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CONSERVACAO DE GRAOS DE POLEN E ESTUDOS REPRODUTIVOS EM
BROMELIACEAE

RESUMO: A conservagdo da biodiversidade e o manejo reprodutivo de espécies,
principalmente ameagadas sdo desafios centrais para a manuten¢do da riqueza genética das
plantas. No caso das Bromeliaceae, muitos taxons apresentam floracdo assincrona,
microendemismo e barreiras reprodutivas que podem comprometer a producio de sementes
vidveis, dificultando estratégias de conservagao e programas de melhoramento genético.
Nesse contexto, compreender os sistemas reprodutivos e desenvolver métodos eficientes de
conservagao de graos de polen sao fundamentais para garantir a persisténcia das populagdes
e a protecdo do patrimonio genético dessas espécies. Esta tese teve como objetivo aprofundar
o conhecimento sobre a conservagao de graos de polen e os sistemas reprodutivos de espécies
de Bromeliaceae, fornecendo subsidios cientificos para orientar acdes de conservacao e
manejo. O trabalho estd estruturado em dois capitulos. O primeiro, intitulado
“Criopreservagdo para estabelecimento de um criobanco de grios de pdlen de espécies
ameacadas de extingdo de Lymania Read (Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil”,
teve como objetivo definir as melhores condigdes de desidratagdo e armazenamento de graos
de poélen para viabilizar sua conservacao a longo prazo. Foram avaliadas oito espécies de
Lymania, submetendo os graos de polen a diferentes periodos de desidratagdo em silica gel
e armazenamento em freezer (-5 °C) e criopreservacao em nitrogénio liquido (-196 °C). A
viabilidade foi analisada in vitro e in vivo, ¢ a producgdo de frutos, sementes ¢ germinagao
monitorada, com aclimatizagdo das plantas regeneradas. Os resultados mostraram que os
graos de polen permaneceram vidveis apos 365 dias de criopreservagdo, com viabilidade
acima de 89,5% e comprimento de tubo polinico superior a 0,97 mm. O armazenamento em
freezer comprometeu a viabilidade apos 30 dias. As polinizagdes in vivo resultaram em alta
frutificacdo (>75%) e sementes vidveis, com germina¢do iniciando no quarto dia e
estabilizando-se em torno de 15 dias. A taxa de sobrevivéncia das plantas ap6s aclimatizagao
foi superior a 89%, permitindo a implementagdo de um criobanco funcional. O segundo
capitulo, intitulado “Sistemas reprodutivos de espécies de Tillandsia L. (Bromeliaceae)
ocorrentes no Estado da Bahia, Brasil”, objetivou identificar os sistemas reprodutivos de 14
espécies, avaliar barreiras pré- e pos-zigéticas e quantificar frutificagdo e germinacao apos
cruzamentos controlados. Foram realizados experimentos de polinizagdo natural,
autopolinizagdo espontanea, autopolinizagao artificial, polinizacao cruzada e verificagdo de
agamospermia, com analise do crescimento do tubo polinico por microscopia de
fluorescéncia e germinagdo in vitro das sementes geradas. Os resultados indicaram
predominancia de alogamia, com dez espécies exibindo sistemas mistos e quatro espécies
sendo alégamas obrigatorias. Nenhuma espécie apresentou agamospermia. A polinizagdo
cruzada resultou em frutificacdo superior a 80% e até 359 sementes por fruto, enquanto as
sementes apresentaram alta germinagao (>77%) e vigor das plantulas, independentemente
do sistema reprodutivo. Em conjunto, os achados evidenciam ampla flexibilidade
reprodutiva no género Tillandsia e demonstram que a criopreservacao ¢ uma ferramenta
eficiente para conservacgdo de graos de polen de Lymania, oferecendo subsidios valiosos para
estratégias de conservagao, manejo reprodutivo, especialmente para espécies endémicas e
ameacadas no Brasil.

Palavras-Chave: Bromélia, Tillandsioideae, Bromelioideae, Criopreservacgao; Polinizagdo
controlada; Reproducao.



CONSERVATION OF POLLEN GRAINS AND REPRODUCTIVE STUDIES IN
BROMELIACEAE

ABSTRACT: The conservation of biodiversity and the reproductive management of
species, especially threatened ones, are central challenges for maintaining the genetic
richness of plants. In the case of Bromeliaceae, many taxa exhibit asynchronous flowering,
microendemism, and reproductive barriers that can compromise the production of viable
seeds, hindering conservation strategies and genetic improvement programs. In this context,
understanding reproductive systems and developing efficient methods for pollen grain
conservation are fundamental to ensuring the persistence of populations and the protection
of the genetic heritage of these species. This thesis aimed to deepen the knowledge about the
conservation of pollen grains and the reproductive systems of Bromeliaceae species,
providing scientific support to guide conservation and management actions. The work is
structured in two chapters. The first study, entitled “Cryopreservation for the establishment
of a cryobank of pollen grains from endangered species of Lymania Read (Bromeliaceae)
endemic to Northeast Brazil”, aimed to define the best conditions for dehydration and
storage of pollen grains to enable their long-term conservation. Eight Lymania species were
evaluated, subjecting the pollen grains to different periods of dehydration in silica gel and
storage in a freezer (-5°C) and cryopreservation in liquid nitrogen (-196°C). Viability was
analyzed in vitro and in vivo, and fruit and seed production and germination were monitored,
with acclimatization of the regenerated plants. The results showed that the pollen grains
remained viable after 365 days of cryopreservation, with viability above 89.5% and pollen
tube length greater than 0.97 mm. Freezer storage compromised viability after 30 days. In
vivo pollinations resulted in high fruit set (>75%) and viable seeds, with germination starting
on the fourth day and stabilizing around 15 days. The survival rate of plants after
acclimatization was greater than 89%, allowing the implementation of a functional cryobank.
The second chapter, entitled "Reproductive systems of Tillandsia L. (Bromeliaceae) species
occurring in the State of Bahia, Brazil," aimed to identify the reproductive systems of 14
species, evaluate pre- and post-zygotic barriers, and quantify fruit set and germination after
controlled crosses. Experiments were conducted on natural pollination, spontaneous self-
pollination, artificial self-pollination, cross-pollination, and verification of agamospermy,
with analysis of pollen tube growth by fluorescence microscopy and in vitro germination of
the generated seeds. The results indicated a predominance of allogamy, with ten species
exhibiting mixed systems and four species being obligate allogamous. No species exhibited
agamospermy. Cross-pollination resulted in fruit set exceeding 80% and up to 359 seeds per
fruit, while the seeds showed high germination (>77%) and seedling vigor, regardless of the
reproductive system. Taken together, the findings demonstrate broad reproductive flexibility
in the genus Tillandsia and show that cryopreservation is an efficient tool for conserving
Lymania pollen grains, offering valuable support for conservation strategies and
reproductive management, especially for endemic and threatened species in Brazil.

Keywords: Bromeliad, Tillandsioideae, Bromelioideae, Cryopreservation; Controlled
pollination; Reproduction.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Bromeliaceae, composta por 3.835 espécies (Gouda et al., 2025,
atualizacdo continua) distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais das
Américas, representa uma das familias mais diversificadas e ecologicamente importantes,
sendo representada por plantas terrestres, rupicolas e epifitas (Leme; Siqueira- Filho, 2006).
As espécies desempenham papéis essenciais nos ecossistemas onde ocorrem, atuando como
fontes de alimento para diversos animais, contribuindo para a estabilidade do solo e
participando de complexas redes de interagdo ecoldgica (Cascante-Marin; Nunez-Hidalgo,
2023). Além da importancia ecologica, diversas espécies possuem caracteristicas
ornamentais que as tornam valiosas para a conservagdo ¢ o uso humano na floricultura e
paisagismo (Benzing, 2000). Entender os processos reprodutivos dessas espécies ¢
fundamental para a conservagdo de sua diversidade genética e para o manejo sustentavel de
suas populagdes.

Os mecanismos de formagao de graos de polen, polinizacdo e dispersao de sementes
sd0 aspectos centrais nesse contexto, pois influenciam diretamente na capacidade de
reprodugdo, adaptagdo e sobrevivéncia das espécies (Nascimento et al., 2025). Nesse
sentido, a conservacdo de graos de polen emerge como uma ferramenta poderosa para
preservar a variabilidade genética dessas espécies, especialmente diante das crescentes
pressdes ambientais, como o desmatamento, a urbanizagdo e as mudancas climéaticas (Souza
et al., 2015). Desta forma, a criopreservacdo de grdos de polen reveste-se de importancia
estratégica, pois permite preservar a variabilidade genética e a viabilidade reprodutiva frente
as restrigdes naturais e antropogénicas, como floragdo assimétrica entre populagdes,
corredores ecoldgicos reduzidos em ambientes fragmentados, e risco de extingdo de espécies
(Souza et al., 2018).

Apesar desse potencial, ainda faltam protocolos consolidados, eficientes e validados
para a criopreservagdo de graos de pélen em Bromeliaceae, especialmente para espécies
ameacadas e microendémicas, que apresentam assincronia de floragdo, baixa densidade
populacional e restricdes reprodutivas naturais. Essa lacuna limita o desenvolvimento de
criobancos funcionais e a manutencdo da variabilidade genética necessaria para a
sobrevivéncia do grupo. Em estudo realizado por Souza et al. (2018) com espécies de
Bromeliaceae, observou-se que os graos de pdlen mantém elevada viabilidade apos
processos de desidratacdo seguidos de imersdo em nitrogénio liquido. Além disso, os graos

de poélen criopreservados demonstraram capacidade de originar sementes viaveis por meio
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de polinizagdes in vivo. Esses resultados refor¢am a importancia de investigar e aprimorar
técnicas de criopreservagao de graos de polen em Bromeliaceae, uma vez que tais métodos
oferecem suporte estratégico para programas de conservacao ex situ ¢ de melhoramento
genético. Ao possibilitar cruzamentos controlados e a formacao de bancos de germoplasma
eficientes, a criopreservacao contribui para a manutencao da variabilidade genética e para a
sustentabilidade de populacdes ameagadas (Souza et al., 2018).

Além disso, o estudo dos sistemas reprodutivos em Bromeliaceae apresenta-se como
um desafio devido a complexidade e diversidade de estratégias observadas na familia, que
inclui desde mecanismos de autoincompatibilidade e heterostilia até sistemas mistos que
combinam reproducdo sexuada e assexuada (Gilmartin; Brown, 1985; Benzing, 2000;
Givnish et al., 2011; Souza et al., 2017; Cavalcante et al., 2020; Mota et al., 2023; Fagundes
et al., 2024; Nascimento et al., 2025; Silva et al., 2025). A dependéncia de polinizadores
especificos, somada a ocorréncia frequente de espécies epifitas em dosséis de dificil acesso,
limita a obtencao de dados consistentes em campo e contribui para lacunas significativas no
conhecimento sobre o grupo (Cascante-Marin; Nunez-Hidalgo, 2023). Além disso, fatores
antropicos, como a fragmentagdo de habitats e o declinio de polinizadores, podem induzir
alteragdes nos sistemas reprodutivos, dificultando a distingdo entre padrdes naturais e
respostas adaptativas recentes (Cascante-Marin; Nufiez-Hidalgo, 2023). Dessa forma, ha
insuficiéncia de informacdes sobre os sistemas reprodutivos de varias espécies de
Bromeliaceae, particularmente de Tillandsia, o que prejudica a identificacdo de barreiras
reprodutivas, padrdes de compatibilidade e mecanismos que mantém a variabilidade
genética. Essa lacuna compromete estratégias de conservagdo e manejo populacional

Assim, compreender aspectos da biologia reprodutiva em Bromeliaceae ¢
fundamental ndo apenas para o avango do conhecimento sobre a evolugdo de sistemas
reprodutivos em plantas tropicais, mas também para subsidiar estratégias de conservagao e
manejo, considerando que a familia figura entre as mais ameagadas do Brasil (Silva et al.,
2025).

Além do exposto, investigar os sistemas reprodutivos de Bromeliaceae ajuda a
elucidar como diferentes estratégias, como a evolu¢do da autocompatibilidade, a
especializacao de polinizadores e a adoc¢ao da reprodugdo clonal, impulsionaram a radiacao
adaptativa do grupo em diversos ecossistemas, permitindo que as espécies colonizem uma
ampla gama de habitats (Souza et al., 2017; Cavalcante et al., 2020; Mota et al., 2023). Esse

conhecimento também ¢ crucial para a conservacao, identificando espécies ou populagdes
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vulneraveis, apoiando a poliniza¢do controlada para a produgdo de sementes e restauragdo
de habitats naturais (Mota et al., 2023) e orientando programas de manejo ¢ melhoramento
revelando mecanismos reprodutivos que promovem a variabilidade genética ¢ aumentam a
capacidade adaptativa em situagdes de mudangas ambientais (Souza et al., 2017, Silva et al.,
2025). Assim faz-se necessario mais estudos que visem a conservagao do germoplasma dessa
familia tdo importante.

Este trabalho tem como objetivo aprofundar o conhecimento sobre a conservagao de
graos de polen e os sistemas reprodutivos de espécies de Bromeliaceae, buscando fornecer
subsidios cientificos que possam orientar agdes de conservacdo e manejo dessas espécies.
Acredita-se que, ao compreender melhor esses mecanismos, serd possivel desenvolver
estratégias mais eficazes para proteger a biodiversidade, garantir a sustentabilidade das
populagdes e promover a preservacao do rico patrimdnio genético dessas espécies. Assim,
este estudo contribui ndo apenas para o avango do conhecimento cientifico, mas também
para a conservagao pratica e sustentavel desse grupo de espécies de Bromeliaceae.

A tese esta dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo “Criopreservacio para
estabelecimento de um criobanco de grios de polen de espécies ameacadas de extincio
de Lymania Read (Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil” estudou a
criopreservacao dos graos de pdlen para preservar alelos importantes dessas espécies que
sdo microendémicas e apresentam assincronia de florescimento. Esse trabalho teve o
objetivo de definir a melhor condi¢ao de desidratagdo dos graos de pdlen; testar a viabilidade
in vitro € em in vivo apoOs periodos definidos de armazenamento em freezer a -5°C e
criopreservacao a -196°C em nitrogénio liquido; avaliar a produgdo de frutos e a germinacao
de sementes; aclimatizar plantas oriundas de polinizagdes cruzadas com graos de polen
criopreservados e implementar um criobanco de graos de polen das espécies do género
Lymania Read. endémicas do Nordeste do Brasil.

O segundo capitulo “Sistemas reprodutivos de espécies de Tillandsia L.
(Bromeliaceae) ocorrentes no Estado da Bahia, Brasil”, aborda estudos dos sistemas
reprodutivos de 14 espécies do género Tillandsia L. O objetivo deste trabalho foi identificar
os sistemas reprodutivos de espécies do género Tillandsia L.; avaliar as possiveis barreiras
reprodutivas dessas espécies e avaliar a produgdo de frutos e germinagdo de sementes apos

cruzamentos controlados dessas espécies que ocorrem no Estado da Bahia, Brasil.
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REVISAO DE LITERATURA

A familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae Juss. possui cerca de 3.835 espécies distribuidas em 84
géneros (Gouda et al., 2025, atualizagdo continua) que ocorrem, predominantemente, nas
regides tropicais e subtropicais da América (Smith; Downs, 1974). A exceg¢ao ¢ Pitcairnia
feliciana (A. chev.) Harms & Mildbr. que ocorre na costa oeste da Africa, como
consequéncia da dispersdo a longa distancia (Givnish, et al., 2007).

As primeiras representantes da familia provavelmente eram plantas terricolas,
habitavam ambientes pobres em nutrientes e imidos, realizavam fotossintese C3 e surgiram
no Escudo das Guianas ha 70 milhdes de anos (Givnish et al., 2007; Zizka et al., 2019). Ao
invadirem 4areas mais secas, hd aproximadamente 15 milhdes de anos, as primeiras
adaptacdes ao epifitismo e fotossintese CAM foram surgindo em resposta as alteragdes
climaticas e geologicas (Givnish et al., 2007).

Bromeliaceae apresenta dois grandes centros de diversidade: o Escudo das Guianas
e a costa leste do Brasil (Givnish et al., 2007). Para os dominios da Mata Atlantica sdo
estimadas mais de 50% das espécies e 80% dos géneros, sendo que 85% das espécies
existentes sao endémicas (Forzza et al., 2013; Santos et al., 2022). Além disso, sdo bem
representadas nas diferentes fitofisionomias dos dominios fitogeograficos da Caatinga,
Cerrado, Pampa, Pantanal € Amazonia (Islair et al., 2015).

Bromeliaceae ocupa a posicao basal da Ordem Poales (APG IV). Caracteres
moleculares (presenga de nDhF; Givnish et al., 2011), morfoldgicos (escamas peltadas
absorventes; Benzing, 2000) e citogenéticos (nimero cromossdmico basico x = 25; Brown;
Gilmartin, 1989) sustentam seu monofiletismo.

A familia apresenta-se dividida em oito subfamilias: (Bromelioideae,
Brocchinioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e
Tillandsioideae) com base nos caracteres morfoldgicos, filogenéticos e moleculares (Givnish
etal., 2011).

Desde a publicagdo da monografia de Smith e Downs (1974, 1977, 1979) a
classificacdo da familia sofreu diversas modificacdes e varios estudos de caracterizagao tém
sido realizados para revisdo de géneros, subgéneros e complexos de espécies. Tais estudos

tém contribuido ao conhecimento da morfologia e taxonomia da familia. Entretanto, existem
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muitas lacunas de conhecimento para a compreensao dos relacionamentos infragenéricos,

como, por exemplo, nos géneros Tillandsia L. e Lymania Read. (Costa; Gomes-da-Silva;

Wanderley, 2014).

Caracterizacio Morfologica em Bromeliaceae

As plantas geralmente sdo herbaceas, exceto em algumas espécies andinas do género
Puya, que apresentam habito lenhoso e podem ultrapassar 10 metros de altura, como em
Puya raimondii Harms. Entretanto, predominam na familia plantas de pequeno e médio
porte, com modo de vida epifita, rupicola, saxicola ou terrestre. Tillandsia usneoides (L.) L.,
por exemplo, vive como epifita e forma uma longa cortina, bastante caracteristica nas
formagdes florestais (Smith; Downs, 1974).

O caule pode ser aéreo (geralmente curto). A presenga de rizomas horizontais ou
estoloes € comum em alguns géneros e espécies, caracterizado pela formacgdo de longas
touceiras com projecdes de suas rosetas (Wanderley; Martins, 2007).

As raizes podem ter funcdo apenas de fixacdo ao substrato como em 7illandsia cuja
absorcdo de agua e nutrientes ¢ realizada por tricomas absorventes, num mecanismo de
osmose (Takahashi; Mercier, 2024). Também podem ser reduzidas e absorventes nas plantas
terrestres ou até mesmo ausente (Smith; Downs, 1974; Wanderley; Marthins, 2007).

As folhas estdo dispostas em espiral e de forma imbricada. O imbricamento da bainha
foliar geralmente forma uma roseta, que pode variar em morfologia, sendo algumas vezes
tubular e, em outras, aberta. A forma da roseta e o imbricamento da bainha, geralmente,
formam um tanque que acumula dgua, minerais e detritos organicos (Smith; Downs, 1974;
Wanderley; Marthins, 2007).

Ocorre também representantes com folhas disticas, como no género Tillandsia,
nestes casos sem formag¢do de tanque. A bainha foliar pode ser pouco ou muito distante da
lamina foliar, geralmente aberta. A 1amina foliar pode ser lisa ou espinescente, caracteristica
importante no reconhecimento das subfamilias e géneros (Smith; Downs, 1974; Wanderley;
Marthins, 2007). A superficie da folha apresenta indumento formado pelas escamas peltadas.
Em algumas espécies este indumento ¢ bem marcante e de cor argéntea, especialmente em
espécies do género Tillandsia e Dyckia. Essa coloragdo aumenta a reflectancia da luz solar
na superficie foliar minimizando a transpirag¢ao (Smith; Downs, 1974; Wanderley; Marthins,

2007).
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As inflorescéncias sdo, geralmente, muito vistosas pela coloragao de suas flores e das
bracteas, podem ser simples ou compostas, terminais ou laterais, dispostas em racemo,
panicula ou capitulo, raramente com flores isoladas como em Tillandsia usneoides. Sao
sésseis, ou mais comumente podem ser sustentadas por um escapo, que pode ser parcial ou
totalmente recoberto por bracteas, que juntamente com as flores coloridas atraem
polinizadores (Smith; Downs, 1974; Wanderley; Marthins, 2007).

