidade pelas caloses, um polissacarideo presente em menor
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concentracdo nas paredes celulares e em maior concentracdo nos andrésporos e
ginésporos apods a divisdo meidtica, aumentando o contraste dos tubos polinicos,
permitindo sua identificacdo das hibrida¢cdes compativeis (Martin, 1959; Bandeira et
al., 2011; Souza et al., 2017).

A hibridizac&o € um fenbmeno central nos processos de especiacdo de plantas
e permite a criacdo de novos genotipos desempenhando um papel estratégico no
desenvolvimento de novas cultivares de interesse (Souza et al., 2017). A geragao de
novos hibridos para comercializagdo de plantas ornamentais pode também reduzir a
atividade extrativista e 0s seus impactos negativos sobre a natureza (Souza et al.,
2017), além de desenvolver hibridos/ cultivares superiores com maior apelo
ornamental para diversificar um mercado que tem alta demanda por novidades.

O presente estudo fornece dados para futuros ensaios de propagacao, inclusive
pela cultura de tecidos, considerando que a producédo de plantas com o potencial
ornamental, visando a comercializacdo em larga escala por meio de producdo de
plantas sadias e geneticamente confidveis (Almeida et al., 2023), € uma estratégia
para evitar o extrativismo e a possivel extincdo dessas espécies.

Em Bromeliaceae, existem poucos registros cientificos de hibridos naturais
entre espécies simpatricas (Schulte et al.,, 2010;Tavares et al., 2022) ou com
hibridacdes controladas (Matallana et al., 2016; Souza et al., 2017; Cavalcante et al.,
2020; Costa et al., 2022; Mota et al., 2023) A Sociedade Internacional de Bromélias
(BSI, 2024) tem publicado continuadamente diversos hibridos, mas, em sua grande
maioria, esses hibridos sdo produzidos por colecionadores ou produtores de forma
empirica, sem relatos de pesquisas, metodologias, insucessos e dificuldades nas
hibridacoes.

O conhecimento sobre hibridizacao e padrées de fluxo génico entre espécies
de Bromeliaceae sdo importantes para a compreensdo dos processos de especiacao
e transferéncia de genes através das populacdes (Seehausen, 2004). Além disso, o
desenvolvimento de hibridos controlados em Bromeliaceae visa a diversidade
genética da familia e formacao de genes superiores em programas de melhoramento

genético.



Figura 3. Hibridacbes interespecificas de Bromeliaceae (Bromelioideae) endémicas
do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica, evidenciando o crescimento do tubo polinico
e as incongruéncias por meio da microscopia de fluorescéncia com solucao de azul
de anilina. A) Wittmackia patentissima x W. limae evidenciando uma grande deposicao
de graos de pélen na superficie do estigma com tudo polinico em feixes no estigma;
B) W. patentissima x W. incompta evidenciando tubos polinicos em feixes no tergo
mediano do estilete; C) W. burle-marxii x W. turbinocalyx evidenciando penetracao do
tubo polinico na micropila; D) W. limae x W. bicolor evidenciando graos de pélen sem
germinacdo na superficie do estigma; E) W. patentissima x W. pendulispica
evidenciando paralisa¢do do tubo polinico no terceiro ter¢o do estilete; F) W. laevigata
x W. canaliculata evidenciando penetracdo do tubo polinico na micropila; G) W.
incompta x W. laevigata evidenciando uma grande deposicdo de graos de pdélen na
superficie do estigma; H) W. turbinocalyx x W. froesii evidenciando enovelamento do
tubo polinico no interior do ovario; 1) W. patentissima x limae evidenciando 6vulo sem
a penetracdo do tubo polinico na micropila; J) W. burle-marxii x W. turbinocalyx
evidenciando paralisacdo do tubo polinico e enovelamento no terceiro ter¢co do
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estigma com deposicao irregular de calose; K) W. conduruensis x W. turbinocalyx
evidenciando enovelamento do tubo polinico no ovério; L) W. bicolor x W. canaliculata
evidenciando tubo polinico proximo aos 6vulos sem penetracdo na micropila. gp=grao
de pdlen; tp=tubo polinico; fv=feixe vascular; ov=06vulo; mi=microépila. C= 500 um; B,
E,F, 1,J,L=200 um; A, D, G, H, K=1 mm.

Germinagéo in vitro de sementes

Foram observadas altas porcentagens de germinacdo das sementes nos
diferentes sistemas reprodutivos e hibridacdes interespecificas, com valores
superiores a 87%, indicando a auséncia de barreiras pos-zigética e alta viabilidade
das sementes (Figura 4). Especificamente, a polinizacdo cruzada e a polinizacao
natural resultaram em 99% das sementes germinadas.

O inicio da germinacéo foi caracterizado pela emissao da radicula, ocorrendo
a partir do sétimo e décimo dia para a maioria das espécies. A excecao foi observada
na W. ituberaensis com polinizagédo natural, cuja a germinacgéo iniciou-se aos 15 dias
apos o estabelecimento. Segundo Frezato et al. (2021), a qualidade fisiolégica das
sementes influéncia diretamente na emergéncia das plantulas, permitindo uma rapida
germinacao e desenvolvimento.

A contaminagao das sementes foi considerada baixa, com apenas 5% de
contaminacgdo bacteriana e 2,63% de contaminacdo flngica ao final da avaliacéo,
demonstrando que o procedimento de assepsia adotado no estabelecimento das
espécies foi satisfatério. As sementes afetadas por contaminacao fungica e bacteriana
ndo apresentaram emissdo de radicula durante o periodo de avaliacdo. Conforme
observado por Parisi et al. (2019), os microrganismos podem causar a morte das
sementes através da acdo de enzimas e toxinas antes, durante ou apds 0 processo
de germinacao.

A germinacdo in vitro de sementes das espécies estudadas mostrou-se viavel,
produzindo plantulas normais que estdo sendo utilizadas em trabalhos de
conservagao in vitro e micropropagacao. No caso das sementes provenientes de
polinizagdo cruzada, ha planos futuros para a reintrodugcdo das espécies em seus
habitats naturais, respeitando sempre a variabilidade genética da espécie. As
plantulas hibridas estdo sendo avaliadas quanto ao seu potencial ornamental, visando
possivel langamento como novas cultivares. O entendimento das caracteristicas

fisiologicas e sanitarias das sementes € crucial para o controle de qualidade das
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mudas, preservacao da diversidade genética e avan¢cos no melhoramento genético
(Santos et al., 2020; Koufan et al., 2022).

Figura 4. Germinacéao in vitro de sementes hibridas com gréaos de pdélen de Wittmackia
(Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica.
A) Wittmackia froesii (?) x W. incompta (&). B) Wittmackia patentissima em
autopolinizagao artificial; C) Wittmackia bicolor (¥) x W. pendulispica (3).

CONCLUSAO

Todas as espécies de Wittmackia estudadas sdo alégamas com
autocompatibilidade parcial nas espécies W. burle-marxi, W. conduruensis, W.
laevigata, W. limae e W. patentissima.

O sucesso nas hibridagdes corresponde a 44% em 84 combinagbes, com
incongruéncia em 41 cruzamentos.

Os principais eventos de autoincompatibilidade e incongruéncia identificados
apos cruzamentos foram: pouca germinacdo dos grdos de podlen na superficie do
estigma; inibicdo do crescimento do tubo polinico no estigma; interrupcdo dos tubos
polinicos ao longo do estilete com deposicao reticulada de calose; enovelamento dos
tubos polinicos no interior do ovario, entre outros.

As porcentagens de germinacdo das sementes foram acima de 85%
evidenciando a auséncia de barreiras pés-zigéticas, gerando plantulas normais, que
estdo sendo utilizadas para trabalhos de conservacdo e melhoramento genético.

Esses resultados trazem contribui¢cdes para estudos de hibridagcdes em Bromeliaceae,
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tanto para obtencéo de novidades para o mercado ornamental como na reintroducao
de plantas no ambiente.

Este trabalho n&o apenas preenche uma lacuna importante no entendimento
da reproducdo dessas espécies de Bromeliaceae, mas também oferece subsidios
essenciais para o desenvolvimento de planos de manejo e conservacao voltados para
a preservacao dessas espécies. Compreender como essas plantas se reproduzem e
interagem geneticamente ndo apenas contribui para a conservacéo in situ e ex situ,
mas também pode orientar praticas de cultivo e propagacdo que ajudam a garantir a

diversidade genética e a sustentabilidade dessas espécies a longo prazo.

REFERENCIAS

ARAUJO, A. C.; FISCHER, E. A.; SAZIMA, M. As bromélias na regio do Rio Verde.
In: MARQUES, O; DULEBA, W. Estacédo ecoldgica Juréia-Itatins: ambiente fisico,
flora e fauna. Holos editora. Ribeirdo Preto, p. 162-172, 2004.

AGUIRRE-SANTORO, J.; MICHELANGELI, F. A.; STEVENSON, D. W. Molecular
Phylogenetics of the Ronnbergia Alliance (Bromeliaceae, Bromelioideae) and
insights into their morphological evolution. Molecular Phylogenetics and Evolution,
San Diego, v. 100, n. 1, p. 1-20, 2016.

AGUIRRE-SANTORO, J. A. Taxonomy of the Ronnbergia alliance (Bromeliaceae:
Bromelioideae): new combinations, synopsis, and new circumscriptions of
Ronnbergia and the resurrected genus Wittmackia. Plant Systematics and
Evolution, Vienna, v. 303, n. 1, p. 615-640, 2017.

AGUIRRE-SANTORO, J. A.; NELSON, R. S.; FABIAN, A.; MICHELANGEL, I. The
influence of floral variation and geographic disjunction on the evolutionary dynamics
of Ronnbergia and Wittmackia (Bromeliaceae: Bromelioideae). Botanical Journal,
West Sussex, v. 192, n. 4, p. 609-624, 2020.

ABDELGADIR, H. A.; JOHNSON, S. D.; STADEN, J. Pollen viability, pollen
germination and pollen tube growth in the biofuel seed crop Jatropha curcas
(Euphorbiaceae). South African Journal of Botany, Amsterda, v. 79, n. 1, p.132-
139, 2012.

ALMEIDA, M. R. A.; SOUZA, E. H.; COSTA, E. M. R.; SOUZA, F. V. D. Vegetative
propagation strategies in commercial pineapple cultivars Estratégias de propagacéo
vegetativa em cultivares comerciais de abacaxizeiro. Caatinga, Mossoro, v. 36, n. 3,
p. 513-523, 2023.

ANDERSON, M. Plant Reproduction Growth and Ecology. New York, Britannica
Educational Publishing, 2012. 87p.



111

BSI (BROMELIAD SOCIETY INTERNATIONAL). Bromeliad Cultivar Register: Lista
de nomes. Bromeliad Society International, (Continuamente atualizado).
Disponivel em: https://registry.bsi.org/. Acesso em: 17 mar. 2024.

BACKIYARANI, S.; SASIKALA, R.; SHARMILADEVI, S. Decoding the molecular
mechanism of parthenocarpy in Musa spp. through protein—protein interaction
network. Scientific Reports, London, v. 11, n. 1, p.14592, 2021.

BANDEIRA, J. M.; THUROW, L. B.; PETERS, J. A.; RASEIRA, M. C. B.; BIANCHI,
V. J. Caracterizacao fisioldgica da compatibilidade reprodutiva de ameixeira
japonesa. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 46, n. 8, p. 860-867,
2011.

BARRET, S. C. H. Mating strategies in flowering plants: the outcrossing-selfing
paradigm and beyond. Philosophical Transactions of the Royal Society B. Biological
Sciences, New York, v. 358, n. 1434, p. 991-1004, 2003.

