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RESUMO

SOUZA, E. H. Reproducdo e hibridagdo interespecifica e intergenérica em bromelidceas
com potencial ornamental. 2013. 256 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S3o Paulo, Piracicaba, 2013.

As bromelidceas sao plantas ornamentais tropicais com uma grande diversidade de cores e
formas que as tornam extremamente apreciadas. Os estudos da biologia floral, associado
aos sistemas reprodutivos das espécies vegetais, sao de fundamental importancia para
subsidiar a condugao de programas de melhoramento genético e conservagao de espécies,
além de auxiliar na determinagdo do grau de compatibilidade entre gendtipos e eventuais
barreiras reprodutivas. O objetivo da presente tese é estudar aspectos da biologia floral e
reprodutiva, conservacao dos grdos de pélen, estudos de compostos volateis em flores e
hibridagao interespecifica e intergenérica em Bromeliaceae com potencial ornamental. Foi
observada grande variabilidade genética entre as espécies estudadas, no que diz respeito a
morfologia dos grdos de pélen e estigma. Altas taxas de germinacdo e viabilidade polinica
foram obtidas para as diferentes espécies, e a receptividade do estigma estd relacionada
com a antese. Essas caracteristicas associadas tém grande importancia para a fertilizacdo e,
consequentemente, para a producdo de sementes, desta forma sdo essenciais para a
producdo de hibridos e conservacdo de espécies. Para a conservacdo dos graos de pdlen, o
melhor resultado foi obtido com a desidratacdo prévia por 3 h em silica e conservacdo em
nitrogénio liquido (-196°C). A partir de flores de treze espécies, foram identificados 71
compostos volateis, alguns deles com importancia na industria de alimentos, cosméticos,
perfumes, industria quimica e farmacéutica. Dentre as dezessete espécies estudadas, mais
de 50% apresentaram autoincompatibilidade, e algumas apresentaram autogamia,
demonstrando que essas espécies apresentam autopolinizacdao espontanea. Agamospermia
foi observada em apenas duas espécies. Noventa e cinco combinagdes entre 17 espécies de
Aechmea e Ananas (Bromelioideae) e Alcantarea e Vriesea (Tillandsioideae) foram
realizadas. O sucesso nas hibridagdes corresponde a 33,74%, sendo que 24,96% envolveram
as variedades botanicas do género Ananas. Entre as hibridagdes intergenéricas, apenas duas
combinac¢bes foram obtidas com sucesso: V. michaelii x Al. nahoumii e V. simplex x Al.
nahoumii. As possiveis causas da autoincompatibilidade e incongruéncia nesses cruzamentos
estdo relacionadas a diferentes eventos no tubo polinico, como: deposi¢do irregular de
calose no tubo polinico; enovelamento dos tubos polinicos no estilete; paralisacdo do
crescimento do tubo polinico no estilete, entre outros. Sugere-se que a
autoincompatibilidade seja gametofitica, evitando a autofertilizacdo. Estudos mais
aprofundados contribuirdo para caracterizar as causas e as potenciais medidas para superar
a autoincompatibilidade. Os resultados aqui apresentados trazem contribuicdes importantes
para estudos de hibridacdo em Bromeliaceae, visando a obtencdo de novidades para o
mercado de plantas ornamentais, bem como contribuicdes para a caracterizacdo e
conservacdo de espécies dessa importante familia.

Palavras-chave: Aechmea. Alcantarea. Ananas. Bromeliaceae. Compostos volateis.

Conservacdo. Graos de pdlen. Receptividade do estigma. Vriesea.
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ABSTRACT

SOUZA, E. H. Reproduction and interspecific and intergeneric hybridization in bromeliads
with ornamental potential. 2013. 256 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S3ao Paulo, Piracicaba, 2013.

Bromeliads are tropical ornamental plants with a wide variety of colors and shapes that
make them widely and extremely appreciated. The study of aspects of the floral biology,
associated with the reproductive systems of these species are of fundamental importance
for breeding and species conservation programs, assisting in the determination of the
degree of compatibility between combination of genotypes, as well as potential
reproductive barriers. The aim of this research is to study aspects of floral and reproductive
biology, conservation of pollen grains, studies of volatile compounds in flowers and
intergeneric and interspecific hybridization in Bromeliaceae with ornamental potential. High
genetic variability was observed among the species studied, regarding the morphology of
the pollen grains and stigma. High rates of germination and pollen viability were observed
for the different species, and stigma receptivity showed the highest at anthesis. These
characteristics are of great importance for fertilization and further seed production, thus are
essential for the production of hybrids and species conservation. Preservation of pollen
grains, showed the best results with a 3 h dehydration pre-treatment in silica and
conservation in liquid nitrogen (-196°C). A large number of volatile compounds, totally 71,
were identified from flowers of thirteen species. Some of these compounds have already
been shown to be important in the food industry, cosmetics, perfumes, chemical and
pharmaceutical industry. Among the seventeen species, more than 50% presented self-
incompatibility and some species presented autogamy, demonstrating that these species
present spontaneous self-pollination. Agamospermy was observed in only two species.
Ninety-five combinations among 17 species of Aechmea and Ananas (Bromelioideae) and
Alcantarea and Vriesea (Tillandsioideae) were performed, with a 33.74% rate of success,
with 24.96% involving the botanical varieties of Ananas. Only two, among the intergeneric
combinations, were successful, V. michaelii x Al nahoumii and V. simplex x Al nahoumii.
Possible causes of self-incompatibility and incongruity in these combinations were related to
different events during pollen tube growth, such as the irregular deposition of callose in
pollen tubes; entangled pollen tubes in the style; arrest of pollen tube growth in the style,
among others. We suggest that the self-incompatibility is gametophytic, preventing self-
fertilization. Further studies will help to characterize the causes and potential measures to
overcome self-incompatibility. The results provide important contributions to studies of
hybridization in bromeliads, aiming to produce new hybrids for the ornamental plants
market, as well as contributions to the characterization and conservation of this important
family of plants.

Keywords: Aechmea. Alcantarea. Ananas. Bromeliaceae. Conservation. Pollen grains. Stigma

receptivity. Volatile compounds. Vriesea.
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1. INTRODUGCAO

A familia Bromeliaceae apresenta grande nimero de espécies e géneros, e estd
distribuida em todo o territdério nacional e em todos os ecossistemas, sendo que a maior
diversidade esta na regido da Mata Atlantica. Esta familia apresenta grande potencial, tanto
para plantas ornamentais, foco deste estudo, quanto plantas para alimentacdo, produgao de
fibras, enzimas de acdo proteolitica e metabdlitos secundarios, além de desempenhar
importante papel ecolégico nos ecossistemas naturais.

A busca por novas espécies de plantas ornamentais tem crescido muito nos ultimos
anos, principalmente, aquelas marcadas pela originalidade, durabilidade e beleza. A
inovacdo na floricultura pode ocorrer pela identificacdo de novas espécies ou gendtipos com
potencial ornamental no recurso genético existente, ou pela geracdo de novos hibridos. A
exploracdo indiscriminada desta familia no seu habitat natural, para os diversos usos,
principalmente para fins ornamentais, resultou em diversas espécies ameagadas ou
potencialmente vulnerdveis a entrarem em extin¢do (BRASIL, 2008).

Atualmente, as flores tropicais, dentre elas, as bromélias, tém se destacado no setor
de floricultura, com vantagens na comercializacdo em relacdo as flores de regides
temperadas, devido, principalmente ao aspecto exdtico, exuberancia, beleza, alta
durabilidade pds-colheita e grande aceitacdo do mercado externo (AKI; PEDROSA, 2002;
LOGES et al., 2005).

Considerando o numero de espécies e géneros que compdem a familia Bromeliaceae,
poucos sao os estudos publicados a respeito da biologia floral, conservacdao de graos de
polen, estudos reprodutivos e hibridacdes interespecificas e intergenéricas. Neste trabalho,
foram estudadas espécies de duas subfamilias: Bromelioideae com cinco representantes do
género Aechmea Ruiz & Pav. (Figura 1 A-E), duas espécies e quatro variedades botanicas do
género Ananas Mill. (Figura 1 F-K) e para a subfamilia Tillandsioideae, foram estudadas a
espécie Alcantarea nahoumii (Leme) J. R. Grant (Figura 1 L) e cinco espécies do género
Vriesea Lindl. (Figura 1 M-R).