As flores sdo trimeras, bissexuadas ou muito raramente funcionalmente pistiladas ou
estaminadas; actinomorfas a zigomorfas com perianto diferenciado em célice e corola,
dispostas nas axilas de bracteas, por vezes coloridas. Com sépalas livres ou conadas,
simétricas a fortemente assimétricas. As pétalas podem ser livres ou conadas, podendo
apresentar um par de apéndices membranaceos na face interna ou calosidades longitudinais
(Smith; Downs, 1974; Wanderley; Marthins, 2007). Duas séries de trés estames formam o
androceu, filetes livres ou conados, por vezes, adnatos as pétalas.

Os estudos cléassicos de Smith e Downs (1974; 1977; 1979) destacaram variagdes
estruturais nos estigmas, especialmente quanto a forma e a disposi¢cdo dos lobulos
estigmaticos, caracteristicas que se mostraram consistentes entre os grupos ¢ de grande
relevancia taxonOmica. de modo geral observaram-se estigmas trifidos, com papilas
receptoras dispostas de maneira distinta conforme a subfamilia, o que reflete diferentes nas
estratégias reprodutivas. Neste sentido, Smith e Downs (1974; 1977; 1979) reconheceram
os principais tipos de estigma: simples-ereto, predominante em Pitcairnioideae; convoluto,
comum em Bromelioideae e, conduplicado, -caracteristico em Tillandsioideae.
Posteriormente Brown e Gilmartin (1984; 1988; 1989) ampliaram a classificacdao dos tipos
estigmaticos, realizando uma anélise sistematica detalhada de espécies representativas das
subfamilias. Os autores supracitados identificaram cinco tipos de estigma em Bromeliaceae
com base em microscopia Optica e eletronica de varredura (simples-ereto, cupulado, lamina-
convoluta, conduplicado-espiral e coraliforme). De acordo com os autores as subfamilias
Bromelioideae e Pitcairnioideae parecem ser homogéneas para o tipo conduplicado-espiral
enquanto as Tillandsioideae apresentam todos os tipos. Mais recentemente Barfuss et al.
(2016) combinaram dados morfologicos, anatomicos € moleculares em uma abordagem
filogenética abrangente que identificou 18 tipos de estigma dentro da subfamilia
Tillandsioideae (subtipos de estigma previamente descritos) e introduziu um novo tipo de

estigma em comparacao com as classificagdes anteriores (tubo-laciniado).
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O ovario pode ser supero, infero, ou semi-infero, tricarpelar e trilocular, apresenta
placentagao axial e nectarios septais (Smith; Downs, 1974; Wanderley; Marthins, 2007).

Os frutos podem ser secos, do tipo capsula septicida, ou carnoso, como baga. Na
espécies da subfamilia Tillandsioideae as sementes sdo plumosas apresentando longos
apéndices que facilitam a dispersao pelo vento (Zizika et al., 2019) . Ocorrem também na
familia sementes aladas, adaptadas a dispersdo anemocorica e sementes desprovidas de
apéndices, que podem depender de outros mecanismos, como transporte por 4gua ou animais
(Smith; Downs, 1974; Wanderley; Marthins, 2007; Mota et al., 2023). Essa diversidade de
tipos de frutos e sementes demonstra a plasticidade adaptativa da familia, permitindo que as
espécies ocupem uma ampla gama de ambientes neotropicais, desde florestas umidas até

campos rupestres e regides semidridas (Benzing, 2000).

Importancia da familia Bromeliaceae

As espécies de Bromeliaceae afetam muitos aspectos dos ecossistemas que habitam,
contribuindo para sua diversidade e sustentabilidade, pois influenciam ciclos de nutrientes,
mediam interagdes ecoldgicas e sdo importantes também para comunidades humanas
(Cavalcante et al., 2020).

A disposicao das folhas, de muitas espécies, em formato de roseta forma tanques que
acumulam agua, folhas secas, matéria organica e excregdes de organismos residentes, iSso
permite a decomposi¢do e liberacdo de nutrientes como fosforo, nitrogénio e potassio,
servindo como pontos de captagdo e redistribuicao de nutrientes (Martinelli, 1997; Benzing,
2000). Numerosas espécies de animais utilizam as plantas para reproducao, como € o caso
dos anfibios, além de uséd-las para forrageamento e como refigio contra predadores
(Benzing, 2000). Algumas espécies de plantas como a Anthurium bromelicola Maior & Félix
(Maior; Félix, 2000) germinam e se desenvolvem no tanque das bromélias, sendo importante
para estabelecer outras espécies vegetais em ambientes de restinga (Benzing, 2000).

A importancia ecoldgica das espécies de Bromeliaceae vai além do acimulo de agua
e nutrientes em seu tanque. As flores, por meio do néctar produzido, servem de recursos
alimentares para uma gama de polinizadores, dessa forma, durante a floragdo atraem
diversos animais como beija-flores, morcegos, abelhas, mariposas, vespas, borboletas e
formigas mutualistas e, suas flores também abrigam diversas espécies de acaros (Martinelli,

1997, Cavalcante et al., 2020).
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Variedades de Ananas comosus (L.) Merr., 1917 (abacaxizeiros), amplamente
cultivados no Brasil, apresentam usos diversos além da alimentagcao humana e animal (Souza
et al., 2017). As fibras extraidas de suas folhas tém despertado crescente interesse por seu
potencial como reforco sustentdvel em diferentes setores industriais. Estudos recentes
demonstraram que as fibras apresentam elevado teor de celulose, boa resisténcia mecanica e
estabilidade térmica, o que possibilita a sua aplicagdo na industria automotiva, em
compositos poliméricos e na construgdo civil (Sethupathi et al., 2024; Silva et al., 2025).
Além disso, a extracdo de nanocelulose e nanofibrilas a partir dessas fibras amplia o leque
de possibilidades em biocompositos de alto desempenho (Barros et al., 2024). Outras
aplicagdes incluem a utilizagdo em materiais téxteis, apds processos de cottonizacdo que
reduzem o teor de lignina e melhoram a uniformidade superficial (Queiroz et al., 2020), em
geopolimeros para fins estruturais (Junior et al., 2025) e em compositos para absor¢do de
impacto e protecdo balistica (Neves et al., 2022).

As espécies de plantas ornamentais sempre estiveram presentes ao longo da historia
da humanidade e o cultivo de espécies de Bromeliaceae como plantas ornamentais ¢ secular
(Souza et al., 2021). A floricultura ¢ uma industria multibilionéria, moderna e tem passado
por transformagdes significativas nos ultimos anos, impulsionadas por avangos tecnologicos,
mudangas no comportamento do consumidor e fatores ambientais (Medri et al., 2021).

As plantas sdo altamente valorizadas no mercado ornamental por suas cores, formas
variadas, baixa exigéncia de manuten¢ao e adaptabilidade a diferentes ambientes (Junqueira,
2008; Silva et al., 2023). Tais caracteristicas as tornam desejadas tanto para uso doméstico
quanto para paisagismo (Medri et al., 2021). O Instituto Brasileiro de Floricultura (Ibraflor)
destaca o desempenho positivo do setor de flores e plantas ornamentais em 2024, que
registrou crescimento proximo a 10% em relacdo ao ano anterior, movimentando cerca de
R$ 21,23 bilhdes na economia nacional. Esse resultado reflete ndo apenas o aumento da
demanda interna por produtos ornamentais, mas também a consolidacdo da cadeia produtiva,
que envolve milhares de produtores distribuidos por diferentes regides do pais. A ampliagao
das exportagdes brasileiras de plantas ornamentais incluiu a autorizagdo oficial para a
exportacdo de espécies do género Tillandsia para a Coldombia. O antncio foi realizado pelo
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) e pelo Ministério das Relagdes Exteriores
(MRE) em 21 de janeiro de 2025 (Brasil, 2025; Brasil, 20125). Esse avanco representa um
marco relevante para o setor, pois fortalece a posi¢ao do Brasil no mercado internacional de

ornamentais e amplia as oportunidades comerciais para a flora nativa. As Tillandsia possuem
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elevado valor ornamental devido a diversidade morfoldgica, as formas exoticas e a adaptagao
a diferentes condi¢des ambientais, caracteristicas que as tornam altamente atrativas para
consumidores internacionais (Souza et al., 2020). Contudo, o crescimento da demanda traz
implicagdes ecoldgicas, econdmicas e legais que precisam ser melhor compreendidas para
garantir o uso sustentavel desses recursos (Medri et al., 2021).

A diversidade, a distribuigdo geografica e o estado de conservagdo das espécies
evidenciam que muitas estao potencialmente ameagadas (Zizka et al., 2019). Segundo a Lista
Nacional de Espécies Ameacadas de Extingdo (MMA, 2022), a familia Bromeliaceae ocupa
a segunda posicdo entre aquelas com maior nimero de espécies ameagadas no Brasil,
totalizando 247 taxons. Dentre essas, 66 espécies estao classificadas como Criticamente em
Perigo (CR), 142 como Em Perigo (EN) e 39 como vulneraveis (VU), evidenciando o
elevado risco de extingdo que afeta o grupo. A perda dessas espécies pode ter efeitos em
cascata: destrui¢ao de micro-habitats, reducdo da capacidade de retencdo de agua, declinio
de espécies dependentes desses ecossistemas aquaticos e perda de interagdes mutualisticas

importantes (Zizka et al., 2019; Andrade Junior et al., 2025; Silva et al., 2025).

Conservacao de graos de polen em Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae apresenta numerosos géneros e espécies endémicas, muitos
dos quais estdo fortemente adaptados a micro-habitats especificos (Souza et al., 2017). Os
graos de polen vidveis desempenham um papel essencial na reproducdo sexuada das plantas,
pois permite a transferéncia de material genético até o dvulo, possibilitando a fecundagao, a
consequente formacao de sementes e a variabilidade genética (Souza et al., 2021). Em
Bromeliaceae, a polinizagdo natural ¢ frequentemente conduzida por beija-flores, morcegos
e insetos (Nascimento et al., 2025), mas a curta longevidade dos graos de pdlen fresco pode
limitar o sucesso reprodutivo em ambientes fragmentados ou com escassez de polinizadores.
Dessa forma, estratégias de conservacdo ex sifu t€m sido aplicadas para prolongar a
viabilidade polinica para usos posteriores em cruzamentos controlados, mesmo em épocas
fora da floragdo (Souza et al., 2018).

Estudos sobre a morfologia e viabilidade dos graos de polen em Bromeliaceae
mostraram variabilidade significativa entre géneros e espécies quanto ao tamanho, a
ornamentacao da exina, estrutura da exina (tectada, semitectada, heterobrochada, reticulada),

nimero de colpos/ poros, o que afeta ndo apenas a taxonomia, mas também a resposta em
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germinagao in vitro e conservagao (Parton et al., 2002; Souza et al., 2015; Souza et al., 2017;
Souza et al., 2021; Mota et al., 2024; Silva et al., 2025).

A conservacdo de graos de polen ¢ relevante, ndo apenas para preservar alelos
importantes, mas também para ajudar a superar a floragdo assincrona, tornando-a uma
ferramenta significativa para cruzamentos controlados e melhoramento genético (Parton et
al., 2002; Ferreira et al., 2024).

Dentre os métodos de conservagao de graos de podlen, a criopreservagdo permite a
conservagao a longo prazo de material genético requisitando pouco espaco. Isso pode ser
alcangado por armazenamento em nitrogénio liquido (-196 °C) de partes da planta, como
calos, pontas de caule, botdes, sementes e graos de polen (Wang et al., 2020; Ferreira et al.,
2024).

Os testes de viabilidade, na maioria dos estudos sobre conservacao de graos de pdlen
criopreservados de diferentes espécies, sdo limitados a germinacao in vitro ou avaliagdes
histoquimicas, entretanto, apenas a producao de sementes, em ultima analise, confirma a
eficiéncia do processo (Souza et al., 2018). Para que a viabilidade polinica se mantenha
durante o processo de criopreservacao alguns fatores devem ser levados em consideracao,
tais como: estadio fisioldgico da flor, temperatura de armazenamento e umidade relativa e
teor de umidade dos graos de polen (Souza et al., 2017). Por isso, € relevante monitorar a
viabilidade antes, durante e depois do armazenamento para obten¢do de um protocolo
eficiente. Assim, o foco consiste em estabelecer o0 maximo periodo durante o qual os graos
de polen pode ser armazenado sem perder a fertilidade, constituindo uma ferramenta
importante para o melhoramento genético e intercambio de germoplasma (Damasceno et al.,
2008; Ferreira et al., 2024).

No contexto das Bromeliaceae, estudos de criopreservacdao de graos de polen tém
buscado viabilizar a criagdao de criobancos voltados a conservagao de alelos, especialmente
de espécies ameagadas ou vulneraveis, assegurando a preservagdo genética em longo prazo
(Souza et al., 2018). A implementagdo desses criobancos em institui¢des de pesquisa ou em
centros internacionais, como os vinculados ao CGIAR (Consultative Group on International
Agricultural Research), representa uma estratégia essencial para a manutencao de recursos
genéticos relevantes a seguranga alimentar (FAO, 2009; Halewood et al., 2020; Yazbek;
Abberton, 2021), além de contribuir diretamente para a preservacdo da biodiversidade

vegetal, atualmente sob forte pressdo das atividades humanas.
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Nos tltimos anos, a conservagao de graos de polen tem se destacado como alternativa
eficiente, devido a sua facilidade de armazenamento e a possibilidade de troca entre
colecdes, constituindo uma fonte estratégica de diversidade genética (Souza et al., 2015;
Silva et al., 2017; Ferreira et al., 2024). Estudos comparativos entre diferentes estratégias de
conservagdo confirmam as vantagens da criopreservacdo (Souza et al., 2015; Silva et al.,
2017; Rajasekharan; Rohini, 2023; Ferreira et al., 2024; Liu et al., 2024). Com os avangos
nas tecnologias de armazenamento e processamento, os criobancos de graos de polen
consolidam-se como ferramentas valiosas para a sustentabilidade agricola e a conservacao
da biodiversidade (Sorokhaibam et al., 2023; Anushma et al., 2024; Ferreira et al., 2024).

Apesar dos progressos na conservagdo de graos de poélen de Bromeliaceae, ainda
existem lacunas relacionadas a padronizacdo de métodos para diferentes espécies e a
avaliagdo da viabilidade em longos periodos de armazenamento. Estudos adicionais sdo
necessarios para consolidar protocolos acessiveis a programas de conservagdo em larga

escala.

Sistemas reprodutivos em Bromeliaceae

Estudos sobre a biologia floral e reprodutiva de uma comunidade vegetal sdao
fundamentais para compreender as interagdes planta-animal e os mecanismos relacionados
ao sucesso reprodutivo, competi¢ao e partilha por polinizadores (Cavalcante et al., 2020).
Esses estudos auxiliam na conservagdo de habitats naturais em fragmentacdo, de espécies
endémicas ou em risco de extingao, bem como podem subsidiar programas de melhoramento
genético (Machado; Lopes, 2002; Cavalcante et al., 2020).

Bromeliaceae apresenta uma variedade de estratégias de polinizacdo, com espécies
ornitdfilas, quiropterdfilas, melitofilas e esfingofilas (Cavalcante et al., 2020). Além disso,
também sao diversos os sistemas reprodutivos podem ser autdégamo, misto, alogamo ou
cleistogamo, refletindo adaptacdes a diferentes condigdes ecologicas e pressoes evolutivas
(Gilmartin; Brown, 1985; Benzing, 2000; Givnish et al., 2011; Souza et al., 2017;
Cavalcante et al., 2020; Mota et al., 2023; Fagundes et al., 2024; Nascimento et al., 2025;
Silva et al., 2025).

A reprodugdo sexuada em Bromeliaceae ocorre apds a polinizacdo, que permite a
formacao de frutos e sementes, e apresenta uma grande diversidade de estratégias, tais como
a polinizagdo cruzada (alogamia), predominante na familia e frequentemente mediada por

polinizadores especificos (beija-flores, morcegos, mariposas € abelhas) (Souza et al., 2017,
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Cavalcante et al., 2020; Silva et al., 2025). A alogamia ¢ for¢ada por mecanismos como a
autoincompatibilidade, um importante mecanismo reprodutivo presente na maioria das
angiospermas para evitar a autofecundag¢dao, o que contribui para manter ¢ aumentar a
diversidade dentro das espécies e evitar a endogamia (Nascimento et al., 2025). No entanto,
ela ¢ uma das principais barreiras para programas de melhoramento genético, que buscam a
obtencdo de novas cultivares (Souza et al., 2017; Cavalcante et al., 2020; Nascimento et al.,
2025). No sistema de autoincompatibilidade gametofitico, os tubos polinicos incompativeis
tém o seu crescimento cessado no estilete e a especificidade do grao de pdlen ¢ gerada pelo
alelo-S do genoma haploide do gametofito, j4& na autoincompatibilidade esporofitica a
inibi¢do da germinagdo do grdo de pdlen ocorre na superficie do estigma e a especificidade
dos graos de polen ¢ determinada pelo gendtipo diploide do esporofito (Souza et al., 2017;
Cavalcante et al., 2020; Silva et al., 2025). Neste sentido, diversos estudos tém registrado a
ocorréncia de barreiras pré-zigoticas e pos-zigéticas em espécies de Bromeliaceae
(Matallana et al., 2016; Souza et al., 2017; Mota et al., 2023; Fagundes et al., 2024). As
barreiras pré-zigdticas manifestam-se principalmente pela incapacidade dos graos de poélen
em germinar no estigma ou pela interrupcao do crescimento do tubo polinico ao longo do
estilete (Vervaeke et al., 2002). Ja as barreiras pos-zigoticas estdo associadas a falhas no
processo de fertilizagdo ou ao aborto de embrides em diferentes estagios de desenvolvimento
(Vervaeke et al., 2002).

Outro importante mecanismo que for¢a a alogamia ¢ a heterostilia que impede ou
reduz a autofecundacdo devido a diferencas significativas nas posicdes entre estigma e
anteras (Silva et al., 2025).

A autofecundacgao (autocompatibilidade) pode representar uma importante vantagem
em ambientes com baixa densidade populacional ou escassez de polinizadores (Nascimento
et al., 2025; Silva et al., 2025).

Diversas espécies de Bromeliaceae exibem combinagdes de alogamia e
autocompatibilidade parcial (sistema misto). Nesses casos, a taxa de cruzamento depende da
disponibilidade de polinizadores e da densidade populacional. Essa flexibilidade pode
aumentar a resiliéncia populacional em ambientes instaveis (Cavalcante et al., 2020; Mota
et al., 2023; Fagundes et al., 2024; Nascimento et al., 2025; Silva et al., 2025).

A reproducdo assexuada na familia Bromeliaceae ¢ realizada principalmente por
brotamento vegetativo, no qual novas plantas emergem na base da roseta ap6s a floragdo da

planta-mae (Benzing, 2000; Cascante-Marin; Nufiez-Hidalgo, 2023; Nascimento et al.,
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2025). Além disso, também acontece a reproducdo por meio de estoldes, estruturas
horizontais que se desenvolvem a partir da planta-mae e dao origem a novos individuos
geneticamente idénticos (Nascimento et al., 2025). Esse sistema garante a manutengao da
populagdo mesmo na auséncia de polinizadores. Entretanto, por ndo gerar variabilidade
genética, a reproducdo assexuada pode limitar a capacidade adaptativa das espécies a longo
prazo (Cascante-Marin; Nufiez-Hidalgo, 2023).