BARRETT, S. C. H. Darwin’s legacy: the forms, function and sexual diversity of
lowers. Philosophical Transactions of the Royal Society B. Biological Sciences,
New York, v. 365, n. 1539, p. 351-368, 2010.

BARRETT, S. C. H. Heterostylous genetic polymorphisms: model systems for
evolutionary analysis. In: BARRETT, S. C. H. Evolution and function of heterostyly,
Berlin, 1992. 1-24 p.

BARRETT, S. C. H. ‘A most complex marriage arrangement’: recent advances on
heterostyly and unresolved questions. New Phytologist, Hoboken, v. 224, n. 3, p.
1051-1067, 2019.

BASTOS, M. J. S. M.; BASTOS, L. P.; SOUZA, E. H.; SOARES, T. L.; MORAIS, D.
V.; SOUZA, F. V. D.; COSTA, M. A. P. C. Floral and reproductive biology of
Alcantarea nahoumii (Bromeliaceae), a vulnerable endemic species of the Atlantic
Forest. Acta Botanica Brasilica, Brasilia, v. 31, n. 4, p. 665-676, 2017.

BRAZIL, Ministério do Meio Ambiente. Portaria MMA n 148, de 7 de junho de
2022. ICMBIO. Acesso em:
https://www.icmbio.gov.br/cepsul/images/stories/legislacao/Portaria/2020/P_mma_14
8 2022 altera_anexos P_mma_443 444 445 2014 atualiza_especies_ameacada
s_extincao.pdf. Acesso em 04 de set. 2024.

BENZING, D. H. Bromeliaceae: Profile of an Adaptive Radiation. Cambridge
University Press, Cambridge. 2000. 690 p.

CAVALCANTE, B. P.; SOUZA, E. H.; WILLIAMS, J. H.; VERSIEUX, L. M.
Reproductive systems and post-pollination barriers between two closely related eu-
bromelioids (Bromeliaceae) in the Atlantic Forest of Brazil. Botanical Journal of the
Linnean Society, London, v. 192, n. 4, p. 828-839, 2020.

CASCANTE-MARIN, A.; TREJO, C.; MORALES, J. F. First Description of the
Nocturnal Flowers of the Little-known Werauhia haberi (Tillandsioideae) and Notes



112

about its Natural History. Journal of the Bromeliad Society, Orlando, v. 69, n. 1, p.
6-15, 2019.

CASCANTE-MARIN, A.; NUNEZ-HIDALGO, S. A. Review of Breeding Systems in the
Pineapple Family (Bromeliaceae, Poales). Botanical Review, New York, v. 89, n. 1,
p. 308-329, 2023.

CNCFLORA, Centro Nacional de Conservagao da Flora, 2024.
http://cncflora.jbrj.gov.br/portal. Acesso em: 04 de set. 2024.

COSTA, L. M. S.; GOETZE, M.; CALLEGARI-JACQUES, S. M.; HIRSCH, L. D.;
BERED, F. Hybridization and species boundaries between three sympatric
bromeliads from the Brazilian Atlantic Forest. Botanical Journal of the Linnean
Society, London, v. 198, n. 4, p. 438-455, 2022.

CHARLESWORTH, D. Evolution of plant breeding systems. Current Biology,
Dinamarca, v.16, n. 17, p. 726-735, 2006.

DUMAS, C.; KNOX, R. B. Callose and determination of pistil viability and
incompatibility. Theoretical and Applied Genetics, Berlim, v. 67, n. 1, p. 1-10, 1983.

FAGUNDES, A.; SOUZA, E. H.; SILVEIRA FUNCH, L.; MACHADO, I. C.; ALVES, D.
E.; SIQUEIRA-FILHO, J. Autogamy ensures reproductive success in the bromeliad
Dyckia dissitiflora Schult.f., endemic to the Brazilian caatinga domain. Plant Species
Biology, Cambridge, v. 7, n. 3, p.1-15, 2024.

FREZATO, P.; BRAGA, A. O.; SORACE, M. A. F.; COSSA, C. A; PIRES, C. E. M,;
MACHADO, V. J.; LHAMAS, L. S.; OSIPI, E. A. F. Action of biostimulants and
nutrients via seed treatment on germination and seedling development of Glycine
Max L. Brazilian Journal of Development, S&o Paulo, v. 7, n. 2, p.18674-18679,
2021.

FORZZA, R. C.; COSTA, A. F.; LEME, E. M. C.; VERSIEUX, L. M.; WANDERLEY,
M. G. L.; LOUZADA, R. B.; MONTEIRO, R. F.; JUDICE, D. M.; FERNANDEZ, E. P.;
GORGES, R. A. X.; PENEDO, T. S. A.; MONTEIRO, N. P.; MORAE, M. A.
Bromeliaceae. In: MARTINELLI, G.; MORAES, M. A. Livro Vermelho da flora do
Brasil. Rio de Janeiro: Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro,
2013. pp. 315-396.

FORZZA, R. C.; COSTA, A. F.; MACIEL, J. R.; KESSOUS, I. M.; MONTEIRO, R. F.;
FARIA, A. P.G.; TARDIVO, R. C.; BUNEKER, H. M.; SARAIVA, D. P.; MOREIRA, B.
A.; JACQUES, S. S. A.; ALMEIDA, M. M.; SANTOS-SILVA, F.; LOUZADA, R. B;
MOURA, R. L.; COUTO, D. R.; NEVES, B.: OLIVEIRA, F. M. C.; ARAUJO, C. C.;
GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; VERSIEUX, L. M.; ROMANINI, R. P.; MACHADO,
T. M.; SILVA, R. S. A.; PAIXAO SOUZA, B.; GOMES-DA-SILVA, J.; URIBBE, F. P.;
GUARCONI, E. A. E.; SOUSA, L. O. F.; PONTES, R. A. S.; NOGUEIRA, M. G. C,;
SOUSA, G. M.; KOCH, A. K.; PICANCO, W. L.; CARDOSO, P. H.; MARTINS, S. E;;
BARBOSA-SILVA, R. G.; WANDERLEY, M. G. L. Bromeliaceae in Flora e Funga



113

do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. 2023. Disponivel em:
https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB66. Acesso em: 10 jun. 2023.

GARDNER, C. S. Natural hybridization in" Tillandsia" subgenus" tillandsia".
Selbyana, Sarasota, v. 7, n. 2/4, p. 380-393, 1984.

GOUDA, E. J.; BUTCHER, D.; DIJKGRAAF, L. Encyclopaedia of Bromeliads,
Version 5. 2023. Disponivel em: http://bromeliad.nl/encyclopedia/ Utrecht University
Botanic Gardens. Acesso em: 13 jun. 2023.

GIVNISH, T. K.; MILLAM, K. C.; BERRY, P. E.; SYTSMA, K. J. Phylogeny, adaptive
radiation, and historical biogeography of Bromeliaceae inferred from ndhf sequence
data. Aliso, Claremont, v. 23, n. 1, p. 3-26, 2007.

GIVNISH, T. J.; BARFUSS, M. H. J.; VAN, E. E. B.; RIINA, R.; SCHULTE, K.;
HORRES, R.; SYTSMA, K. J. Phylogeny, adaptive radiation, and historical
biogeography in Bromeliaceae: Insights from an eight-locus plastid phylogeny.
American Journal of Botany, New York, v. 98, n. 5, p. 872-895, 2011.

GIVNISH, T. J.; BARFUSS, M. H. J.; VAN, E. E. B.; RIINA, R.; SCHULTE, K_;
HORRES, R.; GONSISKA, P. A.; JABAILY, R. S.; CRAYN, D. M.; SMITH, J. A. C,;
WINTER, K.; BROWN, G. K.; EVANS, T. M.; HOLST, B. K.; LUTHER, H.; TILL, W.;
ZIZKA, G.; BERRY, P. E.; SYSTMA, K. J. Adaptive radiation, correlated and
contingent evolution, and net species diversification in Bromeliaceae. Molecular
Phylogenetics and Evolution, San Diego, v. 71, n. 1, p. 55-78, 2014.

GILMARTIN, A. J.; BROWN, G. K. Cleistogamy in Tillandsia capillaris
(Bromeliaceae). Biotropica, Washington, v. 17, n. 3, p. 256-259, 1985.

HISTER, C. A. L.; TEDESCO, S. B. Estimativa da viabilidade polinica de aracazeiro
(Psidium cattleianum Sabine) através de distintos métodos de coloracdo. Revista
Brasileiras de Plantas Medicinais, Campinas, v. 18, n. 1, p. 135-141, 2016.

HESLOP-HARRISON, J.; HESLOP-HARRISON, Y.; SHIVANNA, K.R. The evaluation
of pollen quality, and a further appraisal of the fluorochromatic (FCR) test procedure.
Theoretical and Applied Genetics, Germany, v. 67, p. 367-375, 1984.

KOUFAN, M.; BELKOURA, I. MAZRI, M. A. In Vitro Propagation of Caper (Capparis
spinosa L.): A Review.Horticulturae, Amsterdam, v. 8, n. 8, p.737, 2022.

LENZI, M.; PAGGI, G. M. Reproductive biology of Dyckia excelsa Leme
(Bromeliaceae): a xerophyte species from ironstone outcrops in central-western
Brazil. Plant Species Biology, Durham, v. 35, n. 1, p. 97-108, 2019.

LENZI, M.; MATOS, J. Z.; ORTH, A. |. Variacdo morfoldgica e reprodutiva de
Aechmea lindenii (E. Morren) Baker var. lindenii (Bromeliaceae). Acta Botanica
Brasilica, S&o Paulo, v. 20, n. 2, p. 487-500, 2006.



114

LEVIN, D. A. The origin of reproductive isolating in flowering plants. Taxon,
Weinheim, v. 20, n. 1, p. 93-104, 1971.

LEME, E. M. C.; SOUZA, E. H.; AONA, L.Y.S.; SOUZA, F.V. D. Two new Wittmackia
species (Bromeliaceae: Bromelioideae) from Bahia, Brazil. Phytotaxa, Auckland, v.
583, n. 3, 241-250, 2023.

LUTHER, H. E. A hybrid Pitcairnia from western Ecuador [Pitcairnia X daiseyana, a
new hybrid of Pitcairnia heterophylla and Pitcairnia pungens]. Journal of Bromeliad
Society, Orlando, v. 34, p. 272-274. 1984.

MATALLANA, G.; GODINHO, M. A. S.; GUILERME, F. A.G.; BELISARIO, M,;
COSER, T. S.; WENDT, T. Breeding systems of Bromeliaceae species: Evolution of
selfing in the context of sympatric occurrence. Plant Systematics and Evolution,
Heidelberg, v. 289, n. 1-2, p. 57-65, 2010.

MATALLANA, G.; OLIVEIRA, P. E.; SILVA, P. R. R.; WENDT, T. Post-pollination
barriers in an assemblage of Bromeliaceae in south - eastern Brazil. Botanical
Journal of the Linnean Society, London, v. 181, n. 1, p. 521-531, 2016.

MARTIN, F. W. Staining and observing pollen tubes in the style by means of
fluorescence. Stain Technology, Baltimore, v. 34, n. 3, 125-128, 1959.

MOTA, S. S.; FARO, I. A. M.; CAVALCANTE, B. P. C.; SOUZA, F. V. D.; AONA, L.
Y. S.; COSTA, M. A. P. C.; SOUZA, E. H. Reproductive systems and hybridization of
Lymania species (Bromeliaceae) endemic to Northeast Brazil threatened with
extinction. Scientia Horticulturae, Amsterdam, v. 322, e. 112447, 2023.