Esta tese estd subdividida em cinco capitulos e abrange estudos da morfoanatomia
das flores, estudos de conservacdo de graos de podlen, compostos volateis e hibridagGes

interespecificas e intergenéricas em Bromeliaceae.
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O capitulo | trata da morfoanatomia e viabilidade de graos de pdlen de
Bromeliaceae, visando obter subsidios aos programas de melhoramento genético,
identificando possiveis parentais para futuras hibridacdes, além de contribuir para a
taxonomia desta familia. Este capitulo tem como objetivo caracterizar os padrées da
morfoanatomia polinica e avaliar a fertilidade masculina por meio da analise da viabilidade
polinica através de testes histoquimicos e da germinagdo in vitro de grdaos de pdlen em
dezoito espécies de Bromeliaceae.

No capitulo Il apresenta estudos sobre a morfoanatomia e a receptividade do
estigma em Bromeliaceae. A receptividade do estigma é fator fundamental para a
determinacdo do melhor periodo de polinizacdo e sucesso nas hibridacdes controladas.
Dependendo da espécie, o estigma produz substancias viscosas que promovem a aderéncia
dos graos de pdlen, hidratacdo, germinacdo e crescimento do tubo polinico no estigma e
estilete, essa caracteristica contribui para provdvel fertilizacdo, com formacdo de frutos e
sementes. Desta forma este capitulo teve como objetivo, caracterizar
morfoanatomicamente o estigma de dezoito espécies pertencentes a quatro géneros de
Bromeliaceae, bem como avaliar a receptividade do estigma verificando a eficiéncia de
diferentes metodologias para dar subsidios aos programas de melhoramento genético desta
familia.

No capitulo Ill estudou-se a conservacdo de graos de pdlen de Aechmea bicolor L.
B. Sm. (Bromeliaceae), avaliando-se a eficiéncia de diferentes formas de conservacdo de
grdos de podlen por meio de diferentes testes de viabilidade e estudos de morfologia e
ultraestrutura polinica, para dar subsidio aos programas de melhoramento genético e
minimizar a assincronia nos periodos de florescimento, além de servir como base para a
conservacao de recursos genéticos, producao de haploides, estudos com pdlen recalcitrante,
bioquimicos, fisioldgicos e alergénicos.

No capitulo IV foi estimado os compostos volateis através de HS-SPME/GC-MS em
flores de treze espécies de Bromeliaceae, os quais desempenham um papel vital no ciclo de
vida das plantas, principalmente na visitacdo de polinizadores, garantindo assim a
reproducao das plantas e o sucesso evolutivo, possuem atividade biolégica antimicrobiana e
anti-herbivoria. Outra grande importancia é a utilizacdo desses compostos na industria de
alimentos, cosméticos, perfumaria, quimica e farmacéutica. Desta forma, este capitulo tem

como objetivo identificar os compostos volateis de flores de treze espécies de Bromeliaceae
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utilizando microextracdo em fase soélida por headspace com cromatografia gasosa e
espectrometria de massas. Além disso, este manuscrito traz uma nova contribuicdo
revelando o potencial que estas plantas possuem tanto na industria, na sintese de produtos
naturais, quando aos futuros estudos de processos ecoldgicos envolvendo a interagdo

planta-animal.

Por fim, no capitulo V s3o apresentados resultados dos estudos reprodutivos e
hibridagdes interespecificas e intergenéricas em Bromeliaceae com potencial ornamental na
busca de novos produtos para a floricultura e paisagismo. Concomitantemente apresentam-
se as potenciais presencas de barreiras reprodutivas naqueles cruzamentos nos quais

observou-se auséncia de produc¢do de sementes.
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Figura 1 - Plantas dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E. Morren ex
Mez) Harms e Vriesea Lindl. A) Ae. Bicolor L. B. Sm; B) Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. &
Hook. f.; C) Ae. distichantha Lem.; D) Ae. fasciata Baker; E) Ae. nudicaulis Griseb.; F) An.
macrodontes E. Morren; G) Ananas sp. (L.) Merr.; H) An. comosus (L.) Merr. var.
ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal; I) An. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L. B. Sm.)
Coppens & F. Leal; J) An. comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal; K) An.
comosus (L.) Merr. var. parguazensis (Camargo & L. B. Sm.) Coppens & F. Leal; L) AL
nahoumii (Leme) J. R. Grant; M) V. carinata Wawra; N) V. friburgensis Mez; O) V. michaelii
W. Weber; P) V. paraibica Wawra; Q) V. simplex Beer; R) V. unilateralis Mez
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é estudar aspectos da biologia floral e reprodutiva,
conservagdo dos graos de pdlen, estudos de compostos voldteis em flores e hibridagao
interespecifica e intergenérica em Bromeliaceae com potencial ornamental. Para isto, foram

definidos os seguintes objetivos especificos:

1. Estudar aspectos da biologia floral de espécies de Bromeliaceae dos géneros
Aechmea, Ananas, Alcantarea e Vriesea;

2. Estudar os aspectos morfoanatomicos de espécies de Bromeliaceae dos géneros
Aechmea, Ananas, Alcantarea e Vriesea;

3. Estabelecer um protocolo de conservacao de graos de pdlen para Bromeliaceae;

4. Estudar os compostos volateis de flores de espécies de Bromeliaceae utilizando
microextracdo em fase sdlida por headspace com cromatografia gasosa e
espectrometria de massas;

5. ldentificar os sistemas reprodutivos de espécies de Bromeliaceae dos géneros
Aechmea, Ananas, Alcantarea e Vriesea;

6. Obtencdo de cruzamentos interespecificos e intergenéricos envolvendo espécies de
Bromeliaceae, avaliando-se a presenca de barreiras pré ou pds-zigdticas na eventual

auséncia de producdo de sementes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. As bromeliaceas

A familia Bromeliaceae Juss, pertence a ordem Poales (APG Ill, 2009), com cerca de
58 géneros e 3.352 espécies (LUTHER, 2012), constitui a maior familia de distribui¢cdo natural
restrita ao Novo Mundo, com excec¢do da Pitcairnia feliciana (Aug. Chev.) Harms e Mildbr,
nativa da Guiné (SMITH, 1934; SMITH; DOWNS, 1979; BENZIN, 2000).

No Brasil sdo encontrados cerca de 40 géneros e 1.500 espécies, sendo 650 espécies
endémicas do territério brasileiro. A familia tem ocorréncia praticamente em todo territério
nacional, de Norte a Sul e em todos os ecossistemas, sendo que na regido Sudeste apresenta
maior diversidade, principalmente, na regido da Mata Atlantica, destacando o pais como o
que apresenta a maior riqueza desta familia de plantas (LEME; SIQUEIRA FILHO, 2006).

Tradicionalmente sdo aceitas trés subfamilias em Bromeliaceae (SMITH; DOWNS,
1974; 1977; 1979): Bromelioideae, Tillandsioideae e Pitcairnioideae, sendo as duas primeiras
monofiléticas (TERRY; BROWN; OLMSTEAD, 1997; HORRES et al., 2007; GIVINISH et al., 2004;
2007; 2011). Assim, baseando-se nas hipdteses filogenéticas e moleculares, Givinish et al.
(2007; 2011) propuseram uma nova divisdo para a familia, na qual os diferentes clados
referentes a antiga Pitcairnioideae, sdo tratados como diferentes subfamilias. Desta forma,
esta familia passa a ter oito subfamilias: Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae,
Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae.

A familia Bromeliaceae apresenta plantas herbaceas, perenes, raramente
arborescentes ou arbustivas, epifitas, rupicolas ou terricolas, com caules pouco
desenvolvidos, folhas alternas, espiraladas, formando tanques, recobertas por tricomas
especializados, denominados escamas peltadas ou foliares (BENZING, 2000; VERSIEUX,
2009).

As inflorescéncias sdao racemosas, dispostas em espigas, paniculas, ou flores
solitarias, em geral terminais, partindo do interior da roseta e sustentada por um pedunculo
com diferentes tamanhos, normalmente apresentando bracteas coloridas. As flores sado
bissexuais, raramente unissexuais, actimorfas ou levemente zigomorfas, trimeras, hipdginas

ou epiginas, envolvidas por uma bractea. As pétalas e sépalas sdo livres, ou conatas, de cores
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variadas, algumas espécies apresentam apéndices petalares. Os estames estdo distribuidos
em dois verticilos, normalmente livres, podendo ser encontrados adnatos a corola ou
conatos, formando um tubo. As anteras sdo tetrasporangiadas, bitecas com deiscéncia
rimosa (BENZING, 2000; VERSIEUX, 2009).