A coexisténcia de diferentes sistemas reprodutivos dentro da familia confere as
espécies uma elevada plasticidade adaptativa, enquanto a reprodugdo sexuada garante
diversidade genética, fluxo génico e potencial evolutivo, enquanto a reproducdo assexuada
assegura resiliéncia ecologica e colonizagdo eficiente em curto prazo (Cascante-Marin;
Nuiez-Hidalgo, 2023). Essa complementaridade explica o sucesso da familia em ambientes

heterogéneos, incluindo ecossistemas ameacados, como a Mata Atlantica.
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CAPITULO 1

Criopreservacio para estabelecimento de um criobanco de griaos de polen de espécies
de Lymania Read (Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil e ameacadas de

extin¢cao
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Criopreservacio para estabelecimento de um criobanco de graos de pdlen de espécies
de Lymania Read (Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil e ameacadas de
extincao

Resumo: Este estudo avaliou a viabilidade de graos de pdlen armazenados em freezer (-5
°C) e criopreservados (-196 °C) de oito espécies de Lymania para o estabelecimento de um
criobanco. Antes do armazenamento, as anteras foram desidratadas em silica gel por 1, 3 e
6 h. A viabilidade foi avaliada in vitro ap6s 24 h, 30, 180 e 365 dias de armazenamento, ¢ as
polinizagdes in vivo foram realizadas ap6s 24 h e 365 dias. Frutos e sementes foram contados
e colocados para germinar in vitro. O criobanco foi estabelecido com base no melhor
tratamento de conservacdo. O teor de 4gua dos graos de pdlen variou de 79,82% a 86,44%
apos 1 hora, de 30,17% a 39,75% ap6s 3 h e de 11,22% a 12,56% apds 6 horas de exposi¢ao.
Os graos de polen permaneceram viaveis apds 365 dias de armazenamento em nitrogénio
liquido, com viabilidade acima de 89,5% e comprimento do tubo polinico superior a 0,97
mm. Em contraste, o armazenamento em freezer foi ineficaz: apos 24 h, a viabilidade caiu
para menos de 16,8%, e o comprimento do tubo polinico ficou abaixo de 0,13 mm, sem graos
viaveis remanescentes apds 30 dias. As polinizagdes in vivo resultaram em producdo de
frutos acima de 75% e numero variavel de sementes. A germinacao iniciou-se no 4° dia para
L. languida e estabilizou-se em torno de 15 dias para todas as espécies. As plantas
regeneradas apresentaram taxa de sobrevivéncia acima de 89% apos 90 dias de
aclimatizacdo. Um criobanco foi estabelecido para a conservacdo de alelos a longo prazo,
oferecendo contribuigdes significativas para programas de melhoramento genético e
conservagao do género Lymania, além de auxiliar na superagdo da floracdo assincrona dessas
espécies.

Palavras-chave: Bromélia, assincronia da floracdo, polinizacdo in vivo, viabilidade
polinica.
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Cryopreservation for the establishment of a cryobank of pollen grains from Lymania
Read (Bromeliaceae) species endemic to Northeast Brazil and threatened with
extinction

ABSTRACT: This study evaluated the viability of pollen grains stored in a freezer (-5 °C)
and cryopreserved (-196 °C) from eight Lymania species for the establishment of a
cryobank. Before storage, anthers were dehydrated in silica gel for 1, 3, and 6 h. Viability
was evaluated in vitro after 24 h, 30, 180, and 365 days of storage, and in vivo pollinations
were performed after 24 h and 365 days. Fruits and seeds were counted and placed to
germinate in vitro. The cryobank was established based on the best conservation treatment.
The water content of the pollen grains ranged from 79.82% to 86.44% after 1 hour, from
30.17% to 39.75% after 3 hours, and from 11.22% to 12.56% after 6 hours of exposure.
Pollen grains remained viable after 365 days of storage in liquid nitrogen, with viability
above 89.5% and pollen tube length greater than 0.97 mm. In contrast, freezer storage was
ineffective: after 24 hours, viability dropped to less than 16.8%, and pollen tube length was
below 0.13 mm, with no viable grains remaining after 30 days. In vivo pollinations resulted
in fruit production above 75% and a variable number of seeds. Germination began on the
4th day for L. languida and stabilized around 15 days for all species. Regenerated plants
showed a survival rate above 89% after 90 days of acclimatization. A cryobank was
established for the long-term conservation of alleles, offering significant contributions to
genetic improvement and conservation programs of the genus Lymania, as well as helping
to overcome the asynchronous flowering of these species.

Keywords: Bromeliad, flowering asynchrony, in vivo pollination, pollen viability.
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INTRODUCAO

O género Lymania Read (Bromelioideae: Bromeliaceae) inclui espécies com ovarios
inferos, sulcados ou alados, que anteriormente eram classificadas no género Aechmea Ruiz
& Pav., dentro dos subgéneros Lamprococcus (Beer) Baker, Araeococcus Brongniart e
Ronnbergia Morren e André (Sousa; Wendt, 2008). Atualmente, Lymania compreende dez
espécies, todas endémicas da regido Nordeste do Brasil, especificamente do fragmento de
Mata Atlantica no sul da Bahia, com exce¢ao de L. smithii Read, também encontrada nos
estados de Pernambuco e Alagoas (Sousa; Wendt, 2008; Souza et al., 2021; Mota et al.,
2024).

As areas remanescentes da Mata Atlantica estdo entre as oito areas prioritarias
globais para conservag¢do (Myers et al., 2000; Marques; Grelle, 2021) e, devido aos seus
altos niveis de endemismo, sdo reconhecidas como um dos mais importantes centros de
biodiversidade. O bioma foi severamente desmatado, e estima-se atualmente que restam
apenas 29% de sua area original (MMA do Brasil, 2024). Além do desmatamento, a extragao
predatoria, juntamente com a expansdo urbana e agricola, tem contribuido para a destruicao
desse bioma crucial para a fauna e a flora, incluindo a familia Bromeliaceae, que contém
espécies altamente diversas, muitas das quais estdo ameagadas de extin¢dao (Souza et al.,
2021; Forzza et al., 2023).

Como epifitas, as espécies de Lymania sdo particularmente afetadas pela degradacao
da Mata Atlantica causada por atividades humanas (Siqueira Filho; Machado, 2001; Mota et
al., 2023; 2024). Nesse contexto, a Portaria 148 de 7 de julho de 2022 do Ministério do Meio
Ambiente lista espécies ameacadas no Brasil, incluindo 60% das espécies de Lymania. Entre
elas, L. alvimii (L.B.Sm. & Read) Read, L. azurea Leme, L. brachycaulis (E.Morren ex
Baker) L. F. Sousa e L. corallina (Brong. ex Beer) Read sdo classificadas como ‘Em Perigo’,
enquanto L. globosa Leme e L. spiculata Leme & Forzza sdo classificadas como
‘Criticamente Em Perigo’ (MMA Brasil, 2022). Além disso, L. involucrata Leme & E. H.
Souza também ¢ considerada ‘Criticamente Ameacgada’ (Souza et al., 2021).

Diante dessa realidade, somada aos desafios de implementar a conservacao in situ, a
conservagao ex situ € uma estratégia vital para preservar a variabilidade genética de espécies
com alto potencial econdmico e/ou ecologico ou que estejam em risco de extingdo, como ¢
o caso de muitas espécies da familia Bromeliaceae. Dentre as diferentes abordagens,
destacam-se os métodos biotecnoldgicos, em especial a conservagao in vitro de médio prazo

e a criopreservacao, que se destacam na preservagdo do material genético por longos
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periodos (Souza et al., 2015; 2016; 2018). A criopreservagdo ¢ particularmente util para
espécies propagadas vegetativamente ou com sementes recalcitrantes, bem como para a
conservagao de populacdes pequenas e fragmentadas, com menor probabilidade de
cruzamento natural (Santos, 2000).

A criopreservagao permite a conservagao de germoplasma com espacgo fisico minimo
e baixos custos de manutencdo, uma vez que o material € armazenado em nitrogénio liquido
(-196 °C) (Reed, 2008; Souza et al., 2015; 2018; Nagel et al., 2024). A técnica pode ser
aplicada a diversos tecidos ou estruturas vegetais, como calos, apices caulinares, eixos
embriondrios, gemas dormentes, graos de polen e outros (Reed, 2008; Nagel et al., 2024). A
escolha do propagulo a ser criopreservado depende se os genes ou a combinagdo genética
especifica sdo os alvos do programa de conservagdo e se protocolos de criopreservagao in
vitro estdo disponiveis (Bettoni et al., 2021; Zhang et al., 2023). A conservagdo do pdlen ¢é
uma ferramenta importante tanto para o melhoramento genético, devido a assincronia da
floragdo, quanto como alternativa complementar a conservacdo do germoplasma, pois
preserva alelos relevantes e permite o armazenamento a longo prazo de grdos de pdlen
viaveis (Parton et al., 2002; Souza et al., 2018; Ferreira et al., 2024).

A eficacia da criopreservagdo depende da tolerancia dos tecidos vegetais a
desidratacao, pois a formagao de cristais de gelo durante o armazenamento em temperaturas
ultrabaixas pode danificar as estruturas celulares (Souza et al., 2015; 2018). Portanto, o baixo
teor de dgua dos graos de pdlen (aproximadamente 30%) € critico para sua sobrevivéncia e
viabilidade, e deve ser ajustado cuidadosamente para ndo comprometer o processo
(Ganeshan et al., 2008; Souza et al., 2015; 2018; Silva et al., 2017). Para garantir a
viabilidade do pdlen durante a criopreservacao, fatores como o estagio fisiologico da flor, a
temperatura de armazenamento e o teor de umidade do pdlen devem ser considerados (Souza
etal., 2015; Ferreira et al., 2024). Assim, ¢ essencial monitorar a viabilidade do polen antes,
durante e apos o armazenamento (Souza et al., 2015; 2018; Silva et al., 2017). Isso pode ser
feito por meio de diversas técnicas, incluindo testes histoquimicos, germinagdo in vitro e
fertilizagdo in vivo, visto que a producao de sementes confirma, em ultima analise, a eficicia
do processo de armazenamento de polen (Souza et al., 2015; 2018; Silva et al., 2017).
Consequentemente, a criopreservacao de polen apresenta grande potencial para a
conservagao de recursos genéticos, producdo haploide e estudos bioquimicos e fisioldgicos

(Grout; Roberts 1995; Souza et al., 2015).
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Estudos de criopreservagao de polen envolvendo espécies de Bromeliaceae visam
estabelecer criobancos para garantir a conservacao de alelos, particularmente para espécies
ameacadas ou vulneraveis, em sistemas seguros ¢ de longo prazo. O estabelecimento de
criobancos em institui¢des de pesquisa em todo o mundo ou em centros internacionais como
0 CGIAR (Grupo Consultivo para Pesquisa Agricola Internacional) visa preservar recursos
genéticos importantes para garantir a seguranca alimentar (FAO, 2009; Halewood et al.,
2020; Yazbek; Abberton, 2021). Igualmente importante € a preservagao da biodiversidade
vegetal, que tem sido severamente ameagada por diversas agdes humanas.

A conservagdo de polen tem sido amplamente utilizada nos ultimos anos,
especialmente como uma fonte valiosa de diversos alelos dentro de um pool genético, bem
como por sua facilidade de armazenamento e troca (Souza et al., 2015; Silva et al., 2017,
Ferreira et al., 2024). Diversos estudos comparando diferentes estratégias de conservagado de
polen indicaram as vantagens do uso da criopreservagdo (Souza et al., 2015; Silva et al.,
2017, Rajasekharan; Rohini, 2023; Ferreira et al., 2024; Liu et al., 2024). Com os avangos
nas tecnologias de armazenamento e processamento, o uso de criobancos de polen estd se
tornando uma ferramenta valiosa para a sustentabilidade agricola e a protecdo da
biodiversidade (Sorokhaibam et al., 2023; Anushma et al., 2024; Ferreira et al., 2024).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade e a funcionalidade
de graos de pdlen armazenados em freezer (-5 °C) e criopreservados em nitrogénio liquido
(NL, -196 °C) de oito espécies de Lymania endémicas do Nordeste do Brasil, muitas das
quais ameacadas de extingdo. Além disso, foi estabelecido um criobanco para conservagao
a longo prazo. Essa estratégia visa complementar a conservagdo dessas espécies e facilitar

polinizagdes controladas em casos de floragao assincrona.
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MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal
Foram avaliadas oito espécies do género Lymania Read, endémicas do Nordeste do

Brasil. Essas espécies sdo restritas ao bioma Mata Atlantica (Tabela 1). As analises foram
conduzidas no Banco de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélias), parte do Programa
de Pos-Graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais (PPG RGV), estabelecido
conjuntamente pela Embrapa Mandioca e Fruticultura e pela Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB), localizado no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A
pesquisa foi conduzida em conformidade com a legislacdo brasileira sob a autorizacdo
SISBIO n°® 69.870-1, e as atividades estdo devidamente registradas no SisGen sob a

autorizagao A9E9F8&D.

Tabela 1. Espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil e
ameagadas de extingdo, seu local de coleta, endemismo, status de ameaca e época de
floracao.

* Herbario do Reconcavo da Bahia. **IUCN, 2023, Forzza et al. (2013); Souza et al. (2021).

Espécie Municipio HURB*  Endemismo Status de Epgca
de coleta ameaga®™*  florescimento
L. azurea Leme Una 18.873 Sul da EN Nov/ Dez
Bahia
L. brachycaulis
(E. Morren ex Sul da
Baker) Camamu 25.954 Bahia EN Jul/Ago
L.F.Sousa
fgfggaff”;i lhéus,  23.965 o
Beer) %{éa d Itacaré, 27.852 Bahia EN Ago/Set
Uruguca, 25.953
Igrapitna, 25.392
L. globosa Ihéus, 30.427 Sul da
Leme Ttubera, 30.457 Bahia EN Out-Dez
Uruguca 27.803
L. involucrata Sul da
Leme & Igrapitna 25.815 . CR Ago/ Set
Bahia
E.H.Souza
L. languida Uruguca 27.855 Sul da NE Set/ Out
Leme Bahia
Igrapitna, 30.435
L. smithii Read Una, 30.416 Nordeste NE Nov-Fev
Uruguca 18.872
L. spiculata . Sul da
Leme & Forzza Jussari 30.618 Bahia CR Nov/ Dez

EN = "Em perigo’; CR = ’Criticamente em perigo’; NE = Nao avaliado.



Figura 1. Espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do Nordeste do Brasil a) L.
zurea Leme; b) L. brachycaulis (E. Morren ex Baker) L.F.Sousa; ¢) L. corallina (Brongn.
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ex Beer) Read; d) L. globosa Leme; e) L. involucrata Leme & E.H.Souza; f) L. languida
Leme; g) L. smithii Read; h) L. spiculata Leme & Forzza.

Desidratagdo dos graos de polen

Flores em antese foram coletadas e imediatamente enviadas ao laboratorio, onde as
anteras com graos de podlen foram removidas com pingas e avaliadas para estudos de
desidratacao e criopreservacao. Silica gel ativada (Vetec®, malha de 4-8 mm) foi utilizada
para avaliar a tolerancia a dessecacao dos graos de polen de Lymania. O teor de agua das
anteras foi determinado em balanga de precisdo com precisdo de quatro casas decimais.
Primeiramente, folhas de papel aluminio foram pesadas e utilizadas para formar envelopes
(Pt). Em seguida, as anteras contendo os graos de polen foram colocadas sobre a folha e
pesadas novamente para determinagdo do peso umido (Pu). As amostras foram submetidas
a dessecacgdo em silica gel ativada (500 g), em ambiente fechado (dessecador de vidro — 5
L), por trés intervalos de tempo (1, 3 e 6 horas). Apds esse procedimento, os envelopes
contendo as anteras desidratadas foram pesados para determinagdo do peso seco (Ps). O teor
de umidade dos graos de pdlen foi entdo calculado pela seguinte equagdo: U = [(Pu - Ps) /
(Pu—Pt)] x 100. Onde: U = teor de umidade das anteras com graos de polen (%); Pu = peso
umido (g); Ps = peso seco (g); e Pt =peso tara (g). Em seguida, avaliou-se a viabilidade dos
graos de polen desidratados e recém-coletados (controle), distribuindo-os com auxilio de
pincel (uma flor por repeti¢do com seis anteras) em placas de Petri (60 mm x 15 mm de
altura) contendo 10 mL de meio de cultura BK (Brewbacker e Kwack 1993), constituido de
10% de sacarose, H*BO® (0,01%), Ca(NO?)** 4H,0O (0,03%), MgSO* * 7H,0 (0,02%),
KNO? (0,01%) e agar (0,5%), com pH ajustado para 6,5. As placas com os grios de pélen
foram mantidas em cdmara de crescimento no escuro a 25 + 2 °C por 24 horas, sendo entdo
coradas com azul de toluidina 0,05%, conforme metodologia descrita por Souza et al. (2018).
O niimero de graos de pdlen por flor varia de acordo com a espécie de Lymania e € descrito
em Mota et al. (2024).

Para determinar a porcentagem de germinacgao, todos os graos de polen em cada placa
de Petri, germinados ou ndo, foram contados. As medi¢des foram realizadas em cinco tubos
polinicos selecionados aleatoriamente em cada quadrante de trés placas, totalizando 60 tubos
polinicos por espécie avaliada. Os graos de polen foram considerados germinados quando o

comprimento do tubo era maior ou igual ao didmetro do grao.
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Delineamento experimental e andlise dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 3 x 8 (trés intervalos de desidratacao x oito espécies), com trés repeticdes, cada uma
representada por uma placa de Petri. Os dados de porcentagem de germinacdo foram
transformados usando arco seno (Vx/100) antes da anélise estatistica. As médias foram
comparadas por meio da anélise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey (p < 0,05) para
intervalos de desidratacdo, e do teste de Scott-Knott (p < 0,05) para espécies. Todas as

analises foram realizadas com o software R (R Core Team 2024).

Conservacgdo dos graos de polen

As anteras contendo graos de polen desidratados (3 horas em silica gel ativada) foram
colocadas em tubos criogénicos de 3 mL, armazenados em freezer (FR) a -5 °C ou em
nitrogénio liquido (NL) a -196 °C por periodos de um dia, 30 dias, 180 dias e 365 dias. Apos
cada periodo de armazenamento, as amostras foram avaliadas quanto a viabilidade dos graos
de poélen, tanto in vitro quanto in vivo. Para cada espécie e tratamento, foram utilizadas trés

repetigdes, sendo cada repeticdo composta por uma flor.

Germinacgdo in vitro de graos de polen

Com o auxilio de um pincel, os graos de polen armazenados em nitrogénio liquido
(NL) e no congelador (FR) foram distribuidos em placas de Petri (60 mm x 15 mm de altura)
contendo 10 mL do mesmo meio de cultura descrito anteriormente. As placas com os graos

de polen foram mantidas e avaliadas conforme descrito anteriormente.

Delineamento experimental e andlise dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 4
x 8 (método de conservagao x periodo de armazenamento x espécie), com trés repeti¢des,
cada uma representada por uma placa de Petri. Os dados de porcentagem de germinacdo
foram transformados usando arco seno (Vx/100) antes da analise estatistica. As médias foram
comparadas por analise de variancia (ANOVA) e teste F (p < 0,05) para métodos de

conservagao, teste de Tukey (p < 0,05) para periodos de armazenamento e teste de Scott-
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Knott (p <0,05) para espécies. Todas as andalises foram realizadas com o software R (R Core

Team 2024).

Fertilizacdo in vivo

Para estudos de fertilizagao utilizando graos de polen criopreservados, polinizagdes
controladas foram realizadas com a mesma espécie (xenogamia), nas primeiras horas da
manha (antese) a uma temperatura natural de 27 + 4 °C. Durante o periodo de floragao
(Tabela 1), as flores das plantas receptoras foram emasculadas e protegidas durante o periodo
de pré-antese com sacos de voil, conforme descrito em Souza et al. (2018). As anteras
descongeladas com grdos de polen, preservadas tanto em NL quanto em FR, foram
depositadas nos estigmas florais. O descongelamento ocorreu quando as anteras foram
retiradas do armazenamento ¢ transferidas para uma placa de Petri até chegarem as
instalacdes do BAG-Bromélias (aproximadamente 5 minutos). Ap6s a polinizacdo, as flores
foram novamente protegidas para evitar contaminacdo com polen de outras espécies. As
flores polinizadas foram etiquetadas com o nimero do tratamento ¢ a data da polinizagdo. A
formag¢do dos frutos ¢ o numero de sementes por fruto foram avaliados apds o
amadurecimento (mudanga de cor). O nimero de polinizagdes variou (6 a 29) de acordo com

a disponibilidade de flores e ¢ apresentado na Tabela 3.