MOTA, S. S.; FARO, I. A. M.; SOARES, T. L.; ALMEIDA, P. S.; SOUZA, F. V. D;
AONA, L. Y. S.; COSTA, M. A. P. C.; ROSSI, M. L.; SOUZA, E. H. Pollen
morphology and viability of Lymania (Bromeliaceae) species with ornamental
potential. Scientia Horticulturae, Amsterdam, v. 328, e. 112890, 2024.

MORITZ, C. Defining 'Evolutionarily Significant Units' forconservation. Tree,
Ed:10, Rome, v.5, 1994. 373p.

MURASHIGE, T. C.; SKOOG, F. A Revised Medium for Rapid Growth and Bioassays
with Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum, New York, v. 15, p. 473-497,
1962.

PAGGI, G. M.; PALMA-SILVA, C.; BODANESE-ZANETTINI, M. H.; LEXER, C,;
BERED, F. Limited pollen flow and high selfing rates toward geographic range limit in
an Atlantic Forest bromeliad. Flora, Amsterdam, v. 211, n. 1, p. 1-10, 2015.

PARISI. J. J. D.; SANTOS, A. F.; BARBEDO, C. J.; MEDINA, P. F. Patologia de
sementes florestais: danos, deteccédo e controle, uma revisdo. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v. 45, n. 2, p.129-133, 2019.



115

RAMIREZ, N.; BRITO, Y. Reproductive biology of tropical palm swamp community in
the Venezuelan Llanos. American Journal of Botany, New York, v. 77, n. 10, p.
1260-1271, 1990.

RIOS, P. A. F.; SILVA, J. B.; MOURA, F. B. P. Visitantes florais de Aechmea
constantinii (Mez) L.B.Sm. (Bromeliaceae) em um remanescente da Mata Atlantica
do Nordeste Oriental. Biotemas, Floriandpolis, v. 23, n. 4, p. 29-36, 2010.

SANTOS, V. L. S.; WANDERLEY, M. G. L.; VERSIEUX, L. M.; LUZ, C. F. P. Pollen
morphology of Brazilian species of Vriesea (Bromeliaceae, Tillandsioideae), Grana,
Londres, v. 59, n. 2, p. 203-225, 2020.

SAMYN, G. Vriesea hybrids of today and yesteryear. Journal of the Bromeliad
Society, Orlando, v. 45, n. 1, p. 99-109, 1995.

SCHIFINO-WITTMANN, M.T.; DALLAGNOL, M. Auto-incompatibilidade em plantas.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 32, n. 6, p. 1083-1090, 2002.

SEEHAUSEN, O. Hybridization and adaptive radiation. Trends Ecology Evolution,
Amsterdam, v. 19, n. 1, p. 198-207, 2004.

SEMA, Secretaria do Meio Ambiente do Estado da Bahia, 2017. Lista Oficial das
Espécies Endémicas da Flora Ameagadas de Extingao do Estado da Bahia.
Disponivel em:
https://view.officeapps.live.com/op/view.aspx?src=http%3A%2F %2Fwww.meioambie
nte.ba.gov.br%2Farquivos%2FFile%2FListaFlora.docx&amp;wdOrigin=BROWSELIN
K. Acesso em: 04 de set. 2024.

SHIVANNA, K. R. Reproductive assurance through autogamous self-pollination across
diverse sexual and breeding systems. Current Science, Bengaluru, v. 109, n. 7, p.
1255-1263, 2015.

SCHULTE, K.; SILVESTRO, D.; KIEHLMANN, E.; VESELY, S.; NOVOA, P.; ZIZKA,
G. Detection of recent hybridization between sympatric Chilean Puya species
(Bromeliaceae) using AFLP markers and reconstruction of complex relationships.
Molecular Phylogenetics and Evolution, Amsterdam, v. 57, n. 3, p.1105-1119, 2010.

SOUSA, L. O. F.; SILVA, B. R.; SOUSA, R. C. O. S. Hohenmea, a new natural
intergeneric hybrid in the Bromelioideae. Journal of the Bromeliad Society, Florida,
v.53,n. 2, p. 71-76, 2003.

SOUZA, E. H.; SOUZA, F. V. D.; COSTA, M. A. P. C.; COSTA JR., D. S.; SANTOS-
SEREJO, J. A.; AMORIM, E. P.; LEDO, C. A. S. Genetic variation of the Ananas
genus with ornamental potential. Genetic Resources and Crop Evolution, Berlin, v.
59,n. 1, p. 1357-1376, 2011.

SOUZA, E.H.; VERSIEUX, L. M.; SOUZA, F. V. D.; ROSSI, M. L.; CARVALHO
COSTA, M. A. P.; MARTINELLI, A. P. Interspecific and intergeneric hybridization in
Bromeliaceae and their relationships to breeding systems. Scientia Horticulturae,
Amsterdam, v. 223, n. 1, p. 53-61, 2017.



116

SOUSA, G. M.; KOCH, A. K.; PICANCO, W. L.; CARDOSO, P. H.; MARTINS, S. E.;
BARBOSA-SILVA, R. G.; WANDERLEY, M. G. L. Bromeliaceae in Flora e Funga
do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2023. Disponivel em:
https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB66. Acesso em: 13 jun. 2024.

SOUZA, E. H.; AONA, L. Y. S.; SOUZA, F. V. D.; LEME, E. M. C. Lymania involucrata
(Bromeliaceae: Bromelioideae), a new ornamental species from Bahia,
Brazil. Phytotaxa, Auckland, v. 489, n. 2, p. 209-215, 2021.

TAVARES, M. M.; FERRO, M.; LEAL, B. S. S.; SILVA, C. P.; Speciation with gene flow
between two Neotropical sympatric species (Pitcairnia spp.: Bromeliaceae), Ecology
and Evolution, v.12, n.5, p.8834, 2022.

TEIXEIRA, T. P. O.; COSTA, C. B. N. Sistema Reprodutivo e potencial de hibridacao
entre espécies simpatricas de senna (fabaceae) em ambiente de cerrado.
Enciclopédia Biosfera, Sao Paulo, v.13, n. 24, 2016.

IUCN (International Union for Conservation of Nature). The IUCN red list of
threatened species. Disponivel em: < https://www.iucnredlist.org/> Acesso em 13
Jun. 2024.

VERVAEKE, |.; PARTON, E.; DEROOSE, R.; PROFT, M. P. Prefertilization barriers
between different Bromeliaceae. Euphytica, Wageningen, v. 118, p. 91-97, 2001.

VERVAEKE, I.; PARTON, E.; DEROOSE, R.; DE PROFT, M. P. Controlling
prefertilization barriers by in vitro pollination and fertilization of Bromeliaceae. Acta
Horticulturae, The Hague, v. 572, p. 21-28, 2002.

VERVAEKE, I.; WOUTERS, J.; LONDERS, E.; DEROOSE, R.; PROFT, M. P.
Morphology of artificial hybrids of Vriesea splendens X Tillandsia cyanea and V.
splendens X Guzmania lingulata (Bromeliaceae). Annales Botanici Fennici,
Helsinki, v. 41, p. 201-208, 2004.

VERVAEKE, |.; DEROOSE, R.; DE PROFT, M. P. Interspecific and intergeneric
hybridization in Bromeliaceae. Acta Horticulturae, The Hague, v. 624, p. 77-83,
2003.

VOSGUERITCHIAN, S. B.; BUZATO, S. Reproducao sexuada de Dyckia tuberosa
(Vell.) Beer (Bromeliaceae, Pitcairnioideae) e interagdo planta-animal. Brazilian
Journal of Botany, Oxford, v. 29, n. 3, p. 433-442, 2006.

WAGNER, N. D.; WOHRMANN, T.; ODER, V.; BURMEISTER, A.; WEISING, K.
Reproduction biology and chloroplast inheritance in Bromeliaceae: a case study in
Fosterella (Pitcairnioideae). Plant Systematics and Evolution, Viena, v. 301, n. 1,
p. 2231-2246, 2015.

WENDT, T.; CANELA, M. B.; FARIA, A. P. G.; RIOS, R. |. Reproductive biology and
natural hybridization between two endemic species of Pitcairnia (Bromeliaceae).
American Journal of Botany, St. Louis, v. 88, p.1760-1767, 2001.



117

WENDT, T.; PAZ, N. P. L.; RIOS, R. I. A morphometric analysis of a putative hybrid
between Pitcairnia albiflos and P. staminea (Bromeliaceae). Selbyana, Sarasota, v.
21, n.132-136, 2000.

WENDT, T.; COSER, T. S.; MATALLANA, G.; GUILHERME, F. A. G. An apparent lack
of prezygotic reproductive isolation among 42 sympatric species of Bromeliaceae in
southeastern Brazil. Plant Systematics and Evolution, Vienna, v. 275, p. 31-41,
2008.

WOLOWSKI, M.; SAAD, C. F.; ASHMAN, T. L.; FREITAS, L. Predominance of self-
compatibility in hummingbird-pollinated plants in the Neotropics.
Naturwissenschaften, Hamburg, v.100, n. 1, p. 69-79, 2013.

WERPACHOWSKI, J. S.; VARASSIN, |. G.; GOLDENBERG, R. Ocorréncia de
apomixia e partenocarpia em algumas espécies subtropicais de Asteraceae. Revista
Brasileira de Botanica, Séao Paulo, v. 27, n. 3, p. 607-613, 2004.

ZAPATA, T. R.; ARROYO, M. T. K. Plant reproductive ecology of a secondary
deciduous tropical forest in Venezuela. Biotropica, Washington, v.10, n. 3, p. 221-
230, 1978.

ZANELLA, C. M.; PALMA-SILVA, C.; GOETZE, M.; BERED, F. Hybridization
between two sister species of Bromeliaceae: Vriesea carinata and V. incurvata.
Botanical Journal of the Linnean Society, London, v.181, n. 3, p. 491-504, 2016.

ZANGERL, A. R.; BEREMBAUM, M. R.; NITAO, J. K. Parthenocarpic fruits in wild
parsnip: decoy defense against a specialist herbivore. Evolutionary Ecology, Boca
Raton, v. 5, n. 1, p. 136-145, 1991.

YI, W.; LAW, E.; MCCOY, D.; WETZSTEIN, H.Y. Stigma development and receptivity
in Almond (Prunus dulcis). Annals of Botany, Oxford, v. 97, n. 1, p. 57-63, 2006.