Os grdos de pdlen podem ser porados, monocolpados ou inaperturados. O gineceu
apresenta trés carpelos unidos, ovario trilocular, supero, infero ou semi-infero com nectarios
septais, normalmente formando labirinto. O estilete é terminal, localizado acima do ovario.
O estigma normalmente é trifido, sendo que os ramos, ou lobos estigmdticos, sao
classificados em: conduplicado-espiral, lamina-convoluta, ereto-simples, cupulado e
coraliforme. O ovdério apresenta placentacdo axilar com poucos ou muitos évulos. Os évulos
sdo anatropos ou campilétropos, crassinucelados, bitegumentados com endosperma
helobial. Os frutos podem ser capsula septicida, loculicida, baga, ou composto, como no
género Ananas. As sementes sdao pequenas, aladas, plumosas ou com mucilagens. O nimero
basico de cromossomos normalmente é (n=25), porém ha registros de poliploides e
aneuploides (BENZING, 2000; VERSIEUX, 2009).

A subfamilia Bromelioideae é a mais diversa da familia, composta por 32 géneros e
mais de 934 espécies. A maioria das espécies sao epifitas e é caracterizada por uma roseta
central formando um tanque de agua. Normalmente, possuem folhas espinhosas e frutos
tipo baga. E a subfamilia de maior importancia econdmica pois inclui o género Aechmea, que
apresenta espécies de grande potencial ornamental, bem como o género Ananas, o
representante de maior impacto econdmico pelo consumo in natura dos frutos, industria,
valor ornamental, producdo de fibras e metabdlitos secundarios (SMITH; DOWNS, 1979;
LUTHER, 2012; SASS; SPECHT, 2010).

A subfamilia Tillandsioideae possui apenas nove géneros e aproximadamente 1.337
espécies, a maioria dos membros desta subfamilia sdo epifitas. Todos os representantes
possuem auséncia de espinhos nas folhas, o fruto € uma capsula seca contendo sementes
plumosas que sdo geralmente dispersas pelo vento. Esta subfamilia possui adaptacoes
especiais para sobreviver em condicdes muito xéricas (SMITH; DOWNS, 1977; TERRY;
BROWN; OLMSTEAD, 1997; BARFUSS et al., 2005; LUTHER, 2012).

Pitcairnioideae, sofreu uma subdivisdo, na antiga classificacdo, a subfamilia era
composta de 17 géneros e mais de 1.077 espécies e na nova classificacdo passou a ter seis

géneros e 623 espécies. As demais espécies foram redistribuidas nas outras subfamilias
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sendo: Brocchinioideae composta de um género com 20 espécies; Hechtioideae com um
género e 62 espécies, Lindmanioideae com dois géneros e 45 espécies, Navioideae com
cinco géneros e 107 espécies e Puyoideae com um género e 218 espécies (LUTHER, 2012).
Essas subfamilias, normalmente apresentam espécies terrestres e um sistema radicular
extenso para absorcdo de agua e nutrientes, geralmente possuem folhas com espinhos,
frutos tipo cdpsula seca, com pequenas sementes sem asas (SMITH; DOWNS, 1974;
VERADARAIJAN; GILMARTIN, 1988).

As bromélias desempenham um importante papel ecolégico nos ecossistemas
naturais, como no ciclo de nutrientes e de dgua, além de constituir um habitat e fontes de
agua para diversos animais (BENZING, 2000).

O uso comercial de bromélias como plantas ornamentais teve inicio na década de
setenta, quando uma bromélia nativa do Rio de Janeiro, Ae. fasciata Baker, despertou o
interesse comercial e curiosidade por compradores de plantas. A utilizacdo destas espécies
no mercado internacional teve inicio no século XVIIl com a introducdo da espécies como a
Guzmania lingulata Mez. Assim, diferentes espécies comegaram a chegar na Inglaterra,
Franca, Alemanha e outros paises europeus em numero sempre crescente. A apreciacao era
tamanha que em 1811, a colecdo do Royal Botanical Garden (Inglaterra) contava com 16
espécies (BENZING, 1980; 2000; STEENS, 2003). Atualmente as bromélias sdo consideradas
um novo "ornamental fashion hit", contribuindo para jardins luxuosos ao redor do mundo
(STEENS, 2003).

Outros potenciais sdo explorados nas plantas dessa familia, a exemplo como fonte de
alimento. O abacaxi é o representante de maior importancia econémica, sendo uma das
frutas tropicais mais exploradas economicamente no mundo (FAO, 2013); producdo de fibras
para fabricagcdo de cordas e tecidos; na industria automotiva e para a fabricagao de papel,
como no caso de Ae. magdalenae (André) André ex Baker (TICKTIN; NANTEL, 2004),
Neoglaziovia variegatta (Arr. Cam.) Mez (SILVEIRA et al.,, 2011) e An. comosus var.
erectifolius (L. B. Smith) Coppens & Leal (MARQUES; GUTIERREZ; DEL RIO, 2007; LEAO et al.,
2009); enzimas de acdo proteolitica e metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas
antioxidantes e de grande valor para a industria farmacéutica e cosmética (BENNETT, 2000;
HARVEY, 2000; MANETTI; DELAPORTE; LAVERDE JUNIOR, 2009).

Grande parte do comércio de bromélias ornamentais, envolve plantas produzidas por

cultura de tecidos ou multiplicacdo por brotos laterais, no entanto, ha ainda centenas de
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plantas comercializadas de forma predatdria, incluindo espécies raras ou ameacgadas, o que
representa uma ameaca para a biodiversidade (NEGRELLE; MITCHELL; ANACLETO, 2012).

Varias espécies de bromélias brasileiras encontram-se em risco de extingdo devido a
exploracdo indiscriminada, bem como a degradacao do seu habitat. Entre as 472 espécies de
plantas oficialmente listadas como extintas ou ameacadas de extincdo no Brasil, 38 sdo
bromélias, além de 135 espécies da lista apresentarem deficiéncia de dados quanto ao seu
risco (BRASIL, 2008).

Das 18 espécies estudadas no presente trabalho algumas sdo vulnerdveis ou
encontram-se em perigo de extingdo. As informagbes taxonOmicas, suas respectivas obras,
categorias de ameaca, bem como a distribuicdo geografica e os corredores da biodiversidade

estdo listadas na Tabelas 1 e 2.



Tabela 1 - Taxons estudados da subfamilia Bromelioideae/ Bromeliaceae ocorrentes no dominio da Mata Atlantica, suas respectivas obras e
categorias de ameaca, bem como distribuicdo geografica e Corredores de Biodiversidade

Categoria de

Corredores da

Espéci iginal énci Vouch
spécies Obra origina ameaca Ocorréncia biodiversidade oucher
Aechmea bicolor L. B. Sm. Smithsonian Misc. Collect. 126(1): - Endémica, BA CcC ESA 120990
12, fig. 100. 1955
Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook.f. Gen. Pl. 3(2): 664. 1883 VU (RS 2002) América do Sul CC, CSM, CNE ESA 121275
Ae. distichantha Lem. Jard. Fleur. 3: ad. t. 269. 1853 VU (RS 2002) MG, RJ, SP, PR, SC, RS, CC, CSM ESA 121281
Extra-Brasil
Ae. fasciata Baker J. Bot. 17: 231. 1879 - Endémica, RJ CSM ESA 120987
Ae. nudicaulis Griseb. Fl. Brit. W.I. 593. 1864 VU (RS 2002) BA, PB, PE, MG, ES, R/, SP, CC, CSM, CNE ESA 120991
PR, SC, RS, Extra-Brasil
Ananas macrodontes E. Morren Belgique Hort. xxviii. 140. t. 4 et - MS, GO, BA - ESA 121286
5.1878
Ananas sp. Espécie ndo identificada - - - ESA 120988
Ananas comosus (L.) Merr. var. ananassoides Bot. Mus. Leafl. 7: 79. 1939 - AM, AP, Pl, Centro-Oeste, CC, CSM,CNE ESA 121274
(Baker) Coppens & F.Leal Pineapple: Bot., Prod. & Uses 25 GF
(2003 publ. 2002).
An. comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Syst. Veg., ed. 15 bis 7(2): 1286. - GO, MG, BA, ES, SP, PR, CSM, CNE ESA 121284
Coppens & F.Leal 1830 SC, RS, GF
Pineapple: Bot., Prod. & Uses 28
(2003 publ. 2002)
An. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L.B.Sm.) Bot. Mus. Leafl. 7: 78. 1939 - Norte do Brasil e GF - ESA 121285
Coppens & F.Leal Pineapple: Bot., Prod. & Uses 26
(2003 publ. 2002)
An. comosus (L.) Merr. var. parguazensis Phytologia xvi. 464 (1968) - Norte do Brasil e GF - ESA 121405