Germinacdo das sementes

A germinagdo das sementes foi avaliada in vitro em condigdes de laboratorio. As
sementes geradas a partir de diferentes cruzamentos foram desinfetadas em solucdo de
hipoclorito de sodio (2% de cloro ativo) e agua destilada (2:1) por 20 minutos, seguidas de
trés lavagens em agua destilada autoclavada. Em seguida, foram colocadas em placas de
Petri (100 mm x 20 mm de altura) contendo 15 mL de meio de cultura com metade das
concentracdes de sais MS (Murashige; Skoog, 1962), conforme descrito por Souza et al.
(2009), com pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C por 20 minutos. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27 + 1 °C, fotoperiodo
de 16 horas e densidade de fotofluxo de 22 pmoL m-2 s-1. Todas as sementes foram
estabelecidas em meio de cultura, € o nimero de sementes por placa variou de acordo com

o numero de sementes produzidas. O nimero méaximo de sementes por placa foi 100.
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A germinacdo (G) foi avaliada cumulativamente diariamente até a estabilizag@o
(Labouriau, 1983), em torno de 15 dias. Os dados foram expressos como a porcentagem
média de sementes germinadas, com germinacdo definida como a emergéncia da raiz
primaria (Silva et al., 2020). O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi calculado de
acordo com a metodologia proposta por Maguire (1962) usando a expressdo: IGV =
> (Gi/ni), onde Gi = numero de sementes germinadas e ni = nimero de dias até a germinagao;
e TMG (tempo médio de germinacao) = (XGi/ni)/ £Gi) (Labouriau, 1983). Os dados de
porcentagem de germinagdo e IGV foram submetidos a analise de variancia, e as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05), com os dados de germinagdo
previamente transformados pelo teste arc seno (Vx/100) antes da anélise estatistica. Todas

as analises foram realizadas com o software R (R Core Team 2024).

Aclimatizacdo das mudas

A partir das sementes germinadas, finalizando os 15 dias de avaliacdo em meio de
cultura, sementes germinadas foram mantidas no mesmo meio de cultura por um periodo
adicional de 90 dias objetivando promover o alongamento ¢ o enraizamento. Ao atingirem
altura média de aproximadamente 3 cm, as plantas foram retiradas do meio de cultura,
lavadas em agua corrente e transferidas individualmente para recipientes plasticos de 300
mL com substrato comercial Vivato®. Foram mantidas em casa de vegetagao por 90 dias,

sob luz natural e temperatura de 27 £ 1 °C.

Estabelecimento de um criobanco

Com base nos resultados obtidos, um criobanco de graos de polen de Lymania foi
estabelecido para garantir a conservagao a longo prazo desses alelos. O nimero de amostras
(27 a 81) variou dependendo da disponibilidade de flores por espécie. O armazenamento das
amostras seguiu os mesmos procedimentos descritos para os ensaios de conservacao com
nitrogénio liquido (anteras com graos de pdlen coletadas na antese, desidratadas por 3 horas
em silica gel ativada para atingir o teor de agua de aproximadamente 30% e armazenadas

em tubos criogénicos de 3 mL).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Todas as espécies de Lymania apresentaram viabilidade de graos de pdlen frescos

(recentemente coletados - controle) acima de 81% e comprimento do tubo polinico maior
que 0,7 mm (Figura 2). Nao foram encontradas diferencas significativas entre as espécies na

porcentagem de graos de polen viaveis (Figura 2a). No entanto, para o comprimento do tubo

polinico, L. globosa apresentou os tubos mais longos (1,12 mm), seguida por L. involucrata,

L. azurea, L. spiculata e L. languida, todas com comprimento médio de 0,97 mm (Figura
2b). Os menores comprimentos de tubo polinico foram observados em L. corallina, L.

brachycaulis e L. smithii, com média de 0,75 mm (Figura 2b).
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Figura 2. Germinagao in vitro de graos de polen recém-coletados (a) e comprimento do tubo
polinico (b) de oito espécies ameacadas de extingdo de Lymania (Bromeliaceae), endémicas
do Nordeste do Brasil. Médias seguidas pelas mesmas letras, dentro da mesma variavel

resposta, ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Em relagdo ao ensaio de desidratacdo, diferencas significativas foram observadas em
1 h,3 he6h para as trés variaveis estudadas: teor de umidade das anteras com graos de
polen (Figura 3a), germinagdo in vitro dos graos de polen (Figura 3b) e comprimento do
tubo polinico (Figura 3c). O teor de umidade diminuiu significativamente com o aumento
do tempo de exposicdo das anteras com graos de poélen ao gel de silica ativado em todas as
oito espécies de Lymania. O teor de umidade variou de 86,44% a 79,82% apds 1 hora,
30,17% a 39,75% ap6s trés horas e 11,22% a 12,56% apo6s seis horas de exposigdo (Figura
3a). Nao foram observadas diferencas significativas nas porcentagens de germinag¢do do

polen ou no comprimento do tubo polinico durante os periodos de desidratagdo de 1 he 3 h
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(Figura 3b-c). Entretanto, ap6s 6 h, houve redugdes drasticas na viabilidade do polen (abaixo

de 15,57%) e no comprimento do tubo polinico (abaixo de 0,3 mm) (Figura 3b-c).
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Figura 3. Teor de umidade, germinag¢ao de pdlen in vitro e comprimento do tubo polinico
apos desidratagdo com silica gel ativada em oito espécies ameagadas de extingdo de Lymania
(Bromeliaceae), endémicas do Nordeste do Brasil. Médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas entre os tempos de desidratacdo e letras maiusculas entre as espécies nao diferem
significativamente de acordo com os testes de Tukey e Scott-Knott (p < 0,05),
respectivamente.

O teor de agua considerado seguro para a conservagdo dos grdos de pdlen por
criopreservacao foi alcangado apos trés horas de exposicao a silica gel ativada e estabilizou-
se em torno de 30%. Nessas condigdes, os graos de pdlen atingiram valores maximos de

germinacado de 91,12% em L. languida (Figura 3b) e comprimentos de tubo polinico de 1,12
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mm em L. globosa (Figura 3c). O teor de dgua nas anteras portadoras de polen deve ser
suficiente para garantir a integridade celular durante o ultra-resfriamento e a reidratacao pds-
descongelamento, sem comprometer as fungdes celulares (Souza et al., 2015; Silva et al.,
2017). Evitar a formagao de cristais de gelo, que causa danos celulares permanentes e altera
o equilibrio osmotico, ¢ o principal objetivo da dessecacdo de estruturas celulares, como
graos de polen, para criopreservacdo (Giordano et al., 2013). No entanto, a remogao
excessiva de agua pode comprometer o metabolismo e a viabilidade do podlen, como
observado neste estudo.

Da mesma forma, Souza et al. (2015) relataram que o teor ideal de 4gua em graos de
polen de Aechmea bicolor L.B.Sm. (Bromeliaceae)(30%) foi atingido ap6s 3 horas de
dessecacdo com silica gel ativada. Silva et al. (2017) constataram que, para variedades
cultivadas e silvestres de abacaxi, o teor ideal de 4gua (30%) foi atingido apos 6 horas de
dessecacdo nas mesmas condigdes. Assim, embora todas as espécies pertengam a mesma
familia, € necessario determinar o tempo ideal de dessecacao.

Souza et al. (2015) realizaram analises ultraestruturais utilizando microscopia Optica
e eletronica e observaram que graos de pdlen imersos em nitrogénio liquido sem dessecagdo
sofreram danos, como rupturas na exina ¢ liberacdo de conteudo citoplasmatico devido a
formacao de cristais de gelo. Em contrapartida, graos de polen que atingiram o teor de dgua
adequado para congelamento apresentaram resultados eficientes, compardveis ao tratamento
controle. Segundo Sprague e Johnson (1977), independentemente do método de
armazenamento, o teor de umidade do polen deve estar entre 8% e 10% para evitar a
formacgdo de cristais de gelo durante o congelamento. Connor e Towill (1993) afirmaram
que a preservagao bem-sucedida do polen a longo prazo requer um teor de agua entre 7% e
20%, com temperaturas de armazenamento variando de -80 °C a -196 °C. Embora seja
recomendado que o teor de agua do pdlen seja inferior a 20% para uma criopreservagao bem-
sucedida, ainda ndo ha estudos que definam a umidade minima necessaria para manter a
viabilidade do polen na familia Bromeliaceae. Os trés estudos conduzidos com Bromeliaceae
(Souzaetal.,2015;2018; Silva et al., 2017) sugeriram que um teor de umidade ideal proximo
a 30% resultou em bons resultados, conforme confirmado pela germinagdo in vitro e
fertilizagdo in vivo ap0s a preservacao em nitrogénio liquido. Em testes de conservagao de
polen, diferencas significativas foram observadas entre os dois métodos de armazenamento
(freezer a -5 °C e nitrogénio liquido a -196 °C) e tempos de armazenamento (um dia, 30, 180

e 365 dias). Graos de polen armazenados em freezer a -5 °C apresentaram germinagao abaixo
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de 17% e comprimentos de tubo polinico abaixo de 0,13 mm ap6s 24 horas (Tabela 2, Figura
4a), indicando que o tratamento de dessecagado e as condigdes ambientais nao atenderam aos
critérios necessarios para prevenir danos celulares. Apos 30 dias, nenhum grao de pélen
permaneceu viavel apds o armazenamento em freezer (Tabela 2, Figura 4b). Todas as
espécies exibiram comportamento semelhante sob essa condi¢cdo de armazenamento. Em
contraste, graos de pdlen armazenados em nitrogénio liquido permaneceram viaveis por 365
dias, com viabilidade superior a 89,5% e comprimentos de tubo polinico acima de 0,97 mm
(Figura 4c, d). Nao foram observadas diferengas significativas entre as espécies para os

tempos de armazenamento.

Tabela 2. Germinacao in vitro e comprimento do tubo polinico de oito espécies ameacadas
de extin¢do de Lymania (Bromeliaceae), endémicas do Nordeste do Brasil, conservadas em
duas temperaturas (freezer a -5 °C e nitrogénio liquido a -196 °C) por diferentes periodos de
armazenamento.

Espécies Freezer (-5 °C) Nitrogénio Liquido (-196 °C)

1d 30d 180d 365d 1d 30d 180d 365d

Germinacao in vitro (%)
L. azurea 16.8a 00b 0.0b 00b 99.1a 99.1a 992a 99.1a
L. brachycaulis 15.5a 0.0b 0.0b 0.0b 985a 97.8a 975a 963a
L. corallina 104a 00b 0.0b 00b 988a 979a 975a 974a
L. globosa 141a 00b 00b 0.0b 89.8a 90.1a 895a 895a
L. involucrata 123a 00b 0.0b 0.0b 98.7a 984a 985a 982a
L. languida 13.5a 00b 00b 00b 913a 9l.1a 91.2a 913a
L. smithii 11.3a 00b 0.0b 00b 975a 969a 97.1a 972a
L. spiculata 125a 00b 00b 00b 96.8a 96.8a 962a 96.1a
CV (%) 28,35

Comprimento do tubo polinico (mm)
L. azurea 0.12a 0.00b 0.00b 000b 123a 1.19a 1.13a 1.09a
L. brachycaulis  0.11a 0.00b 0.00b 0.00b 1.05a 1.15a 1.10a 1.11a
L. corallina 0.10a 0.00b 0.00b 000b 121a 1.13a 1.00a 099a
L. globosa 0.13a 0.00b 0.00b 0.00b 099a 098a 099a 097a
L. involucrata 0.12a 0.00b 0.00b 000b 1.10a 1.19a 1.11a 1.09a
L. languida 0.10a 0.00b 0.00b 0.00b 099a 1.12a 1.15a 1.09a
L. smithii 0.1Ta 000b 0.00b 0.00b 099a 1.08a 1.08a 1.00a
L. spiculata 0.11a 0.00b 0.00b 0.00b 121a 1.19a 1.16a 12la
CV (%) 12.58

Médias seguidas pelas mesmas letras na mesma linha e dentro do mesmo fator (freezer e
NL) ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Também observamos um aumento na viabilidade do polen e no comprimento do tubo
para polen conservado em nitrogénio liquido em comparagdo ao pdlen fresco (controle) e
polen desidratado por trés horas com gel de silica ativada (Figura 3). Os resultados sdao

consistentes com os achados de Silva et al. (2017), que relataram que a conservacdo em
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nitrogénio liquido aumentou significativamente as porcentagens de germinagdo em
comparagdo ao podlen fresco de plantas de abacaxi silvestres e cultivadas. Tanto a
desidratacdo quanto a imersdao em temperaturas ultrabaixas podem estressar estruturas
celulares, como estruturas reprodutivas, o que pode aumentar as taxas de germinagao (Souza
et al., 2015). Outro fator a ser considerado ¢ a potencial quebra da dorméncia do pdlen, que
Wang et al. (2012) também relatou ser um resultado do processo de desidratacdo. O aumento
na viabilidade do polen ap0s a criopreservacao e a desidratagdao nao ¢ comumente observado,
e ¢ mencionado apenas para Bromeliaceae por Silva et al. (2017). Ferreira et al. (2024),
estudando a criopreservagao de graos de pélen de oito espécies de Passiflora L., constataram
que a conservagao em nitrogénio liquido ndo aumentou as porcentagens de germinagao em
comparagao ao polen fresco. Da mesma forma, Dinato (2016) constatou que a viabilidade
do pdlen criopreservado de Paspalum notatum Fliiggé foi igual a do pdlen fresco.

A germinacao in vitro ¢ uma das técnicas mais utilizadas para mensurar a viabilidade
do polen e tem sido extensivamente estudada entre espécies de Bromeliaceae, fornecendo
resultados confidveis (Soares et al., 2011; Souza et al., 2015; 2017; 2018; Silva et al., 2017;
2024; Mota et al., 2024; Fagundes et al., 2024). No entanto, essa técnica ¢ realizada em
laboratério e ¢ influenciada por diversos fatores, como meio de cultura, temperatura, pH,
entre outros. Ela ndo replica com precisdo as condi¢des naturais e, portanto, ndo garante uma
fertilizacdo bem-sucedida, visto que ndo garante que os graos de polen possam fertilizar os
ovulos. A fertilizagdo in vivo ¢, portanto, mais adequada para uma validagdo robusta dos
resultados (Dane; Ekici, 2011; Souza et al., 2015; Silva et al., 2017). Consequentemente,

ambos os métodos foi empregado neste estudo.
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Figura 4. Diferentes estddios de conservagdo de polen, desde a germinacdo in vitro até
plantas aclimatizadas apds conservagdo. a) Baixa porcentagem de germinacdo in vitro de
polen conservado em freezer (-5 °C) apds um dia para L. azurea, b) Auséncia de germinagao
in vitro de pélen conservado em freezer (-5 °C) apo6s 30 dias para L. globosa. c) Alta
porcentagem de germinacdo in vitro de polen criopreservado (-196 °C) apds um dia de L.
globosa. d) Alta porcentagem de germinacgao in vitro de pdlen criopreservado (-196 °C) apos
365 dias de L. spiculata. e) Frutos maduros de L. corallina formados ap6s polinizagdo
cruzada com polen criopreservado por 365 dias. f) Germinagdo in vitro de sementes de L.
corallina (derivadas de poélen criopreservado por 365 dias). g) Multiplicagdo in vitro de
plantulas de L. involucrata a partir de polen criopreservado por 365 dias. h) Mudas
aclimatizadas de L. languida ap6s 180 dias, a partir de pdlen criopreservado por 365 dias. 1)
Criobanco estabelecido com base nos melhores resultados de desidratacao e criopreservacao.
j) Caixa criogénica contendo amostras de pdlen conservadas. Setas = pdlen ndo viavel.
Barras: a-d =5 mm; e-g=1,2cm; h=8 cm; 1=6,5 cm; j = 2,5 cm.

Ensaios de polinizagdo cruzada (xenogamia) com pdlen conservado no congelador e
nitrogénio liquido por um dia e 365 dias mostraram porcentagens de frutificagdo e nimeros
de sementes por fruto varidveis (Tabela 3, Figura 4e). As maiores porcentagens de
frutificagdo (> 75%) e nimeros de sementes (> 14,60) ocorreram com polen criopreservado,
tanto por um dia quanto por 365 dias. Notavelmente, L. corallina, L. involucrata, L. smithii
e L. spiculata atingiram 100% de frutificacdo com poélen criopreservado por um dia e 365
dias. Por outro lado, baixas porcentagens de frutificagdo foram observadas com pdlen

conservado no congelador por um dia e nenhuma frutificacdo foi alcancada com podlen
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conservado por 365 dias (Tabela 3). Esses achados estdo alinhados com os de Souza et al.
(2015), que relataram maior frutificagdo e nimero de sementes em A. bicolor com polen
conservado em nitrogénio liquido por 365 dias. Da mesma forma, Parton et al. (2002)
constataram que a conservacdo de pdlen em nitrogénio liquido resultou em maiores
porcentagens de frutificacdo e nimero de sementes em comparacdo com outros métodos de
conservacdo em varias espécies de Bromeliaceae, incluindo Aechmea fasciata (Lindl.)
Baker.

Os maiores numeros de sementes foram registrados em L. involucrata, com uma
média de 70,83 sementes, enquanto a menor producdo foi em L. azurea, com uma média de
14,6 sementes. Os nimeros de sementes obtidos a partir de cruzamentos xendgamos estao
proximos dos valores e dentro do desvio padrdo relatados por Mota et al. (2023), que
estudaram os sistemas reprodutivos dessas mesmas espécies. Eles observaram a maior
produgdo de sementes em L. involucrata (87,52 + 53,45 sementes) e L. corallina (60,70 +
27,89 sementes) no mesmo sistema de polinizacdo xenogamico. Outras espécies produziram
variagoes de 12,67 = 5,71 sementes de L. azurea, 17,70 = 15,10 sementes de L. languida,
36,44 + 14,70 sementes de L. spiculata, 44,30 = 12,05 sementes de L. smithii, 48,35+ 19,21
sementes de L. globosa e 48,60 = 16,91 sementes de L. brachycaulis (Mota et al., 2023).
Como Mota et al. (2023) estudaram as mesmas espécies relatadas nesse estudo, sob as
mesmas condigdes € com a mesma origem vegetal. Seus achados serviram de referéncia util
para essa investigacao.

Os resultados da fertilizagdo in vivo foram consistentes com os resultados da
germinagdo de poélen in vitro, indicando que as condi¢cdes de laboratorio mediram
efetivamente a viabilidade do pdlen criopreservado.

A conservacdo bem-sucedida em nitrogénio liquido ndo apenas preserva parte do
pool genético dessas espécies, mas também € crucial para programas de melhoramento
genético. Ela aborda questdes como a floragao assincrona, que pode complicar hibridizagdes
de interesse (Rajasekharan; Ravi, 2023; Ferreira et al., 2024). A assincronia da floracao das
espécies de Lymania ¢ evidente na Tabela 1, segundo a qual a maioria das espécies floresceu
no segundo semestre, comeg¢ando com L. brachycaulis (jul/ago) e terminando nos primeiros
meses do ano com L. smithii (nov/fev). Algumas espécies apresentaram sobreposi¢do na
floracdo, como L. involucrata e L. corallina (agosto/set) € L. azurea, L. smithii e L. spiculata
(nov/dez), limitando a disponibilidade de flores para os cruzamentos desejados. O interesse

ornamental por espécies de Lymania estd aumentando, com hibridiza¢cdes controladas
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visando o desenvolvimento de hibridos que atendam a demanda do mercado e, a0 mesmo
tempo, reduzam a extragao predatoria (Mota et al., 2023).