118

CAPITULO 3

CRIOPRESERVACAO DE GRAOS DE POLEN DE Wittmackia Mez
(BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO BRASIL E
OCORRENTES NA MATA ATLANTICA

1 Manuscrito a ser ajustado e submetido ao Periédico “Cryobiology”.
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CRIOPRESERVACAO DE GRAOS DE POLEAN DE Wittmackia Mez
(BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMICAS DO BRASIL E
OCORRENTES NA MATA ATLANTICA

RESUMO: O género Wittmackia Mez, pertencente a familia Bromeliaceae, habita uma
grande variedade de ambientes, desde florestas montanhosas higrofilas até habitats
secos em florestas semideciduas e florestas tropicais secas. A conservacao dos graos
de polen é crucial para facilitar cruzamentos entre espécies aldogamas, obter hibridos
e preservar o germoplasma. A criopreservacdo de grados de pdlen, além da
conservacao de alelos por longos periodos, € uma estratégia importante diante da
falta de sincronizacao no florescimento entre potenciais genitores. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a criopreservacdo dos grdos de poélen de 16 espécies de
Wittmackia por meio da germinacao in vitro em meio de cultura, crescimento do tubo
polinico no pistilo e fertilizagdo in vivo nos diferentes cruzamentos e hibridacdes
interespecificas. Os graos de polen foram desidratados em silica gel ativada por trés
horas. Para a germinacao in vitro, os gréos de poélen foram inoculados em 35 mL do
meio de cultura SM. As amostras foram depositadas em tubos criogénicos e
submetidas ao ensaio de criopreservacdo em nitrogénio liquido a -196 °C e as
avaliacoes foram realizadas ap6s 30, 180 e 360 dias. Para a viabilidade in vivo, gréos
de pdlen criopreservados foram depositados sobre o estigma das mesmas espécies
e de outras do género, para avaliar a producéo de frutos e sementes. Cinco flores de
cada polinizacao foram fixadas e avaliadas quanto a germinagcédo e crescimento do
tubo polinico no pistilo, utilizando microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta.
A desidratacdo dos graos de pdlen atendeu as expectativas para 87% das espécies,
com o conteudo de agua variando de 20% a 31,02%, exceto para W. limae e W.
linharesiorum, que apresentaram uma reducgdo drastica no conteudo de agua. A
porcentagem de graos de polen viaveis apos a criopreservacao variou de 14,96% em
W. linharesiorum a 98,78% em W. laevigata, e o comprimento do tubo polinico variou
de 0,25 + 0,02 mm em W. linharesiorum a 1,12 + 0,07 mm em W. limae. Observou-se
que graos de pdélen com contetdo de agua abaixo de 20% apresentaram reducao
significativa na viabilidade e comprimento do tubo polinico. Foram realizadas 793
polinizacBes com gréos de pdlen criopreservados nas 16 espécies, sendo 17% por
xenogamia e 83% por hibridac6es interespecificas em 71 combinacdes. Obteve-se
sucesso em 37% das polinizacbes por xenogamia e 63% nas hibridagOes
interespecificas. Todas as polinizagbes por xenogamia resultaram em frutos, com
guantidade de sementes variando entre 8 a 285 por fruto. Os principais fenbmenos
observados para incongruéncia foram: graos de pdlen sem germinacao na superficie
do estigma, tubo polinico com enovelamento no terceiro terco do estilete e tubo
polinico no ovario sem penetracdo na micrépila. A germinagéo in vitro de sementes
das espécies estudadas demonstrou-se viavel, produzindo plantulas normais que
estdo sendo utilizadas em trabalhos de conservagéo in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: Hibridizacdo, Viabilidade polinica, Conservagdo de gréos de
polen.
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CRYOPRESERVATION OF POLLEN GRAINS FROM Wittmackia Mez
(BROMELIOIDEAE: BROMELIACEAE) ENDEMIC TO BRAZIL AND OCCURRING
IN ATLANTIC FOREST AREAS

ABSTRACT: The genus Wittmackia Mez, belonging to the Bromeliaceae family,
inhabits a wide variety of environments, from hygrophilous mountain forests to dry
habitats in semideciduous forests and dry tropical forests. Pollen grain conservation is
crucial to facilitate crosses between allogamous species, obtain hybrids and preserve
germplasm. Cryopreservation of pollen grains, in addition to the conservation of alleles
for long periods, is an important strategy in view of the lack of synchronization in
flowering between potential parents. The objective of this study was to evaluate the
cryopreservation of pollen grains of 16 Wittmackia species through in vitro germination
in culture medium, growth of the pollen tube in the pistil and in vivo fertilization in
different crosses and interspecific hybridizations. Pollen grains were dehydrated in
activated silica gel for three hours. For in vitro germination, pollen grains were
inoculated in 35 mL of SM culture medium. The samples were deposited in cryogenic
tubes and subjected to cryopreservation assay in liquid nitrogen at -196 °C, and
evaluations were performed after 30, 180 and 360 days. For in vivo viability,
cryopreserved pollen grains were deposited on the stigma of the same species and
others of the genus, to evaluate fruit and seed production. Five flowers from each
pollination were fixed and evaluated for germination and growth of the pollen tube in
the pistil, using fluorescence microscopy with ultraviolet filter. Pollen grain dehydration
met expectations for 87% of the species, with water content ranging from 20% to
31.02%, except for W. limae and W. linharesiorum, which showed a drastic reduction
in water content. The percentage of viable pollen grains after cryopreservation ranged
from 14.96% in W. linharesiorum to 98.78% in W. laevigata, and the pollen tube length
ranged from 0.25 £ 0.02 mm in W. linharesiorum to 1.12 + 0.07 mm in W. limae. It was
observed that pollen grains with water content below 20% showed a significant
reduction in pollen tube viability and length. A total of 793 pollinations were performed
with cryopreserved pollen grains in the 16 species, 17% by xenogamy and 83% by
interspecific hybridizations in 71 combinations. Success was achieved in 37% of the
pollinations by xenogamy and 63% in the interspecific hybridizations. All pollinations
by xenogamy resulted in fruits, with the number of seeds varying between 8 and 285
per fruit. The main phenomena observed for incongruence were: pollen grains without
germination on the surface of the stigma, pollen tube with coiling in the third third of
the style and pollen tube in the ovary without penetration into the micropyle. In vitro
germination of seeds of the species studied proved to be viable, producing normal
seedlings that are being used in in vitro conservation studies.

KEYWORDS: Hybridization, Pollen viability, Pollen grain conservation.
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INTRODUCAO

O género Wittmackia Mez, pertencente a familia Bromeliaceae, habita uma
grande variedade de ambientes, desde florestas montanhosas higrofilas até habitats
secos em florestas semideciduas e florestas tropicais secas (Aguirre-Santoro, 2016;
2020). Estudos filogenéticos e morfolégicos recentes levaram a reclassificacdo do
género Wittmackia, anteriormente considerado parte do complexo género Aechmea
Ruiz & Pav. e Ronnbergia E. Morren & André (Aguirre-Santoro, 2017). A
recircunscricdo de Wittmackia foi baseada em evidéncias filogenéticas, variacdes
morfologicas, distribuicdo geogréafica e habitat, resultando em uma maior clareza
taxondémica e na identificacdo de novas espécies dentro do género (Aguirre-Santoro,
2017).

A familia Bromeliaceae é conhecida por sua vasta diversidade, com espécies
adaptadas a uma ampla gama de ambientes e amplamente distribuida em todo
territorio brasileiro e em todos os dominios fitogeograficos, com maior diversidade na
Mata Atlantica (Leme e Siqueira Filho, 2006). As espécies de Bromeliaceae enfrentam
varias ameagas que tém levado muitas delas a extingdo (Forzza et al., 2013; Souza
et al., 2021; IUCN, 2023). A principal causa de ameaca € a destruicdo de habitats
devido ao desmatamento, extrativismo predatdrio, expansao agricola, urbanizacao,
dentre outros (Haddad et al., 2015; Ferreira et al., 2019). A Mata Atlantica, onde muitas
dessas espécies estao concentradas, € uma das regides mais afetadas, com menos
de 12% de sua cobertura original remanescente (Ribeiro et al., 2009). A coleta
excessiva de plantas para o comércio ornamental também exerce pressao significativa
sobre as populacdes naturais (Martinelli et al., 2008). Além disso, mudancas climaticas
globais representam uma ameaca crescente, alterando os padrdes de precipitacao e
temperatura, o que pode afetar negativamente a sobrevivéncia das espécies (Santos
et al., 2016).

Essas espécies possuem grande potencial no mercado de plantas ornamentais
devido a sua diversidade de formas, cores e adaptacdes ambientais (Souza et al.,
2017a;). A criagdo de novos hibridos por meio de programas de melhoramento
genético pode incrementar significativamente esse mercado (Souza et al., 2017a;
Castro et al., 2022). Atualmente, poucos hibridos estédo disponiveis comercialmente,

e 0s gue existem geralmente foram desenvolvidos de forma empirica por horticultores
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e colecionadores (Souza et al., 2017a). Além do uso ornamental, as bromélias tém
potencial para usos medicinais com atividades farmacoldgicas, producao de fibras
como matéria-prima para a fabricacdo de artesanatos e utensilios, alimentagdo
humana e animal, entre outros (Carvalho et al., 2010; Nunes et al., 2016; Souza et al.,
2021). Em Wittmackia, ndo ha relatos de hibridiza¢gGes interespecificas, ja que o
mercado de plantas ornamentais € reduzido a um pequeno numero de espécies
(Souza et al., 2017a).

Muitas espécies de Wittmackia, apresentam assincronia de florescimento, o
que limita a disponibilidade de flores simultdneas para cruzamentos controlados
(Souza et al., 2015; 2018). Algumas metodologias para contornar essa falta de
sincronia ja estao disponiveis na literatura, como no caso da conservagdo de graos
de pdlen por meio da criopreservacao (Souza et al., 2015; 2018; Silva et al., 2017).

A criopreservacao de graos de polen permite armazenar graos de poélen viaveis
até gue as flores femininas estejam disponiveis, facilitando cruzamentos que de outra
forma seriam impossiveis devido a falta de sincronia (Souza et al., 2015; 2018; Silva
et al., 2017).

A criopreservacdo € uma estratégia relevante para a conservacao ex situ,
oferecendo uma alternativa viavel e de longo prazo para a preservacdo de
germoplasma, principalmente de espécies ameacadas (Forzza et al., 2013; Souza et
al., 2021; IUCN, 2023). E uma estratégia fundamental para espécies com sementes
recalcitrantes ou de propagacdo vegetativa e pode ser particularmente util para
espécies com assincronia de florescimento ou aquelas com populacées pequenas e
fragmentadas, que tém menor probabilidade de cruzamento natural (Santos, 2000). A
técnica envolve a conservagdo de tecidos vegetais em nitrogénio liquido em
temperaturas ultrabaixas (-196 °C), espaco fisico pequeno e uma gestao e manejo
facilitados (Rajasekharan e Rohine, 2023).

A eficicia da criopreservacdo depende da tolerancia dos tecidos vegetais a
desidratacéo, o que vai permitir sua sobrevivéncia em temperaturas ultrabaixas, assim
como reduzir o metabolismo celular a um ponto em que, apds o descongelamento, as
atividades metabolicas possam ser retomadas (Santos, 2000; Pegg, 2007. Souza et
al., 2015). Entre as vantagens da criopreservacao estdo a demanda por pouco espaco
fisico para a manutencéo das colecdes, a facilidade no manejo e gestao das condicdes
de armazenamento e o baixo custo do processo (Almeida et al., 2002). Essa técnica

também permite a criacdo de um criobanco de graos de polen, que tem como principal
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objetivo conservar alelos importantes, garantindo a disponibilidade de material
genético para futuros programas de melhoramento e conservagcao (Rajasekharan e
Rohine, 2023). O criobanco de gréos de pdlen pode ser crucial para manter parte da
variabilidade genética, especialmente para espécies ameacadas de extingdo ou com
populacdes fragmentadas, onde a diversidade genética é limitada (Haddad et al.,
2015). A manutencdo de um criobanco eficiente envolve protocolos rigorosos de
coleta, de desidratagcdo, congelamento e descongelamento dos gréos de poélen para
garantir sua viabilidade e integridade genética ao longo do tempo (Kaya; Souza,
2017).

A viabilidade dos gréaos de pélen, tanto frescos quanto criopreservados, pode
ser avaliada por diversas técnicas, sendo que as mais comuns S80 0s testes
histoquimicos, a germinacdo in vitro e a fertilizagdo in vivo, todas amplamente
utilizadas no monitoramento de grdos de pdolen armazenado (Soares et al., 2011,
Souza et al., 2017a).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade e a
funcionalidade de gréos de pélen criopreservados de 16 espécies de Wittmackia por
meio da germinacdao in vitro, germinacao dos graos de polen e crescimento do tubo
polinico no pistilo e pela fertilizacao in vivo em diferentes cruzamentos e hibridacdes

interespecificas.

MATERIAIS E METODOS

Espécies de Wittmackia foram coletadas em populagbes naturais nos
fragmentos da Mata Atlantica e estabelecidas no Banco de Germoplasma de
Bromélias (BGB Bromélia) do Programa de Pdés-graduacdo em Recursos Genéticos
Vegetais (PPG-RGV) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia,
Brasil.