(Camargo & L.B.Sm.) Coppens & F.Leal

Pineapple: Bot., Prod. & Uses 26
(2003 publ. 2002)

Adaptado: Martinelli et al. (2008), outras contribui¢Ges incorporadas de Souza et al. (2012). CNE = Corredor do Nordeste; CC = Corredor Central; CSM = Corredor da Serra
do Mar. VU = Vulneravel; RS (SEMA, 2002). GF = Guiana Francesa; Estados Brasileiros: AP = Amapda, AM = Amazonas, BA = Bahia, ES = Espirito Santo, GO = Goias, MS = Mato
Grosso do Sul, MG = Minas Gerais, PB = Paraiba, PR = Parana, PE = Pernambuco, RJ = Rio de Janeiro, RS = Rio Grande do Sul, SC = Santa Catarina, SP = Sdo Paulo






Tabela 2 - Taxons estudados da subfamilia Tillandsioideae/ Bromeliaceae ocorrentes no dominio da Mata Atlantica, suas respectivas obras e
categorias de ameaca, bem como distribuicdo geografica e Corredores de Biodiversidade

Corredores da

Espécies Obra original Categoria de ameaga Ocorréncia biodiversidade Voucher
Alcantarea nahoumii Trop. Subtrop. Pflanzenwelt 91: VU (BRASIL, 2008) BA cC ESA 120986
(Leme) J.R. Grant 13 1995
Vriesea carinata Wawra Oesterr. Bot. Z. 12: 349. 1862 VU (RS 2002) BA, MG, ES, RJ, SP, PR, SC, RS CC, CSM ESA 121404
V. friburgensis Mez Fl. Bras. 3(3): 537. 1894 VU (RS 2002) PE, BA, MG, ES, RJ, SP, PR, SC, RS, CC, CSM ESA 121282

Extra-Brasil
V. michaelii W. Weber Feddes Repert. 93(5): 349. 1982 - Desconhecida - ESA 121280
V. paraibica Wawra Itin. Princ. S. Coburgii. 160. 1883 - RJ, MG CSM ESA 121276
V. simplex Beer Fam. Brom. 97. 1856 - BA, ES, RJ, SP, Extra-Brasil CC, CSM ESA 120989
V. unilateralis Mez Fl. Bras. 3(3): 545. 1894 EP (SP 2004) ES, RJ, SP, PR, SC CC, CSM ESA 121283

Adaptado: Martinelli et al. (2008), outras contribui¢cdes incorporadas de Versieux e Wanderley (2010). CC = Corredor Central; CSM = Corredor da Serra do Mar. EP = Em
Perigo; VU = Vulneravel; RS (RIO GRANDE DO SUL, 2002); SP (SAO PAULO, 2004); Revisdo da Lista Oficial do Brasil (BRASIL, 2008). Estados Brasileiros: AP = Amapa, AM =
Amazonas, BA = Bahia, ES = Espirito Santo, GO = Goids, MS = Mato Grosso do Sul, MG = Minas Gerais, PB = Paraiba, PR = Parand, PE = Pernambuco, RJ = Rio de Janeiro, RS =
Rio Grande do Sul, SC = Santa Catarina, SP = S3o Paulo
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Aechmea Ruiz & Pav.

O género Aechmea Ruiz & Pav. é um dos mais complexos géneros da familia
Bromeliaceae, pertence a subfamilia Bromelioideae e reune cerca de 276 espécies,
distribuidas por toda a América Tropical, sendo 70% na Mata Atlantica (FARIA; WENDT;
BROWN, 2010; LUTHER, 2012). Smith e Downs (1979) dividiram este género em oito
subgéneros: Aechmea Ruiz & Pav., Podaechmea Mez, Platyaechmea (Baker) Baker, Ortgiesia
(Regel) Mez, Pothuava (Baker) Baker, Lamprococcus (Beer) Baker, Macrochordion (de Vriese)

Baker e Chevaliera (Glaudich ex Beer) Baker.

Ananas Mill.

O género Ananas tem como centro de diversidade a regido Amazonica (FERREIRA;
CABRAL, 1993; SOUZA et al., 2012) e sua histéria taxondmica é uma das mais conturbadas da
familia, uma sintese pode ser obtida em Leal, Coopens d’Eeckenbrugge e Holst (1998), que
ressaltam o status insatisfatério da taxonomia do género. Pouquissimas contribuicdes foram
incorporadas a taxonomia apds as propostas de Smith (1939; 1971) e Smith e Downs (1979).
No entanto, Coppens d’Eeckembrugge e Leal (2003), baseando-se em caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas, moleculares e em dados de biologia reprodutiva, propuseram
uma nova classificagdo que reconhece um unico género com duas espécies, a saber: An.
macrodontes Morren e An. comosus (L.) Merril, que inclui cinco variedades botanicas, An.
comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & Leal, An. comosus var. erectifolius (L. B. Smith)
Coppens & Leal, An. comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal, An. comosus var.
parguazensis (Camargo & L. B. Smith) Coppens & Leal, An. comosus var. comosus (L. Merril)
Coppens & Leal.

O abacaxi é o representante de maior importancia econdémica da familia
Bromeliaceae e se constitui uma das fruteiras tropicais mais exploradas economicamente no
mundo, alcancando uma producdo de 21,86 milhdes de toneladas em 2011, sendo
produzido principalmente na Tailandia, Brasil, Costa Rica, Filipinas e india (FAO, 2013). A
producdo brasileira de abacaxi é crescente, tendo alcancado a cifra de 1,58 bilhGes de frutos

em 2011 (IBGE, 2013).
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O uso ornamental de abacaxizeiros vem se destacando nos ultimos anos, gerando
uma demanda, principalmente no mercado externo, que se deve ao exotismo e ao colorido
dos pequenos abacaxis (SOUZA et al., 2009; 2012), ainda que sua exploracdo comercial seja

menos significativa que as cultivares voltadas para a alimenta¢ao (LEME; MARIGO, 1993).

Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms

O género Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms, esta intimamente relacionado ao
género Vriesea, stricto sensu, sendo considerado como um subgénero (MEZ, 1934-1935;
SMITH; DOWNS, 1977) até recentemente. E considerado como endémico da Mata Atlantica
e secundariamente no Cerrado. O bioma Mata Atlantica é considerado um hotspot e com
mais de 90% de drea original devastada, possui 32 espécies, e frequentemente empregadas
por paisagistas como plantas ornamentais em jardins (GRANT, 1995; LUTHER, 2012;
VERSIEUX et al., 2012).

Normalmente estas espécies ocorrem nos afloramentos rochosos, nos dominios da
Mata Atlantica dos Estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao
Paulo, desde o nivel do mar até 1.900 metros de altitude, e em areas de campo rupestre da

Cadeia do Espinhaco, na Bahia e Minas Gerais (VERSIEUX; WANDERLEY, 2007a; 2007b).

Vriesea Lindl.

O género Vriesea é composto de aproximadamente 281 espécies, sendo um dos
maiores na subfamilia Tillandsioideae e o terceiro na familia Bromeliaceae e é dividido em
duas sec0es, Vriesea e Xiphion. Este género tem dois centros de diversidade, um no leste do
Brasil com 84% das espécies, e outro mais ao norte, na América do Sul, América Central e
Caribe (COSTA; RODRIGUES; WANDERLEY, 2009).