Além disso, essas espécies sao microendémicas: L. spiculata é registrada apenas em
Jussari, L. azurea em Una, L. involucrata em lgrapitna e L. brachycaulis em Camamu.
Assim, a criopreservacao de poélen pode ser uma alternativa complementar valiosa para a
conservagdo dessas espécies de Lymania ameagadas de extingdo. O uso de pdlen
criopreservado de populagdes naturais endémicas ¢ valioso para a producdo de sementes
visando a conservagao, mantendo a variabilidade genética dentro das populacdes e
facilitando a hibridizag¢do controlada em espécies ndo simpatricas.

As sementes das polinizagdes foram germinadas em meio MS com metade das
concentragdes de sais e apresentaram alta viabilidade, com percentuais de germinagdo
variando de 89,33% em L. spiculata a 98% em L. corallina e L. languida (Tabela 4, Figuras
4f-g). Esses resultados indicam a boa condi¢do fisiologica das sementes e a auséncia de
barreiras pds-zigoticas. Da mesma forma, Pulido-Rueda et al. (2018) relataram altos
percentuais de germinagdo para Vriesea incurvata Gaudich quando cultivadas no mesmo
meio, sob as mesmas condigdes de temperatura e luminosidade. Assim, além das condigdes
fisiologicas das sementes, das condi¢des de incubacdo e da maturidade das sementes, a
escolha do meio de cultura impacta significativamente o sucesso da germinagdo das
sementes nessas condi¢des (Zeng et al., 2013).

Para o indice de velocidade de germinacdo, foram observadas diferencas
significativas entre as espécies, com os maiores valores em L. languida (23,27), seguida por
L. spiculata (16,77) e os menores em L. globosa (8,70). O indice de velocidade de
germinagdo (IVG) ¢ uma importante medida da qualidade fisiologica das sementes, pois
indica a rapidez com que as sementes germinam, o que esta diretamente relacionado ao seu
vigor (Marcos Filho, 2015; Oliveira et al., 2021). Portanto, sementes que germinam mais
rapidamente geralmente apresentam maior vigor, o que significa que tém maior
probabilidade de se desenvolverem em mudas sauddveis e robustas (Marcos Filho, 2015;
Braun et al., 2023; Eren et al., 2023).

Tabela 3. Polinizagcdes com polen conservado em freezer e nitrogénio liquido por um dia e
365 dias de oito espécies de Lymania (Bromeliaceae) ameacgadas de extingdo, endémicas do
Nordeste brasileiro.

1 dia 365 dias
Esécies Freezer Nitrogénio liquido  Freezer  Nitrogénio liquido
P -5°C -196°C -5°C -196°C

Frutos com sementes *
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L. azurea 0 (0/8) 87 (7/8) 0 (0/18) 75 (15/20)
L. brachycaulis 33 (2/6) 100 (8/8) 0 (0/15) 83 (15/18)
L. corallina 25 (2/8) 100 (10/10) 0 (0/18) 100 (20/20)
L. globosa 10 (1/10) 90 (9/10) 0 (0/25) 90 (26/29)
L. involucrata 50 (5/10) 100 (10/10) 0(0/12) 100 (12/12)
L. languida 0 (0/6) 90 (9/10) 0 (0/20) 80 (12/15)
L. smithii 50 (3/6) 100 (10/10) 0 (0/15) 100 (18/18)
L. spiculata 60 (6/10) 100 (10/10) 0 (0/15) 100 (20/20)
Sementes por frutos **
L. azurea 0 14.71 +£2.98 0 14.60 + 3.97
L. brachycaulis  25.00+14.14 58.12+7.10 0 56.13 £ 8.36
L. corallina 5.50 +£3.53 58.30 + 8.35 0 57.05+7.70
L. globosa 12 45.67+6.70 0 44.69 £7.27
L. involucrata 18.20+10.42  70.80 + 12.06 0 70.83 +£10.94
L. languida 0 25.22+3.92 0 22.17+4.42
L. smithii 6.67 +5.03 37.60 +3.92 0 36.78 £5.21
L. spiculata 10.4+7.76 42.00 £3.12 0 40.35+£5.20

*Numero de frutos colhidos com sementes / nimero de polinizagdes realizadas
(Porcentagem de sementes formadas por fruto)
**Valor médio de sementes por fruto & desvio padrao.

Lymania languida apresentou o menor tempo médio de germinagdo, de 4,48 dias,
enquanto os maiores tempos foram observados em L. globosa (10,63 dias), L. smithii (9,23
dias) e L. brachycaulis (8,07 dias). Em relagdo ao pico de germinagdo, houve variagao entre
as espécies: as sementes de L. languida atingiram seu pico de germinagdo no 5° dia apds o
inicio da germinag¢do no 1° dia, enquanto as sementes de L. globosa iniciaram a germinacao
no 7° dia e atingiram o pico no 12° dia.

No geral, as plantas apresentaram desenvolvimento morfoldogico normal, sem
brotagdes laterais observadas (Figura 4h). A propagacao de espécies a partir de sementes ¢
crucial para programas de conservagdo, pois mantém parte da variabilidade genética da
espécie (Pinto et al., 2010). As plantas germinadas e propagadas in vitro das oito espécies
de Lymania foram aclimatizadas com sobrevivéncia média de 89% para L. azurea, 92% para
L. globosa, L. smithii e L. spiculata, e 98% para L. involucrata, L. languida, L. corallina e
L. brachycaulis (Figura 4h). A aclimatacdo de plantas na familia Bromeliaceae ¢ uma fase
critica que envolve mudangas morfologicas, anatdmicas e fisiologicas (Moraes et al., 2002;
Agbidinoukoun et al., 2021; Villalobos-Olivera et al., 2023). Apesar dos cuidados especiais
exigidos durante essa fase, os resultados demonstraram sucesso significativo na superagao

desses desafios, garantindo o desenvolvimento saudéavel e vigoroso das plantas.
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Por fim, as plantas serdo reintroduzidas em seus habitats naturais, visto que muitas
estdo em risco de extingdo. Esse processo completard um ciclo completo, abrangendo o
resgate de espécies ameagadas para a conservacao ex situ de plantas e graos de polen, e sua

reintegracao as populagdes originais.

Tabela 4. Porcentagem de germinagao, indice de velocidade de germinagdo e tempo médio
de germinagdo de sementes de polinizagdes cruzadas (xenogamia) utilizando graos de pélen
criopreservados por 365 dias de oito espécies de Lymania (Bromeliaceae) endémicas do
Nordeste do Brasil ¢ em risco de extingao.

Espécies Germinacio (%) indicq de Velocidade de  (Tempo Médio de
Germinacao (IVG) Germinacao (TMGQG)

L. azurea 93.33£2.08b 14.38+0.72 ¢ 6.96+0.30b

L. brachycaulis 9533 +2.52b 12.28 £0.68 d 8.07+0.28 a

L. corallina 98.00+2.00 a 13.97+0.26 ¢ 742+028Db

L. globosa 91.00+1.00 b 8.70 £ 0.20 £ 10.63+0.15a

L. involucrata 9133 +0.58 b 15.04£0.80 ¢ 6.27+0.32b

L. languida 98.00 +2.00 a 23.27+094 a 448+0.18d

L. smithii 93.00+4.36 b 10.24 £ 0.48 ¢ 923+0.25a

L. spiculata 89.33+£2.52b 16.45+0.61b 558 +0.07 ¢

CV(%) 5.21 4.45 3.30

Média + desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. IVG (indice
de velocidade de germinagdo) = > (Gi/ni), onde Gi = numero de sementes germinadas e ni =
numero de dias até a germinagdo; ¢ TMG (tempo médio de germinagdo) = (£Gi/ni)/ £Gi).

100

90 —
80
L. azurea

70
3 L. brachveaulis
g 60 L. corallina
é 30 L. globosa
E 40 =L involucrata
Q

30 =L languida

20 L. smithii
10 ——L. spiculata
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Days after seed imbibition

Figura 5. Porcentagem acumulada de germinag¢do de sementes de polinizagdes com graos
de polen criopreservados por 365 dias de oito espécies de Lymania (Bromeliaceae)
endémicas do Nordeste do Brasil e em risco de extingdo, durante 15 dias ap6s a embebicao.
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O criobanco de polen de Lymania foi estabelecido com um niimero de amostras
variando de 27 para L. brachycaulis a 81 para L. corallina (Figura 4i-j). O estabelecimento
de criobancos para graos de pélen provou ser uma estratégia promissora para a conservacao
e o melhoramento de diversas espécies de plantas, produzindo resultados significativos em
relacdo a preservacdo da biodiversidade e a seguranca alimentar (Halewood et al., 2020;
Yazbek; Abberton, 2021; Sorokhaibam et al., 2023; Anushma et al., 2024; Ferreira et al.,
2024). Planejamos realizar a proxima avaliagdo de viabilidade do polen criopreservado,
potencialmente ap6s um periodo de dez anos em nitrogénio liquido (NL), para avaliar os
efeitos da preservacdo a longo prazo e a estabilidade da viabilidade do pélen em condigdes
de temperatura ultrabaixa. Isso fornecerd informagdes valiosas sobre a eficicia da
criopreservacao prolongada para futuras pesquisas e esfor¢os de conservacao.

Estudos recentes indicam que a criopreservacao pode manter a viabilidade do pdlen
por periodos prolongados, permitindo a reintrodu¢do de variedades perdidas e a
diversificacdo genética das culturas (Souza et al., 2015; Silva et al., 2017; Ferreira et al.,
2024). Além disso, o uso de criobancos tem facilitado a pesquisa sobre resisténcia a doengas
e adaptacao as mudangas climaticas, contribuindo para o desenvolvimento de cultivares mais
robustas e resilientes (Aribi et al., 2024; Nagel et al., 2024). Portanto, os avangos continuos
nessa area oferecem uma perspectiva promissora para a sustentabilidade agricola e a
protecao da biodiversidade global.

O manejo do criobanco segue critérios rigorosos e protocolos padronizados para
coleta de amostras, testes de viabilidade in vitro e avalia¢des de fertilidade em condigdes de
campo. Um dos critérios exige a deposicdo de amostras adicionais para permitir o
monitoramento anual da viabilidade a longo prazo. O projeto do criobanco incorpora essas
avaliagoes, coletando e armazenando sistematicamente os resultados em um banco de dados
dedicado. Ag¢des futuras para aprimorar os padroes de qualidade incluem a adogao de rétulos
criogénicos com codigos de barras e recursos de leitura digital, além da implementacao de
um sistema de backup seguro.

Os graos de poélen criopreservados desempenham um papel crucial no combate a
assincronia da floragdo, que limita os esforcos de reproducao dessas espécies. Além disso, o
cruzamento controlado com esse polen favorece a producdo de sementes, facilitando a

reintrodugdo da variabilidade genética no ambiente natural.
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CONCLUSAO

A criopreservagao combinada com a desidratagdo prévia de anteras com graos de
polen por trés horas em silica gel ativada para atingir o teor de 4gua de aproximadamente
30% ¢ uma técnica segura e eficaz para a conservagdo de graos de polen de oito espécies de
Lymania por um periodo de 365 dias. A conservagdo de grdos de polen em freezer (-5 °C)
ndo foi eficaz. Os resultados obtidos neste estudo podem contribuir significativamente para
programas de melhoramento genético e conservagao, bem como para superar a assincronia
de floracao de espécies de Lymania. A criagao do criobanco € crucial para a preservagao de
parte da variabilidade genética das espécies de Lymania, especialmente aquelas em risco de

extingao.
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Sistemas reprodutivos de espécies de Tillandsia L. (Bromeliaceae) ocorrentes no

Estado da Bahia, Brasil

RESUMO: As espécies do género Tillandsia (Bromeliaceae) constituem um dos grupos
mais representativos das bromélias da Bahia, ocorrendo na Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e ecotonos associados. A elevada diversidade no estado, aliada ao hébito epifitico
ou rupicola, reforca a necessidade de compreender seus sistemas reprodutivos,
determinantes para a manutengdo populacional, fluxo génico e resposta a pressoes
ambientais. Este estudo teve como objetivo identificar os sistemas reprodutivos de 14
espécies de Tillandsia da Bahia, avaliar possiveis barreiras pré- e pos-zigoticas e quantificar
frutificacdo e germinacdo provenientes de cruzamentos controlados. Foram conduzidos
experimentos de polinizag¢ao natural, autopolinizacao espontanea, autopolinizacgao artificial,
polinizagdo cruzada e agamospermia, além da analise do crescimento do tubo polinico por
microscopia de fluorescéncia apds coloragao com azul de anilina. As sementes resultantes
foram germinadas in vitro em meio MS/2 por 45 dias, com célculo de percentual de
germinagdo (G%), indice de velocidade de germinacao (IVG) e tempo médio de germinagdo
(TMG). As 14 espécies apresentaram predominancia de alogamia, com alta frutificacdo sob
polinizacdo cruzada. Dez espécies (7. bulbosa, T. candida, T. geminiflora, T. heubergeri, T.
juncea, T. pohliana, T. polystachia, T. streptocarpa, T. stricta ¢ T. tenuifolia) foram
autocompativeis, caracterizando sistemas mistos; entre elas, 7. polystachia, T. pohliana, T.
heubergeri, T. juncea, T. bulbosa, T. streptocarpa, T. stricta ¢ T. geminiflora também
exibiram autopolinizag¢do espontanea. Em contraste, 7. candida, T. chapeuensis, T. gardneri,
T. iassuensis, T. milagrensis ¢ T. tenuifolia ndo produziram frutos por autopolinizacao
espontanea, indicando barreiras a autofecundagdo natural. Tillandsia chapeuensis, T.
gardneri, T. iassuensis € T. milagrensis sao predominantemente aldgamas, apresentando
barreiras pré-zigdticas compativeis com autoincompatibilidade gametofitica. Nao foi
registrada agamospermia. A polinizagdo cruzada mostrou-se altamente eficiente, com taxas
de frutificacdo superiores a 80% em todas as espécies e maior numero de sementes por fruto,
alcancando 359,4 em T. polystachia. O crescimento do tubo polinico ocorreu de forma
continua nas espécies autocompativeis, enquanto nas autoincompativeis houve interrupgao
no estilete ou bloqueio na superficie do estigma. A germinacdo das sementes foi elevada,
independentemente do sistema reprodutivo (=77%), com IVG variando de 0,487 em T.
heubergeri a 0,876 em T. candida. O TMG oscilou entre 16 e 23 dias, sendo mais rapida e
sincronizada em 7. pohliana e T. candida, e mais lenta em 7. chapeuensis e T. milagrensis.
As plantulas apresentaram alto vigor, indicando auséncia de barreiras pos-zigoticas. Os
resultados evidenciam ampla flexibilidade reprodutiva no género Tillandsia, fornecendo
subsidios importantes para estratégias de conservacdo, especialmente para espécies
endémicas e ameagadas na Bahia.

Palavras-chave: Tillandsioideae, Bromélia, Estratégias reprodutivas; Conservagao,
Endemismo.
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Reproductive systems of 7illandsia L. (Bromeliaceae) species occurring in the State of

Bahia, Brazil

ABSTRACT: Species of the genus Tillandsia (Bromeliaceae) constitute one of the most
representative groups of bromeliads in Bahia, occurring in the Caatinga, Cerrado, Atlantic
Forest, and associated ecotones. The high diversity in the state, combined with the epiphytic
or rupicolous habit, highlights the need to understand their reproductive systems, which are
key determinants for population maintenance, gene flow, and responses to environmental
pressures. This study aimed to identify the reproductive systems of 14 Tillandsia species
from Babhia, evaluate possible pre- and post-zygotic barriers, and quantify fruit set and
germination resulting from controlled crosses. Experiments were conducted for natural
pollination, spontaneous self-pollination, artificial self-pollination, cross-pollination, and
agamospermy, in addition to analyzing pollen tube growth using fluorescence microscopy
after staining with aniline blue. The resulting seeds were germinated in vitro on half-strength
MS medium (MS/2) for 45 days, with calculation of germination percentage (G%),
germination speed index (IVG), and mean germination time (TMG). All 14 species exhibited
a predominance of allogamy, with high fruit set under cross-pollination. Ten species (7.
bulbosa, T. candida, T. geminiflora, T. heubergeri, T. juncea, T. pohliana, T. polystachia, T.
streptocarpa, T. stricta, and T. tenuifolia) were self-compatible, characterizing mixed
reproductive systems; among them, 7. polystachia, T. pohliana, T. heubergeri, T. juncea, T.
bulbosa, T. streptocarpa, T. stricta, and T. geminiflora also exhibited spontaneous self-
pollination. In contrast, 7. candida, T. chapeuensis, T. gardneri, T. iassuensis, T.
milagrensis, and T. tenuifolia did not produce fruits by spontaneous self-pollination,
indicating barriers to natural self-fertilization. 7. chapeuensis, T. gardneri, T. iassuensis, and
T. milagrensis are predominantly allogamous, presenting pre-zygotic barriers consistent
with gametophytic self-incompatibility. No agamospermy was recorded. Cross-pollination
was highly efficient, with fruit set rates above 80% in all species and higher seed numbers
per fruit, reaching 359.4 seeds in 7. polystachia. Pollen tube growth occurred continuously
in self-compatible species, whereas in self-incompatible species tube growth was interrupted
in the style or blocked at the stigma surface. Seed germination was high regardless of the
reproductive system (>77%), with IVG ranging from 0.487 in T. heubergeri to 0.876 in T.
candida. TMG ranged from 16 to 23 days, being faster and more synchronized in 7. pohliana
and T. candida, and slower in T. chapeuensis and T. milagrensis. Seedlings exhibited high
vigor, indicating the absence of post-zygotic barriers. These results demonstrate broad
reproductive flexibility in the genus Tillandsia, providing important information for
conservation strategies, particularly for endemic and threatened species in Bahia.

KEYWORDS: Tillandsioideae; Bromeliad; Reproductive strategies; Conservation;
Endemism
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INTRODUCAO

O género Tillandsia L. (subfamilia Tillandsioideae) representa o maior ¢ um dos mais
importantes da familia Bromeliaceae, reunindo mais de 748 espécies distribuidas em sete
subgéneros: Aerobia Mez, Anoplophytum (Beer) Baker, Diaphoranthema (Beer) Baker,
Phytarrhiza (Vis.) Baker, Pseudovriesea Barfuss e W.Till, Tillandsia e Viridantha (Espejo)
W.Till & Barfuss (Barfuss et al., 2016; Gouda et al., 2024). Com espécies amplamente
adaptadas a diferentes condigdes ambientais, Tillandsia apresenta elevado potencial
ornamental devido a variedade de formas e cores (Souza et al., 2020a; 2020b). No Brasil,
especialmente na Bahia, o género se destaca ndo apenas por sua beleza, mas por sua
diversidade e endemismo. Embora vinte e sete espécies sejam aceitas para a Bahia (Tardivo
et al., atualizagdo continua), sete novas espécies (muitas delas endémicas) foram descritas
recentemente (Leodegario et al., 2020; 2021; Souza et al., 2021), o que reflete a alta
diversidade do estado, que compreende arecas dos dominios fitogeograficos da Mata
Atlantica, Caatinga e Cerrado.

A crescente perda de habitat e os impactos das atividades humanas sobre os
ecossistemas reforcam a importancia de estudos sobre os mecanismos biologicos que
sustentam a sobrevivéncia e a perpetuacao das espécies. Entre esses mecanismos, os sistemas
reprodutivos desempenham papel central, pois estdo diretamente relacionados a producao de
sementes, a diversidade genética, a estrutura populacional e a estabilidade demografica das
espécies (Cascante-Marin; Nunez-Hidalgo, 2023). Assim, compreender a biologia
reprodutiva das plantas ¢ fundamental para a definicdo de estratégias eficazes de
conservagao, manejo € uso sustentavel, tanto in sifu quanto ex situ (Moritz, 1994).