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

As coletas foram realizadas conforme autoriza¢cdo do SISBIO n. 69870-1 e as
atividades realizadas estdo devidamente cadastradas no SISGEN, sob a autorizagao
A9E9F8D, em atendimento a legislacao brasileira para espécies nativas. Exemplares
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de cada espécie coletada nas diferentes localidades foram incorporadas ao acervo do

Herbario do Recbncavo da Bahia (HURB).
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Figura 1. Mapa com os respectivos pontos de estudo e coleta das espécies de
Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata
Atlantica, utilizadas nos experimentos de criopreservacao dos gréaos de polen.

Tabela 1. Espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do

Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica, incluindo o municipio de coleta e voucher do

Herbario HURB, endemismo e status de ameaca.

i Municipio de HURB . Status de
Espécies coleta na Endemismo
Bahia (voucher) Ameaca
W. amorimii Igrapitna 30415 BA NE
Uruguca 27808
W. bicolor Brejoes 17903 BA NE
Urucuca 30553
W. brasiliensis Arataca 26118 BA NE
W. burle-marxii Itacaré 23966 BA, MG NE
W. canaliculata Mutuipe 34898 BA VU
W. conduruensis Uruguca 22229 BA CR
Igrapitna 32023
Itacaré 27184
W. froesii Boa nova 32089 AL, BA, PE NE
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Camaca 25958
W. guedesiae Igrapiuna 27182 BA CR
W. incompta Igrapitna 31979 BA NE

Urucuca 32825
W. ituberaensis ltubera 30421 BA NE
W. limae Igrapitna 31986 BA NE
W. laevigata Arataca 26402 BA NE
W. linharesiorum Santa 24546 BA NE

Teresinha
W. patentissima Igrapitna 32000 AL, BA, CE, NE

Boa nova 32090 MA, PB, PE,

Uruguca 29493 RN, SE, ES,

RJ

W. pendulispica Igrapitna 30549 BA NE
W. turbinocalyx Urucuca 27800 BA CR

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

Germinacéo in vitro dos graos de polen

Para os teste de germinacéo in vitro, as anteras com graos de pdlen frescos,
que constituiram o controle, assim como os que foram desidratados e
criopreservados, foram inoculados em placas de Petri contendo 25 mL de meio de
cultura SM, contendo 0,01% de H3BOs; 0,03% de Ca(NOs3)2; 0,02% de MgSOa; 0,01%
de KNOs; 15% de sacarose; solidificado com 0,8% de &gar; pH ajustado para 6,5
(Soares et al., 2008). As placas com os graos de poélen foram mantidas em camara
climatizada com temperatura de 27 + 1 °C.

A contagem dos graos de pélen germinados e a medida do comprimento do
tubo polinico foram realizadas 24 horas ap6s a inoculacdo em meio de cultura. Foram
depositadas cinco gotas de azul de toluidina 0,01% para facilitar o contraste e,
imediatamente, foram obtidas microfotografias com auxilio de estereomicroscopio
Leica EZ4 W (Leica Microsystems, Alemanha).

Para a porcentagem de germinacédo, foram contabilizados todos os grdos de
polen da placa, enquanto que 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 graos de poélen que possuiam tubo
polinico com tamanho igual ou superior ao diametro do proprio grédo de pdlen. As
medidas foram realizadas utilizando o programa ImageJ 1.53s (RASBAND, 1997-
2018).
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Para as anteras com graos de polen frescos (controle), e para as com graos de
polen criopreservados, foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado com trés repeticdes, sendo cada repeticdo composta por uma flor com
seis anteras e provenientes de diferentes plantas.

Os dados de percentagem de germinacdo foram transformados para arc sen
(Vx/100) antes da analise estatistica. Para comparacdo, os dados foram submetidos
a analise de variancia e os valores comparados pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)
para as espécies, por meio do software R Core Team (2023).

Desidratacdo dos grédos de pélen

Em ensaios desenvolvidos por Souza et al. (2015; 2018) determinou-se que
graos de pdélen de Bromeliaceae podem ser desidratados por 3 horas em silica gel
ativada em ambiente fechado (dessecador), mantendo a umidade em torno de 35 %
a 20 %, adequada para a criopreservacdo. Em se tratando de outras espécies de
Bromeliaceae, ndo descritas no trabalho Souza et al. (2015; 2018), foram realizados
ensaios de desidratacdo neste mesmo intervalo de tempo e nas mesmas condicdes
para confirmar o conteldo de agua e a manutencédo da viabilidade dos gréos de pdlen.

O conteldo de 4gua das anteras com graos de pélen foi determinado através
da pesagem de recortes de papel aluminio (Pt) em balanca de precisdo com quatro
casas decimais; Em seguida, as anteras com os grdos de pélen foram depositadas
sobre o papel, procedendo-se a uma segunda pesagem para determinacédo do peso
umido (Pu). As anteras foram desidratadas por meio da silica em gel em ambiente
fechado com intervalo de tempo de 3h. Apés esse procedimento, os recortes foram
fechados como envelopes e pesados em balanca analitica para obtencdo do peso
seco (Ps). O contetdo de 4gua das anteras com gréos de pélen foi determinado pela
seguinte equacao:

U= [(Pu-Ps) / (Pu - Pt) X100)],

onde: U= contelido de agua das anteras (%), Pu= Peso umido(g), Ps= Peso seco (g),
Pt= Peso da tara (Q).

O delineamento experimental utilizado para os ensaios de desidratacdo dos
graos de polen foi inteiramente casualizado com trés repeticdes por espécie, sendo

cada repeticao representada por uma flor contendo seis anteras. Apdés os ensaios de
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desidratacdo, as anteras foram inoculadas no meio de cultura SM descrito

anteriormente.

Criopreservacéo dos gréos de pélen

As anteras com gréos de polen foram colocadas em recortes de papel aluminio,
desidratadas em silica gel ativada por 3 horas e inseridas em tubos criogénicos (2
mL), que foram diretamente imersos em nitrogénio liquido a -196°C, onde
permaneceram por 30, 180 e 360 dias. Apés esses periodos, os grédos de poélen foram
retirados do nitrogénio e colocados para germinar no mesmo meio de cultura SM para
avaliacdo da porcentagem de germinacdo e comprimento do tubo polinico, conforme
descrito anteriormente.

O delineamento experimental utilizado para os ensaios de criopreservacao dos
graos de polen foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 16 (intervalos de
tempo x espécies) com 12 repeticbes, sendo cada repeticdo representada por uma
flor contendo seis anteras e de diferentes plantas.

Teste de viabilidade in vivo com gréos de polen

Para os testes de viabilidade in vivo, foram utilizadas como parentais flores da
mesma espécie (polinizacdo cruzadas entre individuos da mesma espécie) e de
espécies diferentes (hibridizacdo). As polinizagbes com grdos de pdlen
criopreservados foram realizadas conforme a disponibilidade de flores e estédo
apresentadas na Tabela 3.

Nas plantas receptoras, as anteras foram removidas e as flores foram
ensacadas na pré-antese. Os graos de polen criopreservados foram depositados no
estigma das flores emasculadas que, em seguida, foram identificadas conforme a
polinizagdo e novamente ensacadas para evitar possiveis contaminag¢des por outras
espécies. Trés amostras foram coletadas para os estudos do desenvolvimento do tubo
polinico no pistilo, e as demais flores foram avaliadas quanto a formacéo de frutos e

ndumero de sementes.
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Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo

Trés pistilos foram coletados 24 horas ap0s as diferentes polinizacdes, fixados
em solucdo de Carnoy (3 partes de etanol 95%: 1 parte de &cido acético glacial) por
48 horas, e clarificados em solucédo de sulfito de sodio (10%), autoclavada por 20
minutos a 120 °C, com o intuito de clarificar e amolecer os tecidos. A coloracao foi
feita com solucao de azul de anilina (0,01%) em tampéao de fosfato tribasico, overnight.

Para verificar a germinacgéo dos graos de polen no estigma e o desenvolvimento
dos tubos polinicos ao longo do pistilo, foi utilizada microscopia de fluorescéncia com
filtro ultravioleta (Martin, 1959; Yi et al.,, 2006). As laminas foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51) acoplado com camera digital (Olympus
DP175, Olympus, Tokyo, Jap&o) com filtro ultravioleta que emite fluorescéncia para
verificar a presencga de calose.

Para avaliar o crescimento do tubo polinico no pistilo, foram consideradas regifes
pré-determinadas segundo adaptacdo do trabalho de Souza et al. (2017a): tubo
polinico na superficie do estigma, sem crescimento no estilete; tubo polinico no
estilete (independente do terco); tubo polinico no interior do ovério; tubo polinico

préximo ao 6vulo e tubo polinico penetrando na micrépila.

Germinacéo in vitro de sementes

Sementes maduras, resultantes das polinizagdes cruzadas e hibridacdes com
graos de polen criopreservados foram desinfestadas em etanol 70% por 5 minutos,
seguidas de imersao em solucao de cloro ativo 1% por 30 minutos, e enxaguadas trés
vezes em 4gua destilada esterilizada. As sementes foram cultivadas em tubos de
ensaio contendo meio de cultura MS (Murashinge; Skoog, 1962), com a metade das
concentracfes de sais, com adicdo de 3% de sacarose, 0,7% de agar e pH ajustado
para 5,8. O numero de sementes variou conforme o cruzamento (Tabela 3), sendo
estabelecidas duas sementes em cada tubo de ensaio.

Os tubos de ensaio foram mantidos em sala de crescimento, por 45 dias, sob
condicGes de temperatura de 27 + 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30 HE m? s
! e fotoperiodo de 16 horas. As avaliagbes comecaram a partir do sétimo dia e
continuaram por 30 dias, contabilizando-se as sementes germinadas e nao

germinadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas significativas (p<0,01) entre as 16 espécies de
Wittmackia, na porcentagem de germinacéo e no comprimento do tubo polinico, tanto
dos graos de polén frescos (Controle) como nos que foram desidratadas, (Tabela 2).
Uma elevada taxa de viabilidade e comprimento do tubo polinico foram observados
nas espécies, com valores acima de 84,95% para viabilidade em W. pendulispica e
0,37 mm de comprimento do tubo polinico em W. incompta (Tabela 2, Figura 2).

A manutencéo da viabilidade polinica apés a desidratacao dos graos de pélen
foi registrada para 87% das espécies de Wittmackia, com contetudo de agua variando
de 20% a 31,2%, exceto para W. limae e W. linharesiorum, que apresentaram uma
reducdo muito drastica no conteido de agua (18% e 10%, respectivamente) em
comparacao as demais espécies submetidas ao mesmo tratamento (Tabela 2).

A porcentagem de grdos de poélen viaveis nas diferentes espécies apos a
desidratacéo variou de 97,27% em W. laevigata a 81,37% em W. conduruensis, e 0
comprimento do tubo polinico variou de 1,10 mm em W. sulbahianensis a 0,50 mm
em W. incompta quando os grdos de polen mantiveram um conteddo de agua acima
de 20%. Pode-se observar que em graos de pélen com contetdo de agua abaixo de
20% houve uma reducao drastica da viabilidade e comprimento do tubo polinico, como
exemplificado por W. linharesiorum, que apresentou viabilidade de 24,58% e
comprimento do tubo polinico de 0,35 mm (Tabela 2, Figura 2).

A desidratacdo € uma das etapas mais importantes durante a criopreservacao,
e deve garantir que o conteludo de agua seja adequado para garantir a integridade
celular durante o congelamento sem comprometer as funcdes celulares. A formacéo
de cristais de gelo causa danos celulares irreversiveis, altera o equilibrio osmético e
a integridade estrutural e coligativa das células, com consequentes lesfes na exina
(Benson, 2008; Souza et al., 2015). Por outro lado, a retirada excessiva de agua da
célula compromete seu metabolismo e viabilidade ap6s a imersdo em nitrogénio
liquido.