As plantas sdo, em sua maioria epifitas, de tamanho varidvel, com folhas sem
espinhos, péndulas ou firmes, totalmente verdes ou com manchas densas, cobertas por
tricomas. As inflorescéncias sdo duradouras e possuem flores de diferentes coloracdes. As
inflorescéncias podem ser em forma de espiga, panicula, curvadas ou péndulas (SMITH;
DOWNS, 1977). Este género apresenta grande potencial ornamental, com vdrias espécies e

hibridos ja disponiveis no mercado.
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3.2. Afloricultura

A floricultura comercial é uma atividade profissional e empresarial de producado,
comércio e distribuicio de flores e plantas ornamentais, representa um dos mais
promissores segmentos do agronegdcio brasileiro (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011). Além do
aspecto social, principal gerador de empregos, renda e fixagdo do homem no campo, a
floricultura é uma atividade agricola de exploragdo intensiva, que envolve uma complexa
cadeia produtiva. Engloba, a producdo e comercializacdo de folhagens e flores de corte,
plantas de vaso e de mudas, cujo mercado tem potencial para obter bons retornos
econdmicos, com grandes possibilidades de expansao futura (CURTI, 2011).

Entre os aspectos que contribuem para sua expansao estdo as condicdes climaticas
do Brasil que favorecem o cultivo de flores, tanto de clima temperado como tropical. Em
funcdo dessa diversidade climatica é possivel produzir flores, folhagens e outros derivados,
durante todo o ano (FRANCA; MAIA, 2008).

A capacidade de geracdo de emprego e renda da floricultura é muito grande,
empregando aproximadamente 120 mil pessoas, com 80% da mado de obra formada por
mulheres, além de 18,7% do total, ser de origem familiar (VENCATO, 2006; JUNQUEIRA;
PEETZ, 2011). Entre as atividades agricolas, a floricultura destaca-se por empregar, em
média, de 10 a 15 funcionarios por hectare, superando em dez vezes os demais cultivos
(VENCATO, 2006). Um adicional importante é a geracdo de empregos permanentes, devido
as peculiaridades do manejo, que exige mao de obra especializada em muitas etapas do
cultivo ndo compensando, dessa forma o uso de mado de obra tempordaria (JUNQUEIRA;
PEETZ, 2008).

Segundo estimativas, nos ultimos anos, a atividade passou a agregar perto de 8 mil
produtores, em propriedades com tamanho médio de 1,45 hectares, em area de 11.400
hectares (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011), geram ao redor de 170.000 empregos diretos, divididos
em 49,4% na producado, 3,5% na distribuicdo, 40,0% no varejo e 7,1% em outras funcdes de
apoio (VENCATO, 2006).

O mercado mundial de flores e plantas ornamentais, incluindo o mercado interno
dos diferentes paises e suas exportacdes, esta atualmente avaliado em USS 107 bilhdes
anuais, com uma producdo mundial de flores ocupando uma area estimada de 190 mil

hectares (JUNQUEIRA; PEETZ, 2012).
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Segundo o “United Nations Commodity Trade Statistics Database”, em 2012, o fluxo
no comércio internacional dos produtos da floricultura, foi de USS 16,5 bilhdes, com
concentracdo de importacGes pela ordem decrescente de valor, pela Alemanha (18,19%),
Estados Unidos (11,28%), Holanda (10,68%), Reino Unido (9,20%), Franca (7,65%), entre
outros. As exportagdes movimentaram em torno de USS 15,7 bilhdes, com concentragdo da
Holanda (66,06%), Alemanha (5,78%), Bélgica (5,55%), Estados Unidos (2,53%), Espanha
(2,05%), entre outros (COMTRADE, 2013).

A balanga comercial brasileira de flores e plantas ornamentais somaram em 2012, o
total de exportacdes de USS 26,07 milhdes, uma reducdo de 7,81% sobre os valores
vendidos no mercado internacional no ano anterior (USS 28,28 milhdes). As importacdes
atingiram USS 40,33 milhdes, com um saldo negativo de USS 14,26 milhdes (COMTRADE,
2013).

O mercado de produtos da floricultura estd segmentado em quatro grupos, flores e
botdes cortados frescos ou secos (40,72%), plantas ornamentais e suas mudas (43,24%),
bulbos, tubérculos e raizes (9,90%) e as folhagens, folhas e ramos cortados frescos (6,14%)
(COMTRADE, 2013).

Os paises em desenvolvimento sdo os que mais se destacam no aumento da
producao e oferta. Alguns paises da América Central e do Sul lograram ganhar espa¢o no
mercado mundial e elevaram a producdo de flores em um ritmo superior a média. Isso deve-
se, segundo o “Ministry of Agriculture, Food & Fisheries” do Canada (2003), a custos de
producdo menores, seja em razdao de condicdes climaticas favoraveis, baixos salarios e
também, baixos custos de transporte, como é o caso da Colémbia, o segundo maior
exportador de flores de corte, depois da Holanda.

Atualmente, as flores tropicais, com destaque as bromélias, orquideas e heliconias,
tém se destacado no setor de floricultura, com vantagens na comercializacdo em relacdo as
flores de regides temperadas, devido, principalmente ao aspecto exodtico, exuberancia,
beleza, alta durabilidade pds-colheita e grande aceitacdo do mercado externo. O custo de
aquisicdo é menor e sdo muito valorizadas para decoragdo de grandes e pequenos espacos
(AKI; PEDROSA, 2002; LOGES et al., 2005).

De acordo com Cathcart (1995), a Europa é um polo importante na producdo de
bromélias, tendo como destaque a Holanda e Bélgica. Outros centros importantes de

producdo e comercializacdo de bromélias sdo os estados da Flérida, Califérnia e Hawaii, com
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uma producdo comercial de aproximadamente oito espécies e alguns hibridos
movimentando um mercado estimado de USS 20 milhdes por ano. Infelizmente, ndo ha

nenhuma informacao atualizada desde Cathcart (1995).

3.3. Biologia reprodutiva e hibridacdes

Na floricultura, a hibridacdo é uma importante fonte de variacdo genotipica
(VERVAEKE; DEROOSE; DE PROFT, 2003; VERVAEKE et al., 2002a; 2003a; 2004a). Hibridagdes
interespecificas e intergenéricas permitem criar gendtipos com novas combinagbes de
formas e cores (VERVAEKE et al., 2001; 2004a). Uma etapa primordial para o sucesso na
hibridacao interespecifica e intergenéricas refere-se a viabilidade dos cruzamentos, somente
podendo ser confirmada através da realizacdo dos mesmos e confirmacdo da obtencdo de
sementes.

Os primeiros registros de hibridacdes em Bromeliaceae foram relatados em 1879, por
Eduard Morren com o género Vriesea (SAMYN, 1995). Em anos subsequentes, alguns relatos
foram apresentados pela Sociedade Internacional de Bromélias “Bromeliad Society
International” no “Journal of the Bromeliad Society” sobre a obtencdo de alguns hibridos
interespecificos e intergenéricos. Ainda assim, apenas uma pequena porcentagem entre as
numerosas combinacbes possiveis ja foram testadas, e dentre elas, nem todas
apresentaram sucesso.

Smith (1983) apresenta um levantamento detalhado de hibridos intergenéricos
disponiveis na literatura e em coleg¢des particulares, no qual relata algumas combinac¢des
envolvendo as espécies e géneros relatados neste trabalho, a exemplo: Anamea (Aechmea x
Ananas), Anagelia (Ananas bracteatus x Neoregelia carolinae), Androleachmea (Androlepis
skinmeri x Aechmea fasciata), Cryptmea (Achmea fasciata x Cryptantus beickeri), Nidumea
(Nidularium ssp. x Aechmea fasciata), Orthomea (Orthophytum navioides x Aechmea
fasciata), Quesmea (Quesnelia marmorata x Aechmea fasciata; Quesnelia testudo x
Aechmea distichantha), entre outros. Esse mesmo autor relata a dificuldade de obtencdo de
informacgdes e sua preocupagdao com o detalhamento das informacgdes descritas.

A maioria das espécies de bromélias é polinizada por beija flores, pela atracdo das
bracteas vistosas e coloridas e pela presenca de néctar abundante. Morcegos também sao

importantes agentes polinizadores, pela presenca de odor forte em muitas flores de antese
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noturna. Além da ornitofilia e quiropterofilia sdo referidos outros tipos de polinizacdo por
borboletas, abelhas e besouros (SAZIMA; BUZATO; SAZIMA, 1995; SIQUEIRA FILHO;
MACHADO, 2001).

Cruzamentos entre Vriesea splendens (Bobgn.) Lem. x Tillandsia cyanea E. Morren e
V. splendens x Guzmania lingulata Mez, produziram hibridos estéreis (VERVAEKE et al.,
2004a). A falta de informagbes a respeito da sua biologia floral e desenvolvimento
reprodutivo tem sido uma barreira para a obtencdo de novas combinacbes entre as
Bromeliaceae.