Na familia Bromeliaceae, os estudos sobre sistemas reprodutivos e estratégias de
polinizacdo tém avancado nas ultimas décadas, revelando grande diversidade entre as
espécies (Vervaeke et al., 2001; Wendt et al., 2002; Matallana et al., 2010; Paggi et al., 2015;
Matallana et al., 2016; Souza et al.,, 2017; Cavalcante et al., 2020; Mota et al., 2023;
Nascimento et al., 2025; Silva et al., 2025). As espécies podem se reproduzir tanto de forma
assexuada, por estoldes, rizomas ou agamospermia, quanto por meio da reprodugao sexuada,
que envolve autofecundacdo (autogamia), fecundacdo cruzada (alogamia) ou sistemas
mistos, dependendo das condi¢des ambientais (Souza et al., 2017; Fagundes et al., 2024).
Essa variedade de estratégias permite que as Bromeliaceae colonizem ambientes

extremamente distintos, desde os mais aridos até os mais Umidos (Benzing, 2000),
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contribuindo para seu sucesso ecologico e ampla distribuicdo, especialmente em regides
tropicais.

Apesar dos avangos recentes, muitos grupos neotropicais ainda carecem de
informacdes detalhadas sobre seus sistemas de reprodugdo (Cascante-Marin; Nufez-
Hidalgo, 2023). Acredita-se que a alogamia seja o sistema reprodutivo basal na familia,
conforme registros em diversos géneros (Givnish et al., 2007). Um dos mecanismos mais
comuns que favorecem a alogamia ¢ a autoincompatibilidade, na qual flores hermafroditas
sao incapazes de se autofertilizar devido a ativacao de barreiras que impedem a germinagao
dos graos de pdlen ou o crescimento do tubo polinico (Souza et al., 2017; Cascante-Marin;
Nunez-Hidalgo, 2023). Essa caracteristica, considerada ancestral nas angiospermas,
favorece a variabilidade genética ao promover cruzamentos entre individuos distintos
(Cavalcante et al., 2020).

As barreiras reprodutivas podem ser classificadas como pré-zigdticas ou pods-
zigdticas, e constituem fator determinante para o sucesso reprodutivo das espécies (Souza
et al., 2017). Entre as barreiras pré-zigéticas destacam-se a autoincompatibilidade e a
auséncia de vetores polinizadores eficientes, enquanto as pds-zigéticas incluem falhas no
desenvolvimento do embrido ou inviabilidade das sementes (Sobel; Chen, 2014). Esses
obstaculos podem ser agravados por disturbios ambientais, fragmentacao de habitat ou
introdu¢do de espécies exoticas, afetando negativamente a dinamica reprodutiva e a
viabilidade de populagdes naturais (Miller-Rushing et al., 2019). O conhecimento detalhado
desses processos €, portanto, essencial para a formulagdo de estratégias de conservacao e
restauragdo ecoldgica.

Na Bahia, a distribuicdo de Tillandsia em diferentes biomas evidencia a ampla
plasticidade ecologica do género (Leodegario et al., 2021). Segundo Pontes e Agra (2006),
Tillandsia esta entre os géneros de Bromeliaceae mais bem representados na Caatinga;
contudo, ainda existem poucas pesquisas voltadas a caracterizacdo de sua diversidade nesse
ecossistema. Considerando que parte expressiva dessas espécies ¢ endémica e
potencialmente vulneravel a degradagdo ambiental, torna-se urgente ampliar os estudos que
aprofundem o conhecimento sobre suas estratégias reprodutivas. Uma atencao especial deve
ser direcionada aos mecanismos de autoincompatibilidade, pois estes podem influenciar
diretamente o fluxo génico e, consequentemente, a capacidade adaptativa das populagdes.

Os estudos sobre os sistemas reprodutivos de Tillandsia oferecem subsidios

fundamentais para o manejo de espécies que requerem atencao especial (endémicas, raras
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ou inseridas em categorias de ameaca), fortalecendo diretamente as ac¢des e estratégias de
conservagdo. A aplicacdo desses dados pode auxiliar tanto na conservagao in situ, com a
criacdo ou ampliagdo de unidades de conservagdo, quanto em agdes ex situ, como bancos de
germoplasma ou reintroducao de espécies ameagadas em seus habitats naturais (Ferreira et
al., 2024; Andrade et al., 2025).

Dessa forma, compreender os sistemas reprodutivos das Bromeliaceae, em especial
do género Tillandsia, amplia o conhecimento cientifico sobre a biologia desse grupo tao
importante da flora brasileira e fornece bases para agdes praticas de conservagao e producao
de mudas de forma sustentavel. Em um cenario de mudangas ambientais aceleradas, esses
estudos tornam-se indispensaveis para garantir a continuidade e a resiliéncia das populagdes
vegetais nativas. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi identificar os sistemas
reprodutivos de 14 espécies do género Tillandsia L.; avaliar as possiveis barreiras
reprodutivas dessas espécies e avaliar a produgdo de frutos e germinagdo de sementes apds

cruzamentos controlados dessas espécies que ocorrem no Estado da Bahia, Brasil.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Foram estudadas 14 espécies do género Tillandsia com ocorréncia no Estado da
Bahia (Tabela 1, Figura 1). Todas as espécies foram coletadas em populagdes naturais e
incorporadas ao Herbario do Reconcavo da Bahia (HURB) e ao Banco de Germoplasma de
Bromélias (BGB Bromélia), vinculados ao Programa de Pos-graduacdo em Recursos
Genéticos Vegetais da Embrapa Mandioca e Fruticultura e Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB), no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. As coletas
foram realizadas sob  autorizagdo do Sistema de Autorizagdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO n° 69870-1), e as atividades estdo registradas no Sistema Nacional
de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN n°

A9E9FSD).
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Tabela 1. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil, incluindo subgénero,
municipio de coleta e voucher do Herbario HURB.

Espécie Subgénero Municipio Ende}:grr:smo HURB
T. bulbosa Hook.f. Tillandsia [lhéus Nao 25395
T. candida Leme. Anoplophytum  Morro do Chapéu Bahia 23997
T. chapeuensis Rauh. Anoplophytum  Morro do Chapéu Brasil 23983
T. gardneri Lindl. Anoplophytum  1lhéus Nao 25393
T. geminiflora Brongn. Anoplophytum  Brejdes Nao 22222
T. heubergeri Ehlers. Anoplophytum  Brejoes Bahia 17892
T. iassuensis L.Hrom. & Anoplophytum  lagu Bahia 17887
H.Hrom.
T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. Tillandsia Santa Terezinha Nao 22220
T. milagrensis Leme. Anoplophytum  Milagres Bahia 17887
T. pohliana Mez Anoplophytum  Morro do Chapéu Nao 23978
T. polystachia (L.) L. Tillandsia Milagres Nao 22131
T. streptocarpa Baker. Phyrarrhiza Milagres Nao 18591
T. stricta Sol. Anoplophytum  1lhéus Nao 25384
T. tenuifolia L. Anoplophytum  Milagres Nao 15626




Figura 1. Espécies de Tillandsia ocorrentes na Bahia, Brasil. a) Tillandsia bulbosa Hook.{.
b) Tillandsia candida Leme. c) Tillandsia chapeuensis Rauh. d) Tillandsia gardneri LindlL
e) Tillandsia geminiflora Brongn. f) Tillandsia heubergeri Ehlers. g) Tillandsia iassuensis
L.Hrom. & H.Hrom. h) Tillandsia juncea (Ruiz & Pav.) Poir. 1) Tillandsia milagrensis
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Leme. j) Tillandsia pohliana Mez. k) Tillandsia polystachia (L.) L. 1) Tillandsia
streptocarpa Baker. m) Tillandsia stricta Sol. n) Tillandsia tenuifolia L.

Sistemas reprodutivos

Para a avaliacao dos sistemas reprodutivos, foram realizados os seguintes tipos de
polinizacdes intraespecificas controladas: a) Polinizagdo natural (flores mantidas no campo,
sem qualquer manipulagdo); b) Autopolinizacdo espontanea (flores protegidas sem
emasculagdo); c) Autopolinizagdo artificial (flores polinizadas manualmente com graos de
polen da mesma flor); d) polinizagdo cruzada (flores emasculadas e posteriormente
polinizadas com graos de pdlen provenientes de outra planta da mesma espécie); e)
Agamospermia (flores emasculadas sem a deposi¢ao de graos de polen no estigma).

As polinizagdes controladas foram realizadas sempre nas primeiras horas da antese
(entre 6 e 8h). Para cada tratamento, utilizou-se um nimero distinto de flores, com nimero
de repeti¢des variando entre 12 ¢ 30, de acordo com disponibilidade floral. Todas as flores
foram devidamente etiquetadas com as informacdes correspondentes a cada tratamento.

As polinizagdes naturais foram realizadas nos proprios ambientes de coleta. As
demais polinizagdes foram realizadas em ambiente controlado no BGB-Bromélia. As plantas
foram monitoradas semanalmente até a formagdo de frutos e sementes. Os frutos foram
coletados antes da deiscéncia, a fim de determinar o nimero de sementes € evitar sua
dispersao.

Os sistemas reprodutivos foram avaliados com base nos dois indices:

Indice de Autogamia (IA) = frutificagdo por autopolinizagdo artificial/ frutificacio
por polinizacdo natural. Valores de IA superiores a 0,30 indicam capacidade de
autofecundagdo (Ramirez; Brito, 1990).

Indice de Autoincompatibilidade (IAI) = frutificagdo por autopolinizacio artificial/
frutificacao por xenogamia. Valores de IAl inferiores a 0,30 indicam autoincompatibilidade,
enquanto valores superiores a 0,30 caracterizam plantas como autocompativeis ou
parcialmente autocompativeis (AC) (Ramirez; Brito, 1990; Aguilar-Rodriguez et al. 2019).

A eficiéncia reprodutiva (EF) foi determinada com base na razao entre a porcentagem
de frutos formados com sementes provenientes da polinizagdo natural e a porcentagem de
frutos com sementes obtidos por polinizagdo cruzada, conforme proposto por Zapata e
Arroyo (1978). Um valor de EF proximo de 1 indica alta eficiéncia reprodutiva, enquanto

valores proximos de 0 indicam baixa eficiéncia.
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Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo

Cinco pistilos de plantas submetidas a cada tratamento (autopolinizagdo natural,
autopolinizacdo artificial, xenogamia e agamospermia) foram coletados 24 horas apds a
realizacdo das polinizagdes. Os pistilos foram fixados em solug¢do Carnoy [3 partes de etanol
(95%): 1 parte de acido acético glacial] por 48 horas e, em seguida, clarificados em solugdo
de sulfito de so6dio a 10%, previamente autoclavada por 20 minutos a 120 °C, com o objetivo
de amolecer e tornar os tecidos mais transparentes.

A coloracao foi realizada por meio da imersdo, durante 24 horas, em solugdo de azul
de anilina a 0,01% preparada em tampao de fosfato tribasico. A germinagao dos graos de
poélen no estigma e o desenvolvimento dos tubos polinicos ao longo do pistilo foram
avaliados por microscopia de fluorescéncia, utilizando filtro ultravioleta, conforme
metodologia descrita por Souza et al. (2017).

As laminas foram analisadas em Microscopio Axioskop2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha)
equipado com camera digital (Olympus DP175, Tokyo, Japao) e filtro ultravioleta para
deteccao de fluorescéncia e visualizacao da calose.

Foram avaliadas quatro variaveis relacionadas a germinacdo de grdos de polen e ao
crescimento de tubos polinicos no pistilo: i) graos de polen aderidos a superficie do estigma
(GPSE); ii) graos de pdlen germinados na superficie do estigma (GPGE); iii) crescimento
do tubo polinico no pistilo (CTPP); e iv) 6vulos com tubo polinico penetrado na micropila
(OTPM) (Souza et al., 2017).

Os graos de polen aderidos a superficie do estigma (GPSE) e os graos de pdlen
germinados na superficie do estigma (GPGE) foram avaliados de acordo com a seguinte
escala: 0) ausente; 1) de 1 a 25 graos de polen; 2) de 25 a 50 graos de pdlen; 3) mais de 50
graos de pdlen (Souza et al., 2017).

Os 6vulos fertilizados (OVFE) foram avaliados de acordo com a escala: 0) ausente;
1)de 1 a5 6vulos; 2) de 5 a 10 6vulos; 3) mais de 10 6vulos (Souza et al., 2017).

O crescimento do tubo polinico no pistilo (CTPP) foi avaliado conforme adaptacao
de Souza et al., (2017) com a seguinte escala: 0) graos de pdlen ndo germinados na superficie
do estigma; 1) graos de pdlen germinados na superficie do estigma; 2) tubos polinicos
paralisados no primeiro ter¢o do estilete; 3) tubos polinicos paralisados no segundo ter¢o do
estilete; 4) tubos polinicos paralisados no terceiro terco do estilete; 5) tubos polinicos na
regido do ovario; 6) tubo polinico proximo ao évulo; 7) tubo polinico penetrando na

micropila.
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Germinacdo das sementes

A avaliacdo da germinagao das sementes provenientes dos ensaios de polinizagdes
controladas foi realizada in vitro. Para isso, foram utilizadas quatro repeticdoes de 14
sementes por tratamento, distribuidas em placas de Petri contendo meio MS (Murashige;
Skoog, 1962) com metade da concentracdo de sais, suplementado com 3% de sacarose e
0,7% de agar, ajustado para pH 5,8.

As sementes foram desinfestadas em etanol 70% por 5 minutos, seguidas de imersao
em solucdo de cloro ativo a 1% por 30 minutos, sendo posteriormente enxaguadas trés vezes
com agua destilada estéril.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento por 45 dias, sob temperatura
controlada de 27 + 1 °C, densidade de fluxo de fotons de 30 uE m ™2 s™! e fotoperiodo de 16
horas.

As avaliagdes foram realizadas ao longo de 30 dias, contabilizando-se as sementes
germinadas e ndo germinadas. A emergéncia do cotilédone foi adotada como critério de
germinagdo, conforme Souza et al. (2021).

A porcentagem de germinacdo (G%) foi calculada segundo Labouriau e Valadares
(1976), pela expressao: G(%) = (NV/4) x 100, em que N ¢ o numero de sementes germinadas
e 4 o total de sementes avaliadas.

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi determinado de acordo com Maguire
(1962), pela formula: IVG = X (G;/ Ni), onde G; é o nimero de sementes germinadas no
intervalo i e N; o numero de dias decorridos desde a semeadura até a germinacao.

O tempo médio de germinagdo (TMGQG) foi calculado conforme Labouriau (1983),
pela equacdo: TMG =X(n;/ t;) / £Gi, em que n; € 0o numero de sementes germinadas no tempo
t; (em dias).

O numero de sementes e plantulas contaminadas por fungos ou bactérias foi
registrado em cada avaliacdo. A porcentagem de contaminagdo foi calculada segundo
Grattapaglia e Machado (1998), utilizando-se a expressdo: Contaminagao (%) = (numero de
sementes ou plantulas contaminadas/ numero total de sementes) x 100.

Os dados de porcentagem de germinagao, IVG e TMG foram submetidos a analise
de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). As porcentagens
foram previamente transformadas pela funcdo arco-seno da raiz quadrada (\/X/ 100) antes da

analise estatistica. Todas as analises foram realizadas no software R (R Core Team, 2024).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Sistemas reprodutivos
As polinizagdes conduzidas nas 14 espécies de Tillandsia revelaram ampla variagdo

na frutificagdo, no nimero médio de sementes por fruto e nos indices de autogamia e
autoincompatibilidade reprodutiva (Tabela 2). De modo geral, observou-se alta formagao de
frutos nos tratamentos de polinizag¢@o natural e cruzada, indicando auséncia de barreiras pré-
e pos-zigbticas que impecam o sucesso reprodutivo nesses dois sistemas. A polinizagdo
natural resultou em percentuais de frutificagdo que variaram de 57% em 7. chapeuensis e T.
iassuensis até 89% em T. stricta. Embora o nimero médio de sementes por fruto tenha sido
inferior ao observado na polinizagdo cruzada, manteve-se elevado, indicando a eficiéncia
dos polinizadores locais na manutencao da reprodugdo dessas espécies. Além de garantir a
formagdo de sementes viaveis, a polinizagao natural contribui para a colonizagdao de novos
micro-habitats e para o fluxo génico entre populacdes distintas, fortalecendo a capacidade
adaptativa das espécies (Barrett, 2019; Baquero; Amorim, 2021; Nufiez-Hidalgo; Cascante-
Marin, 2024).

Os resultados sugerem a presenga de polinizadores efetivos nas areas de ocorréncia
das espécies analisadas, uma vez que a eficiéncia reprodutiva variou de 0,59 em T.
chapeuensis a 0,91 em T. bulbosa. Estudos prévios relatam a interagdo de abelhas, como
Bombus atratus e B. morio, com T. stricta e T. tenuifolia, atuando como polinizadores
eficientes ao transportarem graos de polen entre flores de diferentes individuos (Morgado;
Rocha, 2016; Ramirez; Morillo et al., 2021). Além das abelhas, aves como beija-flores
desempenham papel essencial na polinizagdao de Bromeliaceae (Sdyago et al., 2018). Mosti
et al. (2013), ao analisarem os nectarios de 7. juncea, observaram estruturas celulares
especializadas na secre¢do de néctar enriquecido em proteinas e lipidios, adaptadas para
atrair polinizadores ornitofilos, evidenciando coevolugdo entre flores e visitantes.

Estudos recentes tém demonstrado que a composicdo da comunidade de
polinizadores pode variar significativamente em resposta ao grau de fragmentacao do habitat
(Ferrer et al.,, 2024). Em ambientes mais degradados, observa-se a substituicdo de
polinizadores especialistas por generalistas, o que pode comprometer a eficiéncia na
transferéncia de graos de polen, reduzindo a probabilidade de cruzamentos entre individuos
geneticamente distintos e, consequentemente, afetando a variabilidade genética (Ferrer et

al., 2024).
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Ainda assim, a manuteng¢do de sistemas reprodutivos mistos, combinando alogamia
e autopolinizacdo, tem se mostrado um mecanismo compensatorio eficiente em cenarios de
escassez de polinizadores, garantindo a formagao de frutos e a persisténcia das populagdes
mesmo sob condi¢gdes ambientais adversas (Nufiez-Hidalgo; Cascante-Marin, 2024).

A diversidade de estratégias de polinizagdo em Bromeliaceae, incluindo melitofilia,
ornitofilia, quiropterofilia e entomofilia generalista, esta associada a transi¢des ecoldgicas e
morfologicas que favorecem a radiagdo adaptativa do grupo nos neotrépicos (Kessler et al.,
2020; Esposito-Polesi et al., 2023). Em Tillandsia stricta, Missagia et al. (2023) compararam
a eficiéncia de beija-flores e borboletas, demonstrando que, embora ambos atuem como
visitantes florais, os beija-flores apresentaram maior frequéncia e eficiéncia de polinizacio,
resultando em maior produ¢ao de sementes por fruto.

Na familia Bromeliaceae, coexistem estratégias reprodutivas sexuadas (alogamia,
autogamia, cleistogamia) e assexuadas (brotos laterais, estoldes, apomixia), que em conjunto
conferem resiliéncia ecoldgica e capacidade de colonizagdo (Benzing, 2000; Cavalcante et
al., 2020; Mota et al., 2023). A reproducdo sexuada € crucial para a diversidade genética e a
evolugdo adaptativa, enquanto a assexuada permite rapida expansao local e manutencao de
populacdes mesmo sob escassez de polinizadores. Essa coexisténcia de estratégias reflete a
flexibilidade reprodutiva que possivelmente contribui para o sucesso evolutivo da familia
(Silva et al., 2025; Souza et al., 2025).

Todas as espécies avaliadas apresentaram capacidade de reprodugdo alégama
(polinizagdo cruzada), embora varias também tenham demonstrado potencial para
autopolinizacdo, configurando sistemas reprodutivos mistos. Em Tillandsia bulbosa, T.
candida, T. geminiflora, T. heubergeri, T. juncea, T. pohliana, T. polystachia, T.
streptocarpa, T. stricta e T. tenuifolia, houve formagdo de frutos e sementes tanto apos
polinizagdo cruzada quanto apds autopolinizacdo artificial, evidenciando a coexisténcia de
alogamia e autogamia. Esse padrdo misto ¢ amplamente relatado em Bromeliaceae e ¢
interpretado como uma estratégia adaptativa que aumenta as chances de reprodugdo em
ambientes instaveis ou sob limitagdo de polinizadores (Cascante-Marin; Nunez-Hidalgo,
2023; Mota et al., 2023; Nascimento et al., 2025).