O meio de cultura SM (Soares et al., 2008) também foi eficiente para a
germinacao dos graos de pdlen nas espécies estudadas. Souza et al. (2017) testaram
diferentes meios de cultura para Bromeliaceae e observaram que o meio de cultura
SM, por ser mais completo em nutrientes como boro, célcio, magnésio e potassio,
apresentou valores superiores ao meio de cultura BM (Parton et al.,, 2002),

desenvolvido especificamente para Bromeliaceae.
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Souza et al. (2015) estudaram a morfologia polinica por meio de microscopia
eletrbnica de varredura e transmissdo em graos de poélen conservados em freezer (-
5°C), ultrafreezer (-80°C) e nitrogénio liquido (-196°C), com e sem desidratacdo. Eles
observaram diferencas estruturais no contetdo citoplasmético e na integridade da
exina dos graos de polen. Graos de polen mantidos em freezer e ultrafreezer por um
ano apresentaram murchamento e desprendimento da intina, além de degeneracao
do citoplasma. Quando os grédos de polen foram imersos em nitrogénio liquido sem
desidratacéo, eclodiram pelo poro, ocorrendo fissuras e ruptura da exina com
expulsdo do conteudo citoplasmatico, devido a formacdo de cristais de gelo pelo
excesso de agua. Apenas os graos de polen conservados em nitrogénio liquido com
desidratacdo mantiveram a integridade préxima ao tratamento controle (graos de

pélen recém-coletados e analisados).
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Tabela 2. Germinacéao in vitro de graos de poélen e comprimento de tubo polinico em

graos recém coletados (controle) e desidratadas por 3h em silica gel, com respectivo

conteldo de agua em 16 espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae)

endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica.

Graos de polen frescos (Controle)

Espécies Germinacéao Comprimento do tubo

(%) polinico (mm)
W. amorimii 87,45 b 0,81b
W. bicolor 98,45 a 0,76 ¢
W. brasiliensis 87,02 b 0,63 d
W. burle-marxii 96,85 a 0,63 d
W. canaliculata 95,77 a 0,47 e
W. conduruensis 85,00 c 0,69 c
W. froesii 89,03 b 0,72 c
W. incompta 95,28 a 0,37 f
W. ituberaensis 98,35a 0,71c
W. laevigata 94,33 a 0,91b
W. limae 88,63 b 1,18 a
W. linharesiorum 87,58 b 1,02 a
W. patentissima 94,19 a 0,46 e
W. pendulispica 84,95 c 0,63d
W. sulbahianensis 87,59 b 1,02 a
W. turbinocalyx 92,40 b 0,87 b
CV (%) 21,12 9,58

Graos de polen desidratados em silica gel por 3h
Espécies Conteudo de Germinacéao Comprimento do
agua (%) (%) tubo polinico (mm)

W. amorimii 31,02 a 86,65 a 0,88 b
W. bicolor 28,47 a 92,42 a 0,80b
W. brasiliensis 28,84 a 84,84 a 0,62 d
W. burle-marxii 28,47 a 90,72 a 0,60d
W. canaliculata 22,14 b 85,77 a 0,51e
W. conduruensis 29,00 a 81,37 a 0,72 c
W. froesii 21,60 b 88,90 a 0,74 c
W. incompta 20,00 b 95,33 a 0,50 e
W. ituberaensis 26,00 a 90,35 a 0,68 c
W. laevigata 20,00 b 97,27 a 1,02 a
W. limae 18,19 b 72,63 b 1,05a
W. linharesiorum 10,00 c 24,58 ¢ 0,35f
W. patentissima 21,43 b 89,78 a 0,58d
W. pendulispica 27,94 a 89,95 a 0,72 c
W. sulbahianensis 25,00 a 88,32 a 1,10 a
W. turbinocalyx 23,75 b 87,86 a 0,85b
CV (%) 12,35 18,13 11,18

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna se agrupam pelo teste de
Scott-Knott (p<0,01).
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Para os ensaios de criopreservacao, observou-se diferenca significativa entre
as 16 espécies (p<0,01) e nao significativa para os trés periodos de conservacéo (30,
180 e 36 dias) (p=0,872). (Tabela 3). Todas as espécies apresentaram graos de polen
viaveis acima de 83%, com excecdo de W. linharesiorum, que apresentou viabilidade
meédia de 15%. As maiores porcentagens de graos de polen viaveis foram encontradas
nas espécies W. burle-marxii, W. canaliculata, W. laevigata, W. limae e W.
pendulispica com médias acima de 94,61% independente do tempo de conservagao
(Tabela 3).

Tabela 3. Germinacao in vitro de graos de pélen e comprimento de tubo polinico em
graos desidratados por 3h em silica gel e criopreservados por 30, 180 e 360 dias em
16 espécies de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil e

ocorrentes na Mata Atlantica.

Germinagéo Comprimento do tubo
(%) polinico (mm)

Espécies 30dias 180dias 360dias 30dias 180dias 360 dias
W. amorimii 86,87c 8571c 86,12c 0,82b 0,85b 0,81c
W. bicolor 94,11b 91,12b 92,78b 0,83Db 0,79b 091b
W. brasiliensis 83,86d 85,70c 86,13c 0,54d 0,64 c 0,64 c
W. burle-marxii 98,19a 96,60a 94,86a 0,58d 0,55¢ 0,64 c
W. canaliculata 96,47a 9535a 9512a 0,80b 0,78 b 0,82 c
W. conduruensis 88,78c 84,73c 82,21d 0,77b 0,75b 0,70 ¢
W. froesii 84,98d 84,33c 90,12a 0,68c 0,71b 0,65c
W. incompta 90,59b 91,82b 89,49b 042e 0,52c 0,50d
W. ituberaensis 93,16 b 91,72b 9258b 0,95a 0,91 a 0,95 a
W. laevigata 98,78a 96,28a 96,57a 1,00a 0,95 a 1,03 a
W. limae 98,31a 97,8la 946l1la 1,08a 1,06 a 1,12 a
W. linharesiorum 17,71e 14,83d 12,35e 0,17 f 0,25d 0,22 e
W. patentissima 9428b 93,65b 91,12b 0,59d 0,59 c 0,63c
W. pendulispica 98,46a 9511a 936l1la 0,84b 0,80b 0,77 c
W. sulbahianensis 90,65c¢ 87,25¢c 88,45c¢c 0,96a 1,00 a 1,08 a
W. turbinocalyx 87,89c 86,30c 9091c 0,82b 0,85Db 0,78 c
CV (%) 28,72 16,32

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna se agrupam pelo teste de
Scott-Knott (p<0,01).

Esses resultados corroboram a metodologia de criopreservacdo empregada
neste trabalho e confirma que a desidratagédo prévia por 3 horas € eficiente para o

atingimento do contetdo de agua adequado para as espeécies estudadas. A Unica
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espécie que registrou baixa viabilidade, W. linharesiorum, apresentou graos de pélen
com contetudo de agua de 10%, mostrando a necessidade de ajuste no tempo de
desidratagéo.

Para o comprimento do tubo polinico, houve variagdo apenas entre as espécies
de Wittmackia (p<0,01), com os maiores valores observados em W. ituberaensis,
laevigata, W. limae e W. sulbahianensis e médias superiores a 0,95 mm. W.
linharesiorum apresentou o menor valor médio, de 0,17 mm independentemente do
tempo de conservacgédo. Os valores, referentes a viabilidade e ao comprimento do tubo
polinico ap0s a criopreservacdo estdo proximos aos resultados observados para
viabilidade dos grdos de podlen frescos (controle) e desidratados (Tabela 2 e 3),
evidenciando assim o sucesso no procedimento de criopreservagao.

Durante o armazenamento em temperaturas ultrabaixas, o metabolismo
fisioldgico do gréo de pdlen é praticamente interrompido, chegando a um estado de
nao divisao celular (Kartha, 1985; Bajaj, 1995; Kaya; Souza, 2017). Contudo, o tempo
em que os graos de pélen permanecem preservados, apesar da reducao de atividade
metabdlica, a viabilidade pode ser mantida por um periodo indefinido, desde que as
células mantenham sua estrutura intacta. Isso permitira o retorno de suas atividades
normais apos o descongelamento (Medeiros e Cavallari, 1992; Carvalho e Vidal, 2003;
Souza et al., 2015).

O tamanho do grédo de pdélen pode ser fator determinante para a técnica de
criopreservacdo, quanto menor os graos de polen, mais rapido serd a reducdo do
conteudo de agua durante a desidratacdo. Nos estudos apresentados no Capitulo 1,
Wittmackia linharesiorum apresentou um dos menores tamanhos de gréos de poélen
em comparacdo com as demais espécies, com diametro polar de 20,14 + 1,70 um e
diametro equatorial com 28,17 + 2,55 um, enquanto W. amorimii apresentou diametro
polar de 25,47 + 1,12 ym e diametro equatorial com 37,52 + 1,62 um.

A baixa porcentagem de germinagcao observada em Wittmackia linharesiorum
pode estar relacionada com o baixo conteudo de agua apdés a desidratacdo. Estudos
desenvolvidos por Rocha et al. (2023) para o ensaio de conservacdo a baixa
temperatura: ultrafreezer (-20 °C e -80 °C), freezer (4 °C) e nitrogénio liquido (-196 °C)
com mangaba (Hancornia speciosa Gomes - Apocynaceae), observaram baixa
germinacao dos graos de polen em nitrogénio liquido (-196 °C) em funcdo do baixo
conteudo de agua apos o processo de desidratacdo em silica gel por 24h. Esses

autores relatam que o processo de desidratacdo pode ter causado danos a membrana
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externa do grdo de pdlen (exina), 0 que ocasionou a queda abrupta da viabilidade
polinica (Rocha et al., 2023).

Ensaios de desidratacdo de grdos de pdlen de Aechmea bicolor L.B.Sm.
(Bromeliaceae), conduzidos por Souza et al. (2015), observaram que a utilizacao de
silica gel ativada por 3 horas permitiu alcancar um teor de agua entre 40% e 26%,
resultando em uma germinacdo in vitro superior a 95%. Os autores investigaram
diversos métodos de desidratacdo, como incubacao a 27 °C, uso de camara de fluxo
laminar, estufa a 37 °C e dessecador com silica gel ativada, concluindo que esse
altimo método apresenta vantagens significativas devido ao seu controle preciso e
eficiente da desidratacéo, facil repetibilidade e capacidade de desidratar os gréaos de
pélen de maneira controlada, sem que ocorra a desidratacdo rapida ou excessiva.
Esses resultados justificam a aplicagcdo do método de desidratacao por trés horas em
silica gel para gréos de podlen de todas as espécies de Wittmackia estudadas neste
trabalho. Com excecdo de W. linharesiorum, estas espécies apresentaram, tanto no
conteldo de agua, quanto nas porcentagens de germinacdo, resultados muito
similares, ampliando ainda mais o escopo de aplicacdo deste protocolo.

Além do conteudo de agua, a composicdo do meio de cultura € outro fator
relevante para os resultados. O equilibrio osmético entre o grédo de pélen e o meio de
cultura é importante para manter sua integridade, fundamental para a viabilidade apés
o congelamento (Galleta, 1983). Este equilibrio é determinado pelas concentracées
de sacarose e de outras substancias no meio de cultura, como acido bérico, nitrato de
potassio e nitrato de calcio; o excesso ou deficiéncia desses componentes pode
promover o rompimento dos graos de pdlen, comprometendo o resultado do teste
(Souza, et al., 2015; Silva et al., 2017).