Matallana et al. (2010) em estudo com 40 espécies de 11 géneros e duas subfamilias,
verificou que dentro da subfamilia Bromelioideae, 40% das espécies sdo autoincompativeis.
Para a Tillandsioideae, apenas uma espécie (6%) foi autoincompativel. Esses mesmos
autores fizeram um levantamento bibliografico em 20 artigos e observaram que 26% (10/39)
das espécies das subfamilias Bromelioideae (6/8), Tillandsioideae (3/22) e Pticarnioideae
(1/9) sdo autoincompativeis. Muitas espécies apresentam alogamia como sistema
reprodutivo preferencial, além de serem dependentes de agentes polinizadores para a
fertilizacdo (SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2001; CASCANTE-MARIN et al., 2005; LENZI;
MATOS; ORTH, 2006).

Siqueira Filho e Machado (2001), observaram que Canistrum aurantiacum é
autocompativel, porém a producdo de sementes é maior quando ocorre polinizacdo por
beija-flores, em relagdo a autopolinizacdao. Algumas espécies autocompativeis, como Dyckia
tuberosa (Vell.) Beer, liberam seu pélen ainda na pré-antese (VOSGUERITCHIAN; BUZATO,
2006). H4 também espécies cuja antese ocorre em periodo noturno (Vriesea gamba F. ).
Mueller), sendo estas polinizadas por morcegos (SAZIMA; BUZATO; SAZIMA, 1995).

Em abacaxi vdrios cruzamentos vém sendo realizados na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, com éxito no que diz respeito ao potencial ornamental desta espécie (SOUZA,
et al., 2009; SOUZA, 2010). Estes autores buscam hibridos para vaso, paisagismo, folhagens,
flores de corte e minifrutos. O sucesso destes depende diretamente dos parentais
envolvidos nos cruzamentos. Para minifrutos os autores utilizaram a variedade de abacaxi
ananassoides, por possuir porte reduzido e frutos pequenos, a variedade bracteatus foi
utilizada para paisagismo e folhagem, ambas com espinhos. A auséncia de espinho em
abacaxi estd na variedade erectifolius, parental indicado para todos os cruzamentos

envolvendo esta espécie.
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Nas hibridacGes voltadas para ornamentais buscam-se plantas com maior
durabilidade e longevidade na inflorescéncia, cores mais acentuadas, porte reduzido,
resisténcia as principais pragas e doencas, florescimento uniforme, maior adaptabilidade em
diferentes condi¢Ges ambientais além da auséncia de espinhos, sendo este um entrave no
manejo e comercializacdo dessas espécies.

Estudos sobre possiveis barreiras a hibridagdo em Bromeliaceae e formas de supera-
las foram descritas por Vervaeke et al. (2001; 2002a; 2002b) que observaram barreiras pré e
pos-zigdticas como algumas anomalias no estilete principalmente na regido basal;
comprimento desigual do estilete e tubo polinico; morfologia e tamanho do grao de pdlen;
ndao germinagdo do grao de pdlen sobre o estigma devido a hidratagao insuficiente, ou
descontrolada, ou a falta de nutrientes (principalmente calcio e boro); auséncia de fatores
quimiotrépicos na regido da micrdpila; degeneracdo precoce do embrido e endosperma,
além de outros fatores referentes a polinizagdo como hordrio de maior receptividade do
estigma e polinizadores. Estes autores relatam a necessidade de novas investiga¢des quanto
as barreiras, principalmente sobre as formas para supera-las.

De forma geral, o grau de parentesco indicado pela posicdo taxondmica é o critério
mais util para orientar as hibridacdes. Falhas na obtencdo de hibridos F1 pode ser resultado
da nao fertilizagdo ou aborto do embrido em diferentes fases de desenvolvimento, desde as
primeiras divisdes embriondrias até a maturidade, devido a incompatibilidade de genes
(alelo-S) presentes no nucleo ou mesmo no citoplasma (VERVAEKE et al., 2001). Estas falhas
costumam ser classificadas como barreiras pré-zigdticas, as quais, ocorrem pela
incapacidade de germinacdo do grao de pdélen no estigma, ou pela inibicdo do crescimento
do tubo polinico no estilete (VERVAEKE et al., 2002b).

No caso das barreiras pré-zigdticas algumas metodologias vém sendo utilizadas em
plantas ornamentais para superd-las, como a remocdo parcial do estilete antes da
polinizacdo (VERVAEKE et al., 2004b; 2004c; 2005), polinizacdo placental in vitro
(CASTANHO; DE PROFT, 2000) e enxertos placentais in vitro (LEDUC; DOUGLAS, MONNIER,
1992).

Segundo Allard (1971) o aborto do zigoto ou embrido é considerado uma barreira
pos-zigbtica e pode ser gerado pela incompatibilidade de tecidos do embrido com o
endosperma ou do évulo com o ovario da planta mae. Essas barreiras podem ser superadas

pelo cultivo in vitro do embrido hibrido ou do évulo (VERVAEKE et al., 2004a; 2004b).
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Outro fator limitante para a ampliacdo da producdo de hibridos em bromélias é a
falta de informacgdes a respeito de sua biologia floral e sistema reprodutivo (MARTINELLI,

2000).

3.4. Palinologia

Caracteristicas morfopolinicas foram usadas pela primeira vez para a sistematica de
Bromeliaceae por Mez (1891-1894; 1896). Mez (1934-1935) caracterizou trés subfamilias de
acordo com o padrdo de abertura do grao de pdlen.

Considerando o tamanho desta familia, poucos sdao os estudos publicados sobre a
morfologia e ultraestrutura polinica a exemplo de Ehler e Schill (1973), Erdtman e Praglowski
(1974), Wanderley e Melhem (1991), Halbritter (1992), Halbritter e Till (1998), Tardivo e
Rodrigues (1998), Vervaeke et al., (2003b), Souza, Medonc¢a e Gongalves-Mendonca (2004) e
Moreira, Cruz-Barros e Wanderley (2005). Esses autores estudaram aproximadamente 750
espécies e utilizaram diferentes técnicas microscopicas para a caracterizacdo dos graos de
pdlen com o intuito de dar subsidios a taxonomia desta familia.

A morfologia e a ultraestrutura polinica tem oferecido importantes dados para a
taxonomia e melhoramento genético de Bromeliaceae, auxiliando na melhor definicdo da
delimitacdo genérica e de espécies, como pode ser observado nos trabalhos desenvolvidos
por Erdtman e Praglowski (1974); Wanderley e Melhem (1991); Souza, Medonca e
Goncalves-Mendoncga (2004); Moreira, Cruz-Barros e Wanderley (2005).

A viabilidade do grdao de pédlen, medida da fertilidade masculina, pode ser
determinada através de diferentes técnicas. Estas podem ser agrupadas em métodos
diretos, tais como a inducdo da germinacdo in vitro (DUTRA et al.,, 2000; PARTON et al.,
2002; GOMES et al., 2003; PIO et al., 2007) e in vivo (OLIVEIRA; MAUES, KALUME, 2001) ou
métodos indiretos baseados em parametros citoldgicos como a coloracdo (SHIVANNA;
RANGASWAMY, 1992; KEARNS; INOUYE, 1993).

Dentre os corantes mais utilizados destacam-se o carmim acético, sudan 1V, azul de
anilina, azul de algodao, iodeto de potdssio (STANLEY; LINSKENS, 1974) e 2,3,5-cloreto-de-
trifeniltetrazélio (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992), os quais promovem diferencas na

coloracdo dos graos de pdlen, fornecendo resultados de forma rapida e com baixo custo.
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Apesar de serem procedimentos simples, rapidos e baratos, os testes histoquimicos
nao fornecem informagdes sobre a capacidade de germinagdo dos graos de pdlen. Esse
aspecto pode ser determinado através da germinacao in vitro (SOARES et al., 2008).

A germinacgao in vitro é o método mais utilizado para determinar a fertilidade dos
grdos de pélen, permitindo o desenvolvimento do tubo polinico. O sucesso da germinacao in
vitro depende de varios fatores como: espécie vegetal, estado nutricional das plantas,
hordrio e método de coleta dos graos de pdlen, fotoperiodo, temperatura, periodo de
incubagdo e composi¢cdo do meio de cultura (TAYLOR; HEPLER, 1997; SOARES et al., 2008).
Ajustes na composicdo dos meios de cultura devem ser feitos para cada espécie
(BREWBAKER; KWACH, 1963; DAFNI, 1992).