Cascante-Marin e Nufiez-Hidalgo (2023) revisaram os sistemas reprodutivos da
familia e destacaram a elevada frequéncia de sistemas mistos em Tillandsioideae,
observando que espécies com polinizagdo especializada muitas vezes mantém algum grau

de autopolinizagdo como mecanismo de garantia reprodutiva. Em estudo com espécies de



72

Tillandsia do Chaco brasileiro, Gomes et al. (2020) apontaram que a manuten¢ao de sistemas
mistos pode estar associada a ampla distribuicdo do género, permitindo que populagdes
colonizem diferentes micro-habitats e persistam mesmo sob escassez de polinizadores. Além
disso, estudos recentes indicam que a expressdo de sistemas mistos pode variar
intraespecificamente, influenciada por fatores ecoldgicos e populacionais como densidade
de individuos, distancia entre flores e composi¢ao da assembleia de polinizadores (Ramirez
et al., 2022; Ferreira et al., 2024).

Nos resultados, mesmo que a autopolinizagdo artificial tenha produzido frutos e
sementes em 7. bulbosa, T. candida, T. geminiflora, T. heubergeri, T. juncea, T. pohliana,
T. polystachia, T. streptocarpa, T. stricta ¢ T. tenuifolia, a frutificacdo e a produgdo de
sementes foram consistentemente superiores em polinizacdo cruzada. Um exemplo ¢ 7.
polystachia, que apresentou 62% de frutificacdo sob autopolinizagdo artificial, contra 83%
em xenogamia (Tabela 2), reforcando a preferéncia por alogamia nessas espécies.

Para vérias espécies, o tratamento de autopolinizagdo espontinea ndo resultou em
frutificacdo (7. candida, T. chapeuensis, T. gardneri, T. iassuensis, T. milagrensis e T.
tenuifolia), sugerindo a presenca de barreiras a autogamia espontanea. Outras espécies,
entretanto, apresentaram valores moderados de frutificacdo espontanea: 7. polystachia
(55%), T. pohliana (60%), T. heubergeri (62%), T. juncea (65%), T. bulbosa e T.
streptocarpa (66%), T. stricta (67%) e T. geminiflora (68%).

A poliniza¢do cruzada (xenogamia) configurou-se como mecanismo reprodutivo-
chave para a maioria das espécies, resultando no maior numero de sementes por fruto em
comparagao aos demais tratamentos. Em algumas espécies, a frutificacdo sob xenogamia
atingiu valores de até 100% (7. geminiflora) ou superiores a 90% (7. bulbosa, T.
chapeuensis, T. juncea, T. gardneri, T. milagrensis, T. stricta e T. tenuifolia). Esses
resultados corroboram estudos que apontam a xenogamia como essencial para o fluxo génico
e para a manutencao da variabilidade genética, fatores fundamentais para a adaptacdo e
resiliéncia populacional (Vosgueritchian; Buzato, 2006; Barrett, 2019; Cavalcante et al.,
2020).

Nos resultados obtidos, a producdo média de sementes por fruto variou de 92,75 +
8,77 em T. iassuensis a 359,4 = 12,35 em T. polystachia, reforcando a importancia da
polinizagdo cruzada para a eficiéncia reprodutiva dessas espécies.

Nenhuma das espécies de Tillandsia estudadas apresentou agamospermia (apomixia)

(Tabela 2), consistente com o fato de que a apomixia ocorre em apenas cerca de 15% das
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angiospermas (Dall’Agnol; Schifino-Wittmann, 2005). Embora relativamente rara em
Bromeliaceae, ja foi registrada em espécies de Aechmea, como A. bromeliifolia e A.
distichantha (Souza et al., 2017) e mais recentemente em populagdes de A. blanchetiana,
sugerindo que sua ocorréncia pode estar subestimada na familia (Silva et al., 2025). De
acordo com Cascante-Marin; Nufiez-Hidalgo (2023), a apomixia completa ¢ mais comum

em Pitcairnioideae, evidenciando a elevada plasticidade reprodutiva dessa subfamilia.



74

Tabela 2. Porcentagem de frutos com sementes e nimero de sementes produzidas em diferentes sistemas reprodutivos de 14 espécies do género

Tillandsia L. (Bromeliaceae) ocorrentes no estado da Bahia, Brasil.

Frutos com sementes*

Espécies Polinizacdo natural Autop ohr}lzagao Autopolinizacdo artificial Xenogamia Agamospermia
espontinea

T. bulbosa (13/15) 86 (10/15) 66 (12/16) 75 (16/17) 94 0/13)0

T. candida (18/25) 72 (0/25) 0 (17/25) 68 (20/25) 80 (0/18) 0

T. chapeuensis (16/28) 57 (0/28) 0 (0/28) 0 (27/28) 96 (0/15)0

T. gardneri. (17/28) 60 (0/30) 0 (0/28) 0 (29/30) 96 (0/26) 0

T. geminiflora (24/28) 86 (19/28) 68 (24/28) 85 (28/28)100 (0/18) 0

T. heubergeri (20/25) 80 (10/16) 62 (19/25) 76 (22/25) 88 (0/16) 0

T. iassuensis (8/14) 57 (0/12) 0 (0/16) 0 (16/18) 88 (0/10)0

T. juncea (15/20) 75 (13/20) 65 (14/19) 73 (23/25) 92 (0/14)0

T. milagrensis (15/20) 75 (0/20)0 (020)0 (18/20) 90 (0/14)0

T. pohliana (14/19) 73 (9/15) 60 (13/19) 68 (16/18) 88 0/12) 0

T. polystachia (14/22) 63 (10/18) 55 (10/16) 62 (10/12) 83 (0/10) 0

T. streptocarpa (10/14) 71 (10/15) 66 (7/10) 70 (12/15) 80 (0/10) 0

T. stricta (925/28) 89 (19/28) 67 (20/28) 71 (26/28) 92 0/17)0

T. tenuifolia (14/20) 70 (0/20) 0 (4/10) 40 (18/20) 90 (0/20) 0

Sementes produzidas**

T. bulbosa 209,8+17,5 (200/247) 197+11,91 (180/223) 201+2,64 (200/210) 241,2+8,28 (231/255) 0

T. candida 95,2+11,96 (89/125) 0 91,26+3,26 (88/125) 98,34+16,97 (90/154) 0

T. chapeuensis 106,25+17,09 (100/167) 0 0 119,14+27,57 (100/177) 0

T. gardneri. 105,41+13,20 (100/145) 0 0 113,65+21,70 (100/170) 0

T. geminiflora 118,3349,30 (110/145) 112,63+4,68 (110/119) 115,25+4,01 (110/128) 131,32+21,27 (110/175) 0

T. heubergeri 162,55+4,44 (156/178) 160,93+4,47 (150/164) 161,71+8,48 (156/172) 168,36+12,39 (156/198) 0

T. iassuensis 89,12+6,01 (80/98) 0 0 92,75+8,77 (80/113) 0

T. juncea 312,45+14,26 (300/320) 303,55+2,60 (300/306) 30246,16 (300/327) 315,5+23,86 (300/360) 0

T. milagrensis 123,45+7,19 (120/145) 0 0 131,65+9,34(120/146) 0

T. pohliana 213,16+19,08 (200/244) 204,01+11,27 (200/236) 204,22+10,10 (200/238) 221,5+24,57 (200/260) 0

T. polystachia 354,12+7,05 (350/370) 348,09+6,23 (350/347) 349, 57+4,78 (350/358) 359,4+12,35 (350/377) 0

T. streptocarpa 179,42+5,82 (180/189) 171,6+4,99 (162/180) 173,8+8,35 (160/182) 181,25+5,64 (178/199)

T. stricta 204,92+7,70 (200/220) 199,25+3,86 (188/207) 200,80+5,32 (190/219) 213,69+20,10 (200/248) 0

T. tenuifolia 154,924+4,84 (150/160) 0 152+42,82 (150/156) 159,3+4,01 (150/170) 0

Espécies

Indice
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1A T1AI Sistema Reprodutivo EF
T. bulbosa 0,87 0,79 AC 0,91
T. candida 0,94 0,85 AC 0,90
T. chapeuensis 0,00 0,00 Al 0,59
T. gardneri 0,00 0,00 Al 0,62
T. geminiflora 0,98 0,85 AC 0,86
T. heubergeri 0,95 0,86 AC 0,90
T. iassuensis 0,00 0,00 Al 0,64
T. juncea 0,97 0,79 AC 0,81
T. milagrensis 0,00 0,00 Al 0,83
T. pohliana 0,93 0,77 AC 0,82
T. polystachia 0,98 0,74 AC 0,75
T. streptocarpa 0,98; 0,87 AC 0,88
T. stricta 0,78 0,77 AC 0,86
T. tenuifolia 0,57 0,44 AC 0,77

*(Numero de frutos colhidos com sementes/niimero de polinizacdes realizadas) Porcentagem de sementes formadas por fruto)

**Valor médio de sementes por fruto & desvio padrao.
Al= Indice de autogamia (Autopolinizagdo artificial/Polinizagdo natural); IAI= Indice de autoincompatibilidade (Autopoliniza¢o
artificial/poliniza¢do cruzada). EF= Eficiéncia reprodutiva (porcentagem de frutos formados a partir de polinizacdo natural/porcentagem de
frutos formados a partir de polinizagdo cruzada). IAl= auto- incompativel (IAI inferior a 0,30). AC= autocompativel ou parcialmente

autocompativel (IAI superior a 0,30).



76

Desenvolvimento do tubo polinico no pistilo
A anélise do desenvolvimento dos tubos polinicos no pistilo demonstrou diferentes

padrdes, incluindo mecanismos caracteristicos de autoincompatibilidade que atuam como
barreiras pré-zigoticas em espécies de Tillandsia (Figura 1). A microscopia de fluorescéncia
evidenciou que, em 7. bulbosa (Figura 2a), T. geminiflora, T. heubergeri (Figura 2c), T.
juncea (Figura 2k), T. pohliana (Figura 2m), T. polystachia, T. streptocarpa (Figura 2i) e T.
stricta (Figura 21), a autopolinizagdo espontanea e artificial resultou em abundante deposicao
de graos de polen sobre o estigma, com germinacao e crescimento dos tubos polinicos até a
micropila, culminando na fertilizacdo de diversos Ovulos (Tabela 3). Esses resultados
evidenciam a autocompatibilidade nas espécies analisadas, com elevada eficiéncia de
fertilizagdo mesmo na auséncia de polinizadores. Esse padrdo ja havia sido descrito por
Aguilar-Rodriguez et al. (2019) e Gomes et al. (2022), que destacam a plasticidade
reprodutiva do género e ressaltam que a autocompatibilidade pode representar uma
vantagem adaptativa em ambientes com baixa disponibilidade de polinizadores.

Por outro lado, em 7. candida (Figura 2j) e T. tenuifolia (Figura 2g), ndo foi
detectada deposicdo de graos de pdlen sobre o estigma durante a autopolinizagdo espontanea,
mas a autopolinizacdo artificial resultou em elevada taxa de germinacdo polinica e
fecundacao, produzindo frutos e sementes vidveis com sucesso reprodutivo préximo a 100%
(Tabela 3). Esses resultados classificam ambas como autocompativeis, embora dependentes
da manipulagdo ou da acdo de polinizadores para a deposi¢ao dos graos de polen (IAI= 0,85
e 0,44, respectivamente).

Esse padrdo pode ser explicado pela presenca de heterostilia, uma forma de
hercogamia que impede o contato direto entre estigma e anteras em flores com estilete longo
e estames curtos, como descrito por Barrett (1992, 2019). A heterostilia refor¢a a
necessidade da intervencao de polinizadores para efetivar a transferéncia dos graos de polen,
funcionando como barreira mecénica e, ao mesmo tempo, como filtro evolutivo que ajusta a
deposicao dos graos de pdlen ao comportamento do visitante floral (Webb; Lloyd, 1986;
Opedal, 2018; Ferrero et al., 2021). Assim, 7. candida e T. tenuifolia podem ser classificadas
como xendgamas facultativas, compativeis com a autopolinizagdo, mas dependentes de
agentes externos para garantir o sucesso reprodutivo (Cruden, 1977).

Resultados semelhantes foram observados em 7. chapeuensis, T. gardneri, T.
iassuensis ¢ T. milagrensis. Nelas, a autopolinizagao espontanea nao resultou em deposicao

de graos de pdlen, enquanto a autopolinizagdo artificial revelou diferentes barreiras pré-
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zigdticas: auséncia de germinacdo em 7. chapeuensis (Figura 2e) e T. iassuensis (Figura 2d),
paralisagao dos tubos polinicos no estilete em 7. gardneri (Figura 2h) e bloqueio ainda na
superficie estigmatica em 7. milagrensis (Figura 2f). Esses eventos confirmam a ocorréncia
de autoincompatibilidade gametofitica homomorfica, sistema ja descrito em Ananas
comosus ¢ em outras espécies de Bromeliaceae por Brewbaker e Gorrez (1967), Vervaeke
et al. (2001) e Souza et al. (2017).

A autoincompatibilidade representa um mecanismo essencial para evitar a depressao
endogamica, promover a alogamia ¢ manter a diversidade genética em populagdes naturais
(Barrett, 2003; Hiscock; Tabah, 2019). Nossos resultados reforcam a importancia desse
sistema como estratégia adaptativa em ambientes heterogéneros, atuando na regulagdo do
fluxo génico e na manutengdo do potencial evolutivo das populagdes. Estudos recentes t€ém
demonstrado que a autoincompatibilidade em angiospermas tropicais estd frequentemente
associada a manuteng¢do da heterozigosidade e ao aumento da resiliéncia populacional frente
as mudancas ambientais (Cascante-Marin; Nunez-Hidalgo, 2023; Zhang et al., 2022; Silva
et al., 2025).

De acordo com Souza et al. (2021), T. chapeuensis e T. milagrensis ocorrem fixadas
em pareddes rochosos de inselbergs, onde, durante o periodo reprodutivo, atraem diversos
polinizadores, principalmente beija-flores. Tillandsia milagrensis é endémica da regido de
Milagres, Itatim e lac, sendo classificada como “Em Perigo” na Lista Oficial das Espécies
Endémicas Ameagadas de Extingdo do Estado da Bahia (Bahia, 2017; Souza et al., 2021).
Tillandsia chapeuensis, também endémica da Bahia, apresenta elevado potencial
ornamental, caracteristica que tem incentivado sua coleta extrativista e intensificado as
ameagas a sua conservacao (Souza et al., 2021). Tillandsia iassuensis, por sua vez, foi
recentemente descrita como uma espécie endémica restrita aos inselbergs do municipio de
Iacu, Bahia (Hromadnik & Hromadnik, 2021).

A ocorréncia de autoincompatibilidade em 7. chapeuensis, T. iassuensis e T.
milagrensis, todas espécies endémicas e restritas a inselbergs baianos (Tabela 1), sugere que,
embora o endemismo seja frequentemente associado a evolucao de sistemas autocompativeis
como mecanismo de garantia reprodutiva (Cascante-Marin; Nufiez-Hidalgo, 2023), a
manutengdo da autoincompatibilidade pode representar uma estratégia adaptativa voltada a
preservacdo da variabilidade genética e a prevencdo da depressdo endogamica em

populagdes pequenas, espacialmente isoladas e de baixa conectividade (Barrett, 2019).
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Em habitats rupestres, onde as populagdes tendem a ser espacialmente restritas,
porém persistentes ao longo do tempo, a selecdo pode favorecer a manutengao de sistemas
alogamos dependentes de polinizadores especializados (Nufiez-Hidalgo; Cascante-Marin,
2024). Assim, o padrio observado nessas trés espécies refor¢a a hipdtese de que o
endemismo nem sempre conduz a quebra da autoincompatibilidade, especialmente quando
o fluxo génico ¢ sustentado por polinizadores eficientes (Ferrer et al., 2024).

Em uma revisdo abrangente, Matallana et al. (2010) destacaram que
aproximadamente 75% das espécies de Bromeliaceae analisadas apresentavam
autocompatibilidade, enquanto os casos de autoincompatibilidade, e, portanto, de
dependéncia absoluta de xenogamia, eram menos frequentes.

No caso da xenogamia, observou-se sucesso em todas as espécies, com tubos
polinicos alcangando a micropila e fertilizando os 6vulos (Tabela 3). A elevada eficiéncia
da polinizagdo cruzada confirma a importancia dos polinizadores como mediadores da
variabilidade genética (Vosgueritchian; Buzato, 2006; Kessler et al., 2020; Esposito-Polesi
et al., 2023). Em estudo com Tillandsia brachycaulos, T. dasyliriifolia e T. utriculata no
México, verificou-se que a maioria das espécies fosse autocompativel, a producao de frutos
era significativamente maior sob polinizagdo cruzada manual, indicando um sistema misto
em que a xenogamia potencializa o sucesso reprodutivo (Wolf et al., 2006).

Por fim, ndo foram observados indicios de agamospermia (apomixia) nas espécies
estudadas, confirmando a eficiéncia da emasculag@o e sugerindo que, embora a apomixia
tenha sido reportada em algumas Bromeliaceae (Souza et al., 2017; Cavalcante et al., 2020),
esse mecanismo parece ausente nas 7illandsia avaliadas neste estudo.

Em sintese, a coexisténcia de autocompatibilidade, autoincompatibilidade e
xenogamia dentro do género Tillandsia ressalta a flexibilidade reprodutiva como estratégia
adaptativa crucial em ambientes neotropicais. Essa diversidade de sistemas assegura tanto a
manuten¢do demografica em condi¢des adversas quanto a promog¢do da variabilidade

genética necessaria a evolucdo e a conservacao dessas espécies.
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Tabela 3. Avaliagdo da germinacdo dos graos de pdlen e crescimento do tubo polinico no pistilo em diferentes sistemas reprodutivos de 14
espécies do género Tillandsia L. (Bromeliaceae) ocorrentes no estado da Bahia, Brasil.