A determinacdo da viabilidade polinica através da germinacéo in vitro foi
observada em diversas espécies de Bromeliaceae (Souza et al., 2017; Mota et al.,
2024; Fagundes et al., 2024), bem como por métodos indiretos baseados em
parametros citologicos, como a histoquimica (Souza et. 2017b; Mota et al., 2024).
Contudo, o sucesso da viabilidade in vitro ou histolégica € um indicativo, mas néo
garante o sucesso da fertilizagdo, sendo o teste in vivo, 0 mais eficaz (Dane e EKkici,
2011; Souza et al., 2015; Silva et al., 2017). A germinacao in vitro, embora fornegca um
sistema experimental controlado, ndo reproduz completamente o crescimento do tubo

polinico in vivo e sua capacidade de fertilizacdo do 6vulo.
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Figura 2. Germinacao in vitro com graos de polen criopreservados em 16 espécies
do género Wittmackia (Bromeliaceae). A) Wittmackia pendulispica (30 dias de
criopreservacao); B) W. limae (180 dias de criopreservacao); C) W. laevigata (360 dias
de criopreservacao); D) W. linharesiorum (30 dias de criopreservacao) E) W.
linharesiorum (180 dias de criopreservacao); F) W. linharesiorum (360 dias de
criopreservacdo). Setas=pdlens inviaveis. Barras: A-F=5mm.

Viabilidade in vivo com graos de pdlen criopreservados

Para os testes de viabilidade in vivo, foram realizadas 793 polinizacdes
utilizando graos de poélen criopreservados das16 espécies de Wittmackia. Desse total,
134 poliniza¢ces foram realizadas dentro da mesma espécie (xenogamia), enquanto
659 foram hibridacdes interespecificas em 71 combinacdes (Tabela 4). Foi possivel
realizar 29,58% das 240 combinacdes de cruzamentos planejadas, resultando em um
sucesso de 44% na formacéo de frutos, dos quais 37% ocorreram por xenogamia, e
63% por hibridizacoes.

Verificou-se que todas as polinizagdes por xenogamia resultaram em frutos
com sementes, com os valores mais elevados para W. amorimii (285 sementes) e, 0s
menores valores para W. patentissima (8 sementes) (Tabela 4). A reducédo do nimero
de sementes em W. patentissima pode estar associada a sua autocompatibilidade
parcial relatada no Capitulo 2.

Polinizagdo com grédos de polen desidratados e criopreservados por 360 dias
resultou na producéo de quantidades satisfatorias de frutos e sementes, comparavel
a polinizacdo com grédos de polen frescos. Isso demonstra que o método de

armazenamento mantém a integridade e viabilidade desses grdos de pélen. Em
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estudos conduzidos de Souza et al. (2015) e Silva et al. (2017), com graos de pélen
de Aechmea bicolor e Ananas Mill. respectivamente, submetidos ao mesmo
tratamento de desidratagdo e armazenamento, 0s resultados mostraram alta
viabilidade, integridade morfoldgica e ultraestrutural, permitindo também a formacéo
de frutos com sementes.

A conservacdo a longo prazo dos graos de polen pode apoiar futuros
cruzamentos controlados em espécies de Wittmackia com florescimento assincrénico.
Além disso, o presente estudo também pode facilitar cruzamentos por xenogamia
entre populacdes reduzidas de Wittmackia, localizadas em diferentes fragmentos
florestais, promovendo assim o fluxo génico entre esses individuos.

Com relacdo as hibridacbes, espécies de Wittmackia com proximidades
morfologicas registraram valores superiores quanto ao nimero de sementes, como
em: W. canaliculata x W. laevigata (212 sementes); W. sulbahianensis x W. froesii
(152 sementes); W. conduruensis x W. ituberaensis (140 sementes) e, W. bicolor x W.
pendulispica (132 sementes). Valores inferiores para o nimero de sementes foram
observados em W. froesii x W. pendulispica (6 sementes); W. linharesiorum x W.
pendulispica (15 sementes) e, W. ituberaensis x W. patentissima (18 sementes)
(Tabela 4). Essa semelhanca floral, assim como a sobreposicdo de floracédo
contribuem com o processo de hibridacédo entre as espécies (Teixeira et al., 2016).

Silva et al. (2017), ao realizar polinizagcdes in vivo com grédos de pdlen
criopreservados de abacaxizeiros, tanto de acessos silvestres quanto cultivados, nas
mesmas condi¢des estabelecidas neste estudo, obtiveram resultados satisfatorios
com geracao de sementes por xenogamia e hibridas em diversas combinacées.

Para que ocorra uma polinizacao eficiente, € necessério realizar estimativas
sobre a quantidade, qualidade, viabilidade e capacidade de germinacéo dos graos de
polen a serem utilizados como ja observado em estudos na literatura (Soares et al.,
2011; Abdelgadir et al., 2012; Souza et al., 2017b; Mota, 2024). Os graos de pélen
armazenados precisam estar viaveis para garantir sucesso nas hibridacdes, sendo
essencial monitora-los antes e apés a conservacao (Souza et al., 2015).

Em programas de melhoramento, é crucial utilizar graos de pélen no estagio de
maturidade adequado para garantir a manutencao da viabilidade e da capacidade de
germinacao durante as hibridizacfes (Franzon e Raseira, 2006). No presente estudo,
0s graos de polen frescos de Wittmackia coletados durante a antese demonstraram

eficAcia em todos os métodos de avaliacao de viabilidade (histoquimica e germinagéo
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in vitro), além de terem apresentado uma producéo adequada de graos de polen (de
63.333 a 183.333 graos) (Capitulo 1). Também foram conduzidos ensaios prévios de
hibridizagdes com gréos de polen frescos, confirmando sua eficiéncia na formacéo de
frutos com sementes (Capitulo 2).

A conservacao dos graos de pélen em espécies de Wittmackia pode facilitar a
geracdo de hibridos entre espécies que florescem em periodos distintos do ano. As
espécies de Wittmackia tém um ciclo anual de floracdo, onde cada planta floresce
apenas uma vez e posteriormente emite brotos laterais, como é comum na maioria
das Bromeliaceae (Benzing, 2000). No entanto, muitas dessas espécies apresentam
um padrdo de floracdo assincrono, o que requer o uso de indutores florais para
promover a polinizagéo cruzada e hibridizagbes (Souza et al., 2009; 2017).

A inducéo e sincronizagao do florescimento em Bromeliaceae utilizando etileno
ja vem sendo relatada na literatura, principalmente em espécies dos géneros Ananas;
Aechmea; Guzmania Ruiz & Pav; Neoregelia L. B. Sm; Tillandsia L. e Vriseae Lindl
(Mekers et al., 1983; Almeida et al., 2003; Souza et al., 2009; 2017).

No entanto, o florescimento das Bromeliaceae pode levar até 16 semanas apés
a aplicacdo do indutor a depender do género, o produto aplicado, concentragéo, ou
condi¢cBes ambientais (Black e Dehgan, 1994). E importante também destacar que a
inducéo do florescimento com indutores ndo é eficaz para todas as espécies. Em
Wittmackia, ndo ha registros de estudos sobre a inducdo de florescimento.

Com relacdo a auséncia de sementes nas hibridacdes a partir dos cruzamentos
controlados apds a criopreservacdo, pode também estar relacionada as
incongruéncias entre as espécies, conforme pode ser confirmado e observado nos
estudos do crescimento do tubo polinico no pistilo realizados por microscopia de
fluorescéncia com filtro UV, utilizando azul de anilina como marcador de calose (Figura
3).
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Tabela 4. Xenogamia e cruzamentos interespecificos com grados de poélen criopreservados de 16 espécies de Wittmackia
(Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas da Bahia e ocorrentes na Mata Atlantica.

(%]
. R E L0
g - 5 ¥ s 8§ 8 & =
= 2 S = ) S < S S & Q < S
£ s & § & 5 s § & 3 -
s 3§ ¢ ¢ ¢ ¢ & s§ & § ¢ & &g ¥ &8 s
Q § 3 5 3 S S & g E s £ £ R g 3 E
= = = = = = = = = = = = = = = =
W. amorimii - - - 0/10 - - - - - 0/10 - 0/10
] 14/20 3/5 5/5
W. bicolor 0/9 (235) - (78°5) - 0/9 0/9 (1325) - -
W. brasiliensis - (58 5) - - - - - - - - - - -
.. 1/6
W. burle-marxii - - - - - (225)
. 4/4
W. canaliculate - - - - - - (212 ) - 0/6 - - -
W. conduruensis 0/10 - =i 0/8 - 0/10 - -
: (140 s)
. 6/8 4/10 5/10 20/20 3/10
W. froesii 0/10 0/10 0/8 0/10 (925) (30s) (205) (27 s) 65) 0/7 0/20
. 10/10 8/10 12/12 12/20 7/7
W. incompta ; 010 1785  (595) ; ; (75'5) o/7 ) (22s)  (785) ) ) )
. . 10/10 5/5 5/10 7/9 9/9
W. ituberaensis - 0/10 0/7 (126 5) 0/10 (124 5) (185) - (1285)
W. laevigata - 0/8 - - - - - 0/8 -
. 10/10
W. limae - - (56 5) -
W. linharesiorum - - - 0/10 - - 0/10 - -
.. 6/6
W. patentissima - - - - - - - (525) 0/10
L 5/5
W. pendulispica 0/10 (128 5) - - - - - -
, . 6/10 7/7
W. sulbahianensis (285) 0/7 0/10 - (152 5) 0/7 0/10
W. turbinocalyx - - 0/7 - - - - - - - 0/8 79 0/7 -
(1225)

Numero de frutos colhidos com sementes / nimero de polinizag8es realizadas / (Nimero médio de sementes por fruto).
Em preto = Xenogamia; em cinza (sucessos em hibridagdes interespecificas).
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O acompanhamento das polinizacdes (xenogamia e hibridacdes) utilizando a
técnica de microscopia de fluorescéncia com filtro UV, com azul de anilina, permitiu
observar uma eficiente deposicdo de graos de pdlen na superficie do estigma (Figura
3A, E, F). As polinizagdes por xenogamia foram bem-sucedidas em todas as 16
espécies estudadas, sendo observado a presenca de tubos polinicos no estilete e
tubos polinicos penetrando a micropila dos évulos (Figura 2B, C). Das 30 hibridacdes
de sucesso, apenas oito foram reciprocas, W. conduruensis < W. ituberaensis, W.
incompta < W. froesii, W. incompta <& W. patentissima e W. bicolor < W.
pendulispica (Tabela 4, Figura 3G).

Nas hibridacdes com gréos de pdlen criopreservados, ocorreu incongruéncia
em 56% dos cruzamentos. Os principais fenbmenos de incongruéncia foram: auséncia
de germinacdo de graos de pdélen na superficie do estigma, como foi observado em
W. laevigata x W. bicolor; W. froesii x W. conduruensis e W. froesii x W. burle-marxi
(Figura 3D); tubo polinico com enovelamento no terceiro terco do estilete em W.
linharesiorum x W. froesii; W. limae x W. patentissima e W. pendulispica x patentissima
(Figura 3H); e interrupcdo do tubo polinico no ovario, sem penetragdo na micropila,
em W. incompta x W. laevigata, W. turbinocalyx x W. brasiliensis e W. sulbahianensis
X W. burle-marxii (Figura 3l).

Para a maioria das hibridagbes, observou-se que o0s cruzamentos com
incongruéncias apresentaram tubos polinicos de forma aleatéria e paralisacdo no
pistilo, confirmando a auséncia de fertilizacdo (Figura 3J); por outro lado, as
hibridizacdes bem-sucedidas mostraram tubos polinicos agrupados em feixes com
deposicao de calose e penetracdo dos tubos polinicos na micrépila dos 6vulos (Figura
3L, K).