Para se obter estimativas confidveis de viabilidade do grdao de pdlen, é necessdrio
dispor de um meio de cultura que possibilite a expressdo do seu potencial fisiolégico para a
formacao do tubo polinico. Diferentes meios de cultura para a germinacdo in vitro de graos
de pdlen sdo relatados para um grande nimero de espécies, com considerdvel variacdo intra
e interespecifica (PFAHLER; PEREIRA; BARNETT, 1997; PARTON et al., 2002).

A germinacao in vitro de graos de pdlen de diferentes espécies vegetais é realizada
em meio de cultura contendo carboidratos e substancias estimulantes da germinacao
(micronutrientes e hormonios). Muitas substancias organicas e inorganicas como sacarose,
acido bdrico, nitrato de calcio, nitrato de potdssio e sulfato de magnésio exercem efeitos na
germinacao in vitro dos graos de pélen (BREWBAKER; KWACK, 1963; PARTON et al., 2002).

Entretanto, algumas observagdes devem ser consideradas na escolha do teste de
viabilidade, ja que no caso do uso de corantes, estes podem reagir com estruturas ou
constituintes quimicos, confundindo os resultados obtidos (STANLEY; LINSKENS, 1974). Por
outro lado, a germinacgao in vitro nao é um método conclusivo, ndo garantindo a fertilizacao,

sendo a fertilizacdo in vivo o método mais eficiente.

3.5. Receptividade do estigma

A receptividade do estigma também é fator fundamental para determinar o melhor
periodo de deposicdo dos graos de pdlen na flor e obtencdo de sucesso nas hibridacdes. O
estigma, normalmente, dependendo da espécie de planta, produz substancias viscosas que

promovem a aderéncia dos graos de pdlen, hidratacdo, germinagao e crescimento do tubo
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polinico dentro do estigma, essa caracteristica contribui para provavel fertilizacdo, com
formacao de frutos e sementes (ALMEIDA, 2007). A presenca de esterases e peroxidases na
superficie do estigma tem sido considerada um indicativo de receptividade (DAFNI; MAUES,
1998).

Dentre os testes mais utilizados destaca-se o teste com perdxido de hidrogénio
(H20,) por sua facilidade de conducgdo, aplicabilidade, obtengcdo de material, diagndstico
facilitado e baixo custo. O perdxido de hidrogénio indica a receptividade através da
formacao de bolhas de ar, é um método simples e barato, porém a presenga de qualquer
dano ao tecido, pode levar a um falso resultado (KEARNS; INOUYE, 1993). Outros métodos
de receptividade do estigma sdo descritos na literatura, como o caso da reacdo de benzidina
+ perdxido de hidrogénio (DAFNI, 1992), cuja rea¢do forma uma colora¢do azul escuro com
presenca de bolhas de ar e a reagdo de a-naftil-acetato com fast blue B salt que com a
reacao de esterase, apresentam estigmas receptivos corados de preto, ou uma coloragdo

escura (KEARNS; INOUYE, 1993).

3.6. Conservacdo de graos de pdlen

A possibilidade de conservacdo de graos de pdlen pode contribuir grandemente para
a realizacdo de hibridagdes interespecificas e intergenéricas, considerando-se que a falta de
sincronia nos periodos de florescimento estd entre os principais problemas detectados para
a realizagdo de cruzamentos nesta familia, além de que, esses mesmos estudos podem servir
para a conservacao de recursos genéticos, producdao de haploides, estudos com pdlen
recalcitrante, bioquimicos, fisioldgicos e alergénicos (CONNOR; TOWILL, 1993; BAJAJ, 1995;
GROUT; ROBERTS, 1995).

Métodos convencionais de armazenamento de grdos de pdlen envolvendo baixas
temperaturas e umidades sdo descritos para varias espécies (GANESHAN, 1986; YATES;
SPARKS, 1989; SACKS; ST’'CLAIR, 1996; HONDA; WATANABE; TSUTSUI, 2002; LORA et al.,
2006; VENDRAME et al., 2008; BETTIOL NETO et al., 2009). Estudos com criopreservacdo de
polen também foram aplicados para diferentes espécies, considerando-se diferentes
métodos de crioprotecdo (TAl; MILLER, 2002; VENDRAME et al., 2008). Ainda que existam
poucos trabalhos com conservacdo de grdos de pdlen de bromeliaceas, alguns resultados

foram obtidos por Parton, Deroose e De Proft (1998) e Parton et al. (2002) em Ae. fasciata,
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Ae. chantinii, Vriesea ‘Leen’, Vriesea ‘Christiane’, Tillandsia cyanea, Pitcairnia herdee, com
bons resultados, utilizando temperaturas ultrabaixas. A comprovag¢dao da viabilidade foi
realizada pela germinacdo in vitro.

Na maioria dos estudos sobre conservagao de graos de pdlen de diferentes espécies,
no entanto, os testes de viabilidade sdo limitados apenas a germinacdo in vitro ou avaliacdes
histoquimicas, sem a avaliagdo sobre a capacidade de geragdo de sementes através de
cruzamentos e hibridagdes.

A manutenc¢do da viabilidade de graos de pdlen além do periodo de conservagao
depende principalmente de fatores como o estagio fisiolégico da flor, temperatura e
umidade relativa do ambiente de armazenamento, do grau de umidade do grao de pdlen,
dentre outros (AKIHAMA; OMURA; KOSAKI, 1979; SOARES et al., 2008).

A conservacao, seja para fins de melhoramento ou de preservacao de germoplasma,
tem por objetivo preservar a viabilidade de grdaos de pdlen armazenados e, por isso, é
importante o monitoramento dessa capacidade antes, durante e depois da conservacao.
Dessa forma, pode-se estabelecer o periodo maximo em que os graos de pélen podem ser
conservados sem perder a capacidade de germinacdo e fertilizacdo, tornando-se uma
importante ferramenta para o melhoramento e para o intercambio de germoplasma
(DAMASCENO JUNIOR et al., 2008; GANESHAN et al., 2008).

Em casos de ultracongelamento, o teor de umidade no grdo de pdlen pode ser
determinante para sua sobrevivéncia e para a manutencdo de sua viabilidade, pois a
formacao de cristais de gelo durante o periodo de armazenamento pode causar rompimento
de tecidos, danificando sua estrutura (YATES; SPARKS, 1989; TAYLOR; HEPLER, 1997;
GANESHAN et al., 2008). Tratamentos de desidratacdo sdo indicados para evitar este evento,
ainda que a retirada excessiva de dgua dos tecidos possa inviabilizar o grao de pdlen, ficando
evidente a necessidade de cuidados nesta etapa (BENSON, 2008).

Para atingir o ponto ideal de desidratacdo, varios estudos prévios devem ser
realizados com o material vegetal. Parton, Deroose e De Proft (1998) e Parton et al. (2002)
reduziram a umidade das anteras por quatro horas em silica gel e obtiveram resultados
satisfatorios. Na germinacdo, Towill (1985) relatou que para uma criopreservacao eficiente
de graos de pdélen o teor de umidade deve ser reduzido para 15 a 20%.

A viabilidade dos graos de pdlen conservados para cruzamentos deve estar em torno

de 50 a 80% e apresentar tubos polinicos bem desenvolvidos (SCORZA; SHERMAN, 1995). A
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medida em que o grdo de pdlen envelhece, a porcentagem de germinacao e o comprimento
dos tubos polinicos decrescem. O objetivo, com a conservagao é que ndo ocorra esse
processo de envelhecimento e o pélen possa manter sua viabilidade dentro dos limites para

seu posterior uso.

3.7. Compostos volateis

As plantas sdao importantes fontes de moléculas biologicamente ativas e tém a
capacidade de sintetizar substancias para as principais func¢des vitais, através do
metabolismo primario, tais como producdo de celulose, lignina, proteinas, lipidios, acucares,
entre outras moléculas. No metabolismo secundario, uma das principais funcdes, é a
biossintese de estruturas complexas como alcaloides, terpendides e derivados de

fenilpropandides (ALVES, 2001).