Espécies

Autopolinizagdo espontinea

Autopolinizagdo artificial

GPSE GPGE CTPP OTPM GPGE GPGE CTPP OTPM
T. bulbosa 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. candida 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. chapeuensis 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. gardneri 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 0 (100%)
T. geminiflora 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. heubergeri 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. iassuensis 0 (100%) 0 (100%) 0 (100% 0 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. juncea 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. milagrensis 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 1 (100%) 0 (100%)
T. pohliana 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. polystachia 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. streptocarpa 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. stricta 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
T. tenuifolia. 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%)
Xenogamia Agamospermia
T. bulbosa 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. candida 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. chapeuensis 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. gardneri 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. geminiflora 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. heubergeri 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. iassuensis 3)100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. juncea 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. milagrensis 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. pohliana 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. polystachia 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. streptocarpa 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. stricta. 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)
T. tenuifolia 3 (100%) 3 (100%) 7 (100%) 3 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%)

GPSE = graos de podlen aderidos a superficie do estigma; GPGE = graos de poélen germinando na superficie do estigma foram avaliados de
acordo com a escala: 0) nenhum; 1) 1-25 graos de pdlen; 2) 2650 graos de pdlen; 3) mais de 50 graos de polen. CTPP = crescimento do tubo
polinico no pistilo foi avaliado de acordo com a escala: 0) graos de polen ndo germinando na superficie do estigma; 1) graos de polen germinando
na superficie do estigma; 2) tubos polinicos presos no primeiro ter¢o do estilete; 3) tubos polinicos presos no segundo terg¢o do estilete; 4) tubos
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polinicos presos no tergo final do estilete; 5) tubos polinicos na regido do ovario; 6) tubo polinico proximo ao 6évulo; 7) tubo polinico penetrando
na micropila. OTPM = 6vulos penetrados por um tubo polinico em sua micropila: 0) nenhum; 1) 1-5 6vulos; 2) 5-10 dvulos; 3) > 10 dvulos.
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Figura 2. Germinagdo dos grdos de polen e crescimento do tubo polinico no pistilo
observados através de microscopia de fluorescéncia, tratados em solugdo com azul de anilina
em diferentes sistemas reprodutivos de espécies do género Tillandsia L. (Bromeliaceae). a)
T. bulbosa em autopolinizacdo espontanea, evidenciando a germinagdo e crescimento dos
tubos polinicos no estigma; b) 7. tenuifolia em autopolinizagdo artificial, evidenciando a
germinagdo e crescimento dos tubos polinicos no estigma; c) 7. heubergeri em
autopolinizagdo artificial, evidenciando a germinagdo e crescimento dos tubos polinicos no
estigma; d) T. iassuensis em autopolinizacdo artificial, evidenciando grande deposicao de
graos de pdlen no estigma sem germinagao; €) 7. chapeuensis em autopolinizacao artificial,
evidenciando grande deposicdo de griaos de pdlen no estigma sem germinagdo; f) 7.
milagrensis em autopolinizacdo artificial, evidenciando a paralisacao dos tubos polinicos
dos graos de pdlen germinados no estigma; g) 7. tenuifolia em autopoliniza¢do espontanea,
evidenciando o estigma sem deposicao de graos de polen; h) 7. gardneri em autopolinizacao
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artificial, evidenciando paralisacdo dos tubos polinicos no ter¢o inferior do estilete; 1) T.
streptocarpa em xenogamia, evidenciando feixe de tubos polinicos com distribui¢ao regular
de calose; j) T. candida em autopolinizagdo artificial, evidenciando tubos polinicos com
distribuicdo regular de calose; k) 7. juncea em autopolinizagdo espontanea, evidenciando o
tubo polinico penetrando na micropila resultando na fertilizagdo; 1) 7. stricta em
autopolinizacdo artificial, evidenciando o tubo polinico penetrando na micropila resultando
na fertiliza¢dao; m) 7. polhiana em autopolinizagdo artificial, evidenciando o tubo polinico
penetrando na micropila resultando na fertilizacdo; n) 7. chapeuensis em autopolinizacao
artificial, evidenciando o6vulos sem fertilizagdo; o) 7. tenuifolia em autopolinizacao
espontanea, evidenciando 6vulos sem fertilizagdo. gp= grdos de pdlen, tp= tubo polinico,
ov= 6vulo. Barras= 200 um.

Germinacdo das sementes
As espécies estudadas apresentaram altas porcentagens de germinagao, superiores a

77% em todos os sistemas reprodutivos avaliados (Tabela 4, Figura 3), indicando a auséncia
de barreiras pos-zigoticas. Esses resultados refor¢am que, apds a fecundacdo, ndo ha
limitagdo para ao desenvolvimento embrionario, confirmando o elevado sucesso reprodutivo

das espécies de Tillandsia, independente dos sistemas reprodutivos.
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Tabela 4. Porcentagem de germinagao, indice de velocidade de germinagdo e tempo médio de germinacao de sementes de polinizagdo natural,
autopolinizacdo e xenogamia de 14 espécies de Tillandsia (Bromeliaceae) ocorrentes no estado da Bahia, Brasil.

. Polinizagao natural Autopolinizagdo (natural e artificial) Xenogamia
Bspecies GER (%) IVG TMG CON (%) GER (%) IVG TMG CON (%) GER (%) IVG TMG CON (%)

T. bulbosa 90,50a  0,682c 20,13b 0,90 80,50a 0,564b 20,21b 0,00 92,00c 0,700b 20,09b 0,40
T. candida 94,00a 0,844a 16,10a 0,00 - - - - 96,00b 0,876a 16,07a 0,00
T. chapeuensis 94,00a 0,531d 23,18c 0,00 - - - - 100,00 a 0,598 ¢ 23,09c 0,00
T. gardneri 92,25a 0,781b 16,15a 0,00 - - - - 96,00b 0,833a 16,11a 0,00
T. geminiflora 8525b 0,681 c 20,14b 0,00 77,00b 0,560b 20,20b 0,00 9425b 0,725b 20,12b 1,30
T. heubergeri 8525b 0,552d 23,17c¢ 0,00 79,00 a 0,487 c 23,22¢ 0,00 96,00b 0,612¢ 23,08¢c 0,00
T. iassuensis 83,50b 0,748b 16,16a 0,00 - - - - 98,00a 0,855a 16,09a 0,00
T. juncea 90,50a 0,710c 20,11 b 0,00 79,00 a 0,581b 20,19b 0,00 94,25b 0,756b 20,08b 0,00
T. milagrensis 90,50a 0,545d 23,18c 0,00 - - - - 98,00a 0,608c 23,09c 0,00
T. pohliana 9425a 0,847a 16,11a 0,00 77,00b 0,613b 16,24a 0,00 92,50c 0,833 a 16,10a 0,90
T. polystachia 82,00c 0,652c 20,15b 0,00 80,50a 0,604b 20,20b 0,00 98,00a 0,711b 20,09b 0,00
T. streptocarpa 90,25a  0,559d 23,17c 0,00 79,00 a 0,493 c 23,21c 0,00 94,25b 0,615¢ 23,10c 0,00
T. stricta 85,00b 0,746b 16,18 a 0,50 79,00a 0,578b 16,22a 0,00 96,00b 0,852a 16,08a 0,00
T. tenuifolia 92,00a 0,673c¢c 20,12b 0,00 - - - - 98,00a 0,729b 20,09b 0,00
CV (%) 4,52 15,6 15,0 270,2 1,64 8,04 1483 - 2,32 13,8 15,0 2188

GER = Germinagio (%); IVG = Indice de Velocidade de Germinagdo; TMG = Tempo Médio de Germinagio em dias; CON = Contaminagio
por fungo ou bactéria (%). Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente de acordo com o teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. IVG (indice de velocidade de germinagdo) = > (Gi/ni), onde: Gi = nimero de sementes germinadas e ni =
numero de dias até a germinacao; e TMG (tempo médio de germinagdo) = (XGi/ni)/ XGi).
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A germinagao das sementes foi caracterizada pela emergéncia do cotilédone, padrao
jé& descrito para o género por Scatena et al. (2006) e Oliveira et al. (2021). O inicio da
germinagdo em polinizagdo natural ocorreu a partir do 15° dia ap6s o estabelecimento in
vitro em T. candida, T. gardneri, T. iassuensis, T. pohliana e T. stricta; a partir do 19° dia
em 7. bulbosa, T. geminiflora, T. juncea, T. polystachia e T. tenuifolia; ¢ a partir do 22° dia
em T. chapeuensis, T. heubergeri, T. milagrensis e T. streptocarpa (Tabela 4), o que estd em
conformidade com a cronologia germinativa descrita para Tillandsia (Souza et al., 2021).

Para as sementes oriundas da polinizacdo natural, a germinagdo variou de 82% em
T. polystachia a 94,25% em T. pohliana (Tabela 4). As espécies T. candida, T. chapeuensis,
T. gardneri, T. bulbosa, T. juncea, T. milagrensis, T. streptocarpa ¢ T. tenuifolia ndo
diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Scott—Knott (p < 0,05), apresentando as
maiores porcentagens de germinac¢do, mas diferiram das demais espécies (Tabela 4). Esses
resultados indicam que, sob polinizacao natural, com oferta adequada de polinizadores, as
espécies sdo altamente eficientes na producdo de sementes viaveis, sugerindo que o
desenvolvimento embrionario ¢ a emergéncia da plantula ocorrem normalmente apds a
fecundacao (Rocha et al., 2022).

O IVG variou de 0,531 em T. chapeuensis a 0,844 em T. candida, refletindo
diferencas na velocidade de germinacao, enquanto o TMG variou de aproximadamente 16 a
23 dias (Tabela 4). Espécies com germinagdo mais lenta (7. chapeuensis, T. heubergeri, T.
milagrensis e T. streptocarpa) apresentaram TMG mais elevado, sugerindo que, embora a
viabilidade seja alta, podem existir diferengas fisiologicas e morfoanatdmicas entre sementes
(Rocha et al., 2022).

Dentre as 14 espécies avaliadas, apenas oito produziram sementes nos tratamentos
de autopolinizagdo (espontadnea e manual); assim, as demais foram excluidas das analises.
As médias de germinagdo variaram entre 77% em 7. geminiflora e T. pohliana e 80,5% em
T. bulbosa e T. polystachia (Tabela 4). O IVG variou de 0,487 em T. heubergeri a 0,613 em
T. pohliana, enquanto o TMG oscilou entre 16,11 dias (7. pohliana) e 23,22 dias (T.
heubergeri) (Tabela 4). Espécies como T. pohliana, T. stricta € T. juncea, destacaram-se
pelos maiores IVG (0,58—-0,61) e menores TMG (= 16-20 dias), indicando germinagao mais
rapida e sincronizada, o que sugere boa qualidade fisiologica das sementes mesmo sob
autofecundagdo. Em contraste, 7. heubergeri e T. streptocarpa apresentaram os menores

IVG (0,487 e 0,493, respectivamente) e os maiores TMG (~23 dias), caracterizando
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germinacdo mais lenta e escalonada, possivelmente associada ao vigor reduzido das
sementes derivadas de autopolinizagao.

As sementes oriundas do tratamento de xenogamia apresentaram elevadas
porcentagens de germinacdo (92—100%), com média geral de 95,7%, indicando elevada
viabilidade e auséncia de barreiras poOs-zigéticas. Esses resultados confirmam que a
polinizagdo cruzada favorece a formagao de sementes fisiologicamente viaveis e com alto
potencial germinativo, reforcando o papel adaptativo da alogamia no género. As maiores
taxas de germinagdo foram registradas em 7. chapeuensis (Tabela 4; Figura 3C-E), T.
iassuensis, T. milagrensis e T. tenuifolia (98—100%), seguidas por 7. gardneri, T. stricta e
T. heubergeri (96%), evidenciando que a xenogamia foi eficiente e uniforme entre espécies.
Por outro lado, 7. bulbosa (92%) e T. pohliana (92,5%) apresentaram valores ligeiramente
inferiores, mas ainda compativeis com o padrdo de alta germinabilidade caracteristico de
Tillandsia (Oliveira et al., 2021).

O IVG variou de 0,598 em T. chapeuensis a 0,876 em T. candida, demonstrando
diferengas significativas entre espécies. As espécies com maiores IVG (7. candida, T.
gardneri, T. pohliana, T. stricta e T. iassuensis) apresentaram também os menores TMG (=
16 dias), caracterizando germinagdo mais rapida e sincronica. Em contraste, espécies como
T. chapeuensis, T. heubergeri, T. milagrensis ¢ T. streptocarpa exibiram menores VG
(0,60-0,62) e TMG mais elevados (~ 23 dias), sugerindo germinagao mais lenta, compativel
com o inicio mais tardio da germinagdo observado nessas espécies.

E relevante notar que os valores de TMG foram semelhantes entre os tratamentos
para a maioria das espécies, apresentando tempos médios concentrados em torno de 16 ou
23 dias. Esse comportamento sugere que o TMG ¢ pouco sensivel ao tipo de fecundagao
quando as condicdes in vitro sdo controladas. Fenomeno semelhante foi relatado em milho
submetido a diferentes tratamentos com agua magnetizada, no qual o TMG nao diferiu entre
tratamentos, apesar das variagdes em germinacao e vigor (Ferroni et al., 2023).

Além disso, segundo Finch-Savage e Bassel (2016), quando as sementes apresentam
alto vigor, o TMG tende a variar pouco entre tratamentos, pois a maior parte da variabilidade
estd associada ao subconjunto de sementes de vigor reduzido. Esse mecanismo ajuda a
explicar por que, embora nossos resultados revelem diferencas em IVG e porcentagem de
germinagao entre os sistemas reprodutivos, 0o TMG permaneceu estavel.

Assim, a similaridade no TMG entre tratamentos indica que as sementes avaliadas

possuiam vigor suficiente para iniciar a germinacdo em ritmo uniforme, sendo a
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variabilidade observada predominantemente atribuida as caracteristicas intrinsecas de cada
espécie, ¢ ndo ao modo de polinizacdo. Estudos recentes reforcam que a velocidade e a
uniformidade da germinagdo estdo estreitamente relacionadas a qualidade fisiologica das
sementes, fator determinante para o estabelecimento das plantulas (Frezato et al., 2021;
Souza et al., 2025).

A contaminagdo foi minima (< 1,5 %) e restrita a poucas espécies, como 7.
geminiflora e T. pohliana. A baixa incidéncia de contaminac¢do sugere que o protocolo de
assepsia adotado foi eficiente, garantindo condigdes adequadas para o estabelecimento das
sementes. Esse aspecto ¢ fundamental, considerando que microrganismos associados a
sementes podem comprometer ndo apenas a germinacdo, mas também a sobrevivéncia
inicial das plantulas em cultivo in vitro (Souza et al., 2013; Pérez et al., 2020).

A germinagdo obtida resultou em plantulas normais e fisiologicamente viaveis, aptas
a serem utilizadas em programas de conservagdo in vitro, micropropagagdo e restauragao
ambiental. Essa aplicabilidade ¢ particularmente relevante em Bromeliaceae, uma vez que
muitas espécies, entre elas Tillandsia heubergeri (VU), se encontram sob ameaca segundo
o Centro Nacional de Conservacdao da Flora (CNCFlora, 2024) em funcdo da perda de
habitat, fragmentacdo florestal e pressdes antropicas (Cascante-Marin; Nunez-Hidalgo,
2023; Silva et al., 2025).

Além disso, a associagdo entre altas taxas de germinagao e diversidade de sistemas
reprodutivos evidencia que diferentes estratégias sexuais observadas no género Tillandsia
ndo comprometem a viabilidade das sementes, mas podem atuar como mecanismos
complementares de manutencdo populacional. Estudos em Bromeliaceae e outras
angiospermas tropicais indicam que a combinagdo de polinizagdo cruzada eficiente e alta
porcentagem de germinacdo das sementes promove ndo apenas a persisténcia local, mas
também o potencial de colonizagdo de novos habitats, contribuindo para a resiliéncia
ecologica das espécies (Barrett, 2010; Kessler et al., 2020; Esposito-Polesi et al., 2023).

Dessa forma, nossos resultados reforgam a importancia da germinagdo como etapa
critica para a conservagao € o manejo reprodutivo em Bromeliaceae, demonstrando que
estratégias integradas (incluindo estudos sobre sistemas reprodutivos, germinagao e cultivo

in vitro) podem subsidiar agdes efetivas de preservagdo e uso sustentdvel dessas espécies.



87

I ; d e

Figura 3. Germinagdo de sementes de Tillandsia oriundas de polinizagdes controladas. a)
Sementes de 7. stricta em autopolinizagdo espontinea; b) Germinacao in vitro das sementes
de T. tenuifolia em polinizagdo cruzada; c) Germinagdo in vitro das sementes de 7.
chapeuensis em polinizacdo cruzada; d) Desenvolvimento inicial de plantulas normais de 7.
tenuifolia em polinizag¢do cruzada; e) Desenvolvimento inicial da plantula de 7. tenuifolia,3
em polinizagdo cruzada. Barras: a-c) 5 cm; d) 8 mm; e) 5 mm.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que as 14 espécies de Tillandsia avaliadas apresentam
predominancia de alogamia, com polinizacdo cruzada mostrando maior eficiéncia na
formacdo de frutos e producdo de sementes. Dez espécies (1. bulbosa, T. candida, T.
geminiflora, T. heubergeri, T. juncea, T. pohliana, T. polystachia, T. streptocarpa, T. stricta
e T. tenuifolia) apresentaram sistemas reprodutivos mistos, sendo capazes de formar frutos
tanto por autopolinizagdo artificial quanto por polinizagdo cruzada, evidenciando autogamia
facultativa como mecanismo de garantia reprodutiva. Em contraste, 7. chapeuensis, T.
gardneri, T. iassuensis € T. milagrensis demonstraram autoincompatibilidade gametofitica,
caracterizando-se como alégamas obrigatorias. Nenhuma espécie apresentou agamospermia,
indicando que a reproducao sexuada € o principal mecanismo de manutengao da diversidade
genética no género.

O crescimento continuo do tubo polinico nas espécies autocompativeis e a
interrup¢do observada nas autoincompativeis evidenciam a presenca de barreiras pré-
zigoticas que regulam a autofecundacdo. A elevada frutificacdo obtida por polinizacdo
cruzada, aliada ao maior nimero de sementes por fruto, refor¢a a eficiéncia reprodutiva da
alogamia e sua importancia para o fluxo génico entre populagdes.

A germinacao das sementes foi alta em todas as espécies (>77%), independentemente
do sistema reprodutivo, e o vigor das plantulas indicou auséncia de barreiras pos-zigoticas
significativas. As sementes provenientes de autopolinizagdo exibiram padrdes germinativos
e vigor semelhantes aos observados em polinizagdo cruzada, sugerindo que a
autocompatibilidade ndo compromete a qualidade fisiologica das sementes.

Esses resultados evidenciam ampla flexibilidade reprodutiva no género Tillandsia,
conferindo resiliéncia ecologica as populagdes. A combinagdo de sistemas mistos e alta
viabilidade das sementes fornece subsidios importantes para estratégias de conservacao,
manejo reprodutivo e programas de restauracdo ecoldgica, especialmente para espécies

endémicas e ameacadas na Bahia.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese abordou aspectos essenciais da conservagdo de graos de polen e da
biologia reprodutiva em espécies de Bromeliaceae, com énfase nos géneros Lymania e
Tillandsia. No primeiro capitulo, avaliou-se a viabilidade de graos de pdlen de oito espécies
de Lymania submetidos ao armazenamento em freezer (-5 °C) e a criopreservacao em
nitrogénio liquido (-196 °C). No segundo capitulo, investigaram-se os sistemas reprodutivos
de 14 espécies de Tillandsia que ocorrem na Bahia, por meio de poliniza¢des controladas,
analise do crescimento do tubo polinico no pistilo utilizando microscopia de fluorescéncia,
além da avaliagdo da viabilidade das sementes formadas via germinacdo in vitro. Em
conjunto, os dois capitulos contribuem substancialmente para o avango do conhecimento
sobre criopreservagdo de polen e reprodugdo em Bromeliaceae, fornecendo bases cientificas
relevantes para conservagdo genética e manejo reprodutivo.

O estabelecimento de um criobanco com as oito espécies de Lymania representa um
avanco estratégico para a preservagao de sua diversidade genética, especialmente em taxons
ameagados ou de distribuicdo restrita. A criopreservagdo em nitrogénio liquido, precedida
por trés horas de desidratagdo das anteras em silica gel até atingir cerca de 30% de teor de
dgua, mostrou-se uma técnica eficiente e segura para a conservacdo de longo prazo,
mantendo elevada viabilidade e funcionalidade dos graos de pdlen por pelo menos 365 dias.
Por outro lado, o0 armazenamento em freezer a -5 °C revelou-se inadequado. Esses resultados
fortalecem agdes de conservagado ex sifu, além de favorecerem programas de melhoramento
e polinizagdes controladas em situagdes de floracao assincrona.

Para as 14 espécies de Tillandsia estudadas, verificou-se predominancia de sistemas
reprodutivos mistos, com capacidade de autopolinizagao artificial e poliniza¢do cruzada,
caracterizando autogamia facultativa. Quatro espécies apresentaram autoincompatibilidade,
reproduzindo-se exclusivamente via alogamia. A auséncia de agamospermia e a elevada
germinagao das sementes (>77%) sugerem inexisténcia de barreiras pds-zigoticas relevantes,
permitindo o desenvolvimento embrionario normal e indicando elevada eficiéncia
reprodutiva no grupo.

De maneira integrada, os resultados desta tese demonstram estratégias robustas para
a conservagao ex situ de Bromeliaceae, especialmente de espécies endémicas e ameagadas.
A associacdo entre criopreservacdo de grdos de podlen, caracterizagdo de sistemas
reprodutivos e avaliacdo da germinacdo de sementes constitui uma base solida para

programas de conservagdo genética e agdes de manejo populacional, refor¢ando a
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importancia de abordagens multidisciplinares na protecdo e recuperacdo de espécies

vulneraveis.