A auséncia de fertilizacdo observada nas hibridacdes pode estar relacionada a
barreiras pré ou pés-zigoticas. Mecanismos pré-zigoéticos apoés a polinizacao incluem
a heteroespecificidade dos gréos de pdlen, ou seja, interacdes como polén-pistilo,
polén-6vulo e tamanho do tubo polinico, que reduzem a chance dos tubos polinicos
alcancarem o 6vulo quando comparados com graos de polen de outra espécie, o que
impede ou reduz as taxas de germinagdo interespecifica (Tiffin et al., 2001; Baack et
al., 2015). Por outro lado, os mecanismos po6s-zigéticos incluem a inviabilidade,
esterilidade do hibrido, e a falha ou reducdo da reproducdo bem-sucedida nas

geracdes seguintes, causados por incompatibilidades genéticas ou baixa adaptacao
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aos habitats das espécies parentais (Tiffin et al., 2001; Rieseberg e Willis, 2007;
Goodwillie e Ness, 2013).

A interrupgéo dos tubos polinicos no estigma, estilete ou ovario, com gréos de
pélen interespecifico apresentaram incongruéncia semelhante a
autoincompatibilidade relatada em estudos dos sistemas reprodutivos de Wittmackia
(Capitulo 2), onde espécies autoincompativeis rejeitam seu proprio polen (Rieseberg
e Willis, 2007; Cavalcante et al., 2020). Provavelmente, as inconsisténcias observadas
para incongruéncias sdo causadas pelos mesmos elementos de
autoincompatibilidade (Hancock et al., 2003).

Os estudos das barreiras reprodutivas sdo de extrema importancia para
entender o papel do fluxo génico interespecifico na especiacdo em Bromeliaceae
(Palma-Silva et al., 2016). Além disso, o desenvolvimento de hibridos controlados
utilizando grdos de podlen criopreservados em Bromeliaceae visa aumentar a
variabilidade genética e produzir hibridos superiores para o mercado de plantas
ornamentais, que valoriza constantemente novidades.

Os resultados apresentados sugerem que os graos de polen das espécies de
Wittmackia podem ser armazenados em criobancos por longos periodos, conservando
0S recursos genéticos dessas espécies e oferecendo aos melhoristas uma alternativa
viavel para realizar polinizag6es cruzadas e hibridagdes entre espécies com periodos

de florescimento assincronico.
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Figura 3. Teste de viabilidade in vivo com grdos de podlen criopreservados de
Wittmackia (Bromeliaceae) endémicas do Brasil e ocorrentes na Mata Atlantica,
evidenciando o crescimento do tubo polinico no estigma e as incongruéncias por meio
da microscopia de fluorescéncia com filtro UV e solucdo de azul de anilina. A-C)
Polinizacdes por xenogamia; D-L) Hibridizacdes interespecificas. A) Xenogamia em
Wittmackia bicolor evidenciando grande deposicao de gréos de poélen na superficie do
estigma; B) Xenogamia em W. amorimii evidenciando tubos polinicos distribuidos em
feixes; C) Xenogamia de incompta evidenciando penetracdo dos tubos polinicos na
micropila dos ovulos resultando na fertilizacdo; D) Hibridagéo entre W. laevigata x W.
bicolor evidenciando grdos de polen na superficie do estigma sem germinacéo e
poucos graos de pélen com tubos polinicos paralisados na superficie do estigma; E)
Hibridac&o entre W. conduruensis x W. amorimii evidenciando muitos graos de polen
germinando no estigma; F) Hibridagdo entre W. bicolor x W. pendulispica
evidenciando grande deposicdo de graos de poélen na superficie do estigma; G)
Hibridacdo entre W. bicolor x W. pendulispica evidenciando tubos polinicos
distribuidos em feixes; H) Hibridacdo entre W. linharesiorum x W. froesii evidenciando
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enovelamento dos tubos polinicos no terceiro ter¢co do estilete; 1) Hibridagdo em W.
incompta x W. froesii evidenciando tubo polinico com paralisacdo no ovério; J)
Hibridac&o entre W. linharesiorum x W. sulbahianensis evidenciando os 6vulos sem a
penetracdo do tubo polinico na micrépila resultando na auséncia de fertilizacéo; K)
Hibridacdo entre W. incompta x W. brasiliensis evidenciando penetracdo do tubo
polinico na micrépila dos évulos resultando na fertilizacdo; L) Hibridacdo em W.
canaliculata x W. laevigata evidenciando penetracao do tubo polinico na micropila dos
Ovulos resultando na fertilizagdo. gp = grédos de polen, tp = tubo polinico, mi =
microépila, ov = ovulo, fv = feixe vascular. Barras: A, D-F, | = 1mm; J, L= 200 um; B, C,
G, H, K=500 pm.

Germinacgéo in vitro de sementes

Registrou-se germinacdo em 89,5% das sementes nos cruzamentos
xenogamicos e hibridacdes interespecificas utilizando graos de polen criopreservados
(Figura 4). Foi verificada uma baixa porcentagem de contaminacéao fungica (4,5%). A
emissao da radicula, que marca o inicio da germinacéo, foi registrada entre o sétimo
e o décimo dia para todas as combinacfes, independentemente dos diferentes
periodos de conservagao.

A contaminacdo exerce influéncia significativa na fase inicial do cultivo in vitro,
representando um desafio para a producédo em larga escala de espécies de interesse
econdmico (Singh et al., 2013).

De acordo com Parisi et al. (2019), os microrganismos podem levar a morte das
sementes por meio da acdo de enzimas e toxinas produzidas pelos patégenos, o que
pode ocorrer antes do inicio da germinacdo, durante o0 processo ou apds o
estabelecimento das plantulas, como Dyckia Schult.f. (Bertsouklis e Panagaki, 2022),
Vriesea, Hohenbergia Schult. & Schult.f. e Encholirium Mart. ex Schult. & Schult.f.
(Silva et al., 2021), Aechmea (Silva et al., 2022) e Lymania Read (Mota et al., 2023).

A germinacdo in vitro das sementes das espécies estudadas demonstrou
viabilidade, resultando na producéo de plantulas saudaveis que estdo sendo utilizadas
para trabalhos de conservacao in vitro e micropropagacao. No futuro, essas plantulas
poderédo ser reintroduzidas em ambientes naturais, no caso apenas de cruzamentos
xenogamicos. As sementes hibridas serdo avaliadas quanto ao seu potencial

ornamental e, uma vez confirmado, serdo langadas como novas cultivares.
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Figura 4. Germinacdo in vitro de sementes hibridas com grdos de pdlen
criopreservados de Wittmackia (Bromelioideae, Bromeliaceae) endémicas do Brasil e
ocorrentes na Mata Atlantica. A) Wittmackia limae (¥) x W. linharesiorum (J). B)
Wittmackia froesii (?) x W. limae (). C) Wittmackia limae (?) x W. linharesiorum (&)
e Wittmackia froesii () x W. limae.

CONCLUSAO

A criopreservacao é um método eficiente para a conservacao do grao de pélen
de espécies de Wittmackia no periodo de um a 360 dias, demonstrando que o método
de armazenamento mantém a integridade e viabilidade dos grdos de pdélen,
comprovado pelos testes in vitro e in vivo.

A técnica de microscopia de fluorescéncia com filtro UV, com azul de anilina,
foi eficiente para observagdo de polinizagdes por xenogamia e hibridizagbes,
confirmada pela observagédo de tubos polinicos penetrando a micrépila dos évulos
para as polinizagbes bem-sucedidas e incongruéncias com tubos polinicos de forma
aleatoria e paralisacdo do tubo polinico no pistilo.

A germinacdo das sementes com grdos de polen criopreservadas foi
satisfatoria, e poderdo ser avaliadas quanto o seu potencial ornamental ou
reintroduzidas futuramente no ambiente.

Os resultados obtidos neste trabalho s&o inovadores e viabilizam a
conservacdo em longo prazo de graos de polen em Wittmackia spp. Além disso,
contribuem significativamente para programas de melhoramento genético e

conservacao de parte da variabilidade genética do género Wittmackia.
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Consideracfes Finais

O estudo detalhado das caracteristicas polinicas e estigmaticas das espécies
de Wittmackia revelou informagdes valiosas sobre a biologia floral e reprodutiva de 23
espécies do género. Os resultados demonstram que, apesar da variabilidade
morfologica dos gréaos de pdlen e estigmas, as espécies de Wittmackia compartilham
o mesmo horario de alta viabilidade polinica e receptividade estigmatica. Essas
descobertas sdo cruciais para entender a dindmica reprodutiva das espécies e sua
capacidade de realizar hibrida¢des e cruzamentos controlados.

A evidéncia de autocompatibilidade parcial nas espécies estudadas sugere
que, embora a maioria das hibridacdes seja bem-sucedida, existem desafios
relacionados a autoincompatibilidade e incongruéncias durante o processo de
polinizacdo. As dificuldades identificadas, como a baixa germinacdo dos gréos de
polen e a interrupcao do crescimento dos tubos polinicos, fornecem dados importantes
para melhorar as técnicas de polinizacéo e hibridacdo no futuro.

A alta porcentagem de germinagéo das sementes e a auséncia de barreiras
pés-zigoticas indicam que, apos a polinizacdo bem-sucedida, o desenvolvimento das
sementes € robusto, contribuindo para a conservacdo e melhoramento genético das
espécies. A criopreservacao do grao de pélen também se mostrou eficaz, permitindo
a conservacao de longo prazo e a possibilidade de futuras pesquisas e reintroducoes
dessas espécies de Wittmackia nos ambientes naturais.

Além disso, a utilizacdo de técnicas avancadas, como a microscopia de
fluorescéncia com filtro UV, demonstrou ser eficaz na andlise de polinizacdes e
hibridagGes, oferecendo uma ferramenta valiosa para futuros estudos.

Como perspectivas futuras, estudos no aprimoramento das técnicas de
hibridizacao e superar barreiras especificas de compatibilidade e melhorar a eficiéncia
dos cruzamentos pode ampliar as possibilidades de desenvolvimento de novas
variedades com caracteristicas desejaveis. A analise dos mecanismos genéticos
subjacentes a autoincompatibilidade e incongruéncias pode fornecer uma
compreensao mais profunda das barreiras reprodutivas e ajudar na criacdo de
estratégias para aumentar a compatibilidade entre diferentes espécies de Wittmackia.

A utilizacdo de sementes germinadas a partir de grdos de pdlen frescos e

criopreservados para reintroducdo no ambiente natural deve ser realizada no futuro,
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bem como o monitoramento continuo dessas plantas reintroduzidas para avaliar a sua
adaptacao e sucesso em ambientes naturais. Estudos adicionais sobre a ecologia e
adaptacdo das plantulas ajudardo a garantir que as reintroducdes sejam bem-
sucedidas e sustentaveis.

A continua exploracdo da morfologia polinica e estigmatica em outras
espécies do género sdo necessarias e podem fornecer dados valiosos para a
taxonomia e conservacdo das espécies, além de contribuir para a diversificacdo e
inovagao no mercado ornamental.

Utilizar os conhecimentos adquiridos a partir dos nossos resultados sobre
viabilidade polinica e caracteristicas reprodutivas, pode-se desenvolver programas de
melhoramento genético focados em caracteristicas ornamentais e adaptativas,
contribuindo para a criagéo de cultivares de Wittmackia que atendam a necessidades
especificas do mercado e as exigéncias ambientais.

Essas perspectivas destacam a importancia continua da pesquisa e inovacao
na biologia reprodutiva de Wittmackia, com impactos diretos na taxonomia,

conservacao, melhoramento genético e uso ornamental das espécies.