Estes metabdlitos secundarios ou compostos volateis desempenham um papel vital
no ciclo de vida das plantas, principalmente na atracdo de polinizadores e disseminadores de
sementes, garantindo assim a reprodugdo das plantas e o sucesso evolutivo (PICHERSKY;
GERSHENZON, 2002; REINHARD; SRIVIVASAN; ZHANG, 2004), além disso, possuem atividade
biolégica antimicrobiana e anti-herbivoria, que podem diretamente repelir microrganismos e
animais ou atrair predadores naturais, protegendo indiretamente a planta através de
interacdes tritréficas (MORAES; MESCHER; TUMLINSON, 2001; HAMMER; CARSON; RILEY,
2003; ARAB; BENTO, 2006), sugerindo seu envolvimento na protecdo das partes

reprodutivas das plantas durante a floracao.

Outra grande importancia é a utilizacdo desses compostos na industria de alimentos,
de cosméticos, perfumaria, quimica e farmacéutica (CHENG, 2010; DARJAZI, 2011; PAIBON
et al., 2011; VERMA; PADALIA; CHAUHAN, 2011), particularmente com o aumento da
preferéncia do consumidor por aditivos alimentares naturais e outros compostos de origem
biolégica (HUANG; LEE; CHOU, 2001).

A maioria das Bromeliaceae possuem flores inodoras, exceto em alguns poucos casos
relatados por Siqueira Filho (1998), Siqueira Filho e Machado (2001), Araujo, Fischer e
Sazima (2004) e Canela e Sazima (2005). Nestas espécies o odor é geralmente doce e suave e

estd associado a polinizacdao por abelhas. Por sua vez, Encholirium glaziovii Mez. e algumas
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espécies de Vriesea, apresentam odor desagraddvel e copiosa quantidade de néctar, sendo
visitadas por morcegos (SAZIMA; VOGEL; SAZIMA, 1989; SAZIMA; BUZATO; SAZIMA, 1995) ja
Bromelia antiacantha Bertol. apresentou um odor forte e adocicado que diminuiu ao longo

do dia (CANELA; SAZIMA, 2005).

Varios estudos com o intuito de identificar e quantificar compostos volateis em flores
vém sendo realizadas para diversas espécies, a exemplo: Echinacea Moench (MAZZA;
COTTRELL, 1999); Caesalpinia echinata Lam. (REZENDE et al., 2004); Rosa rugosa Thunb.
(FENG et al., 2010); Gentiana L. (LEE et al., 2010). Estes compostos volateis sdo constituidos
principalmente por terpendides, fenilpropandides, hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos,
cetonas, éteres e ésteres e derivados de acidos graxos, e representam cerca de 1% dos
metabdlitos secundarios conhecidos de plantas (DUDAREVA; PICHERSKY; GERHENZON,
2004).

Compostos volateis em Bromeliaceae tém sido estudados ha mais de 60 anos e estd
restrito apenas para o género Ananas, especificamente relacionados aos frutos. Diversos
autores ja identificaram mais de 280 compostos, e os mais abundantes sdo os ésteres,
terpenos, cetonas e aldeidos (TEAI et al., 2001; TOKITOMO et al., 2005; TOKITOMO, 2007;
LIU et al., 2008; WEI et al.,, 2011). Com o melhor dos nossos conhecimentos, esta é a
primeira vez que estudos relacionados a compostos volateis em flores de Bromeliaceae é

apresentado.
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Capitulo 1

Morfologia e viabilidade de graos de pdélen em Bromeliaceae

Aechmea fasciata Baker — Germinacao in vitro de graos de pdlen observados em estereomicroscopio
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4. MORFOLOGIA E VIABILIDADE DE GRAOS DE POLEN EM BROMELIACEAE

RESUMO

A caracterizacdo morfoldgica dos grdaos de pdlen é importante na taxonomia, conservacao e
melhoramento, assim como, os estudos da viabilidade polinica fornecem subsidios ao
melhoramento genético. Este estudo investigou a morfologia polinica e a fertilidade
masculina de 18 espécies de Bromeliaceae: Aechmea bicolor, Ae. bromeliifolia, Ae.
distichantha, Ae. fasciata, Ae. nudicaulis, Ananas macrodontes, Ananas sp., An. comosus var.
ananassoides, An. comosus var. bracteatus, An. comosus var. erectifolius, An. comosus var.
parguazensis, Alcantarea nahoumii, Vriesea carinata, V. friburgensis, V. michaelii, V.
paraibica, V. simplex e V. unilateralis. Para caracterizacdo morfoldgica, graos de pdlen foram
preparados por acetdlise latica (ACLAC 40) e observados em microscopio de luz. A
caracteriza¢do da exina foi realizada por microscopia eletrénica de varredura e transmissao.
A germinacao in vitro dos graos de pdlen foi realizada em quatro meios diferentes (BM, BK,
MBK e SM) e a viabilidade foi comparada em trés testes histoquimicos (Alexander, carmim
acético e Sudan IV). As espécies dos géneros Aechmea e Ananas apresentaram graos de
polen de tamanho médio, com excecdo de Ae. fasciata e An. macrodontes com graos de
polen de tamanho grande. Al nahoumii e as espécies de Vriesea apresentaram graos de
polen de tamanho grande, com excecdo da V. carinata com grdos de pdlen muito grandes.
Grdos de podlen de Aechmea e Ananas apresentaram simetria bilateral, ambito de ovalado a
esferoidal, 2-porados com exina variando de tectada (Ae. bicolor, Ae. bromeliifolia e Ae.
distichantha) a semitectada (Ae. fasciata, Ae. nudicaulis e Ananas). Al. nahoumii e as
espécies de Vriesea possuem graos de pdlen 1-colpado, com simetria bilateral, ambito
eliptico com exina semitectada, reticulada e heterobrocada. As maiores porcentagens de
germinacdo e comprimento do tubo polinico foram obtidas em meios de cultura SM e BK
guando comparadas com os meios BM e MBK, para todas as espécies. Os testes
histoquimicos resultaram em altas taxas de viabilidade dos grdos de pdlen para todas as
espécies, com valores acima de 70%, com excegdao do Ananas sp. com viabilidade abaixo de
40%. A caracterizagao morfopolinica constitui um importante elemento na identificagao de
géneros e espécies, especialmente nesta familia que apresentam grande numero de
espécies com controvérsias taxondémicas. Altas taxas de germinacdo e de viabilidade polinica
favorece a fertilizacdo e consequentemente producdo de sementes, caracteristicas essas,
essenciais para a producao de hibridos e conservacao de espécies.

Palavras-chave: Aechmea. Alcantarea. Ananas. Germinagdo in vitro de graos de pdélen.

Histoquimica. Vriesea.
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MORPHOLOGY AND VIABILITY OF POLLEN GRAINS IN BROMELIACEAE
ABSTRACT

Pollen morphology characterization is important in taxonomy, conservation and plant
breeding, and pollen viability studies can support breeding programs. This study investigated
pollen morphology and male fertility in 18 species of Bromeliaceae: Aechmea bicolor, Ae.
bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae. fasciata, Ae. nudicaulis, Ananas macrodontes, Ananas sp.,
An. comosus var. ananassoides, An. comosus var. bracteatus, An. comosus var. erectifolius,
An. comosus var. parguazensis, Alcantarea nahoumii, Vriesea carinata, V. friburgensis, V.
michaelii, V. paraibica, V. simplex and V. unilateralis. For morphological characterization,
pollen grains were prepared by lactic acetolysis (ACLAC 40) and observed under the light
microscope. Characterization of exine was done using scanning and transmission electron
microscopy. Pollen germination was analyzed in vitro in four different media (BM, BK, MBK
and SM), and viability was done comparing three histochemical tests (Alexander,
acetocarmine and Sudan 1V). Species belonging to Aechmea and Ananas genera presented
medium size pollen grains, except for Ae. fasciata and An. macrodontes, with large pollen
grains. Al. nahoumii and the Vriesea species analyzed showed large pollen grains, except for
V. carinata with very large pollen grains. Pollen grains of Aechmea and Ananas presented
bilateral symmetry, ovate shape, biporate, exine, varying from tectate (Ae. bicolor, Ae.
bromeliifolia and Ae. distichantha) to semitectate (Ae. fasciata, Ae. nudicaulis and Ananas).
Al. nahoumii and Vriesea species presented pollen grains with bilateral symmetry, elliptical
shape, monocopate; exine is semitectate, reticulate and heterobrochate. Germination
percent and tube growth were higher in SM and BK media than in BM and MBK, for all
species. Histochemical tests showed pollen viability above 70% for all species, except for
Ananas sp., with viability below 40%. Pollen morphology characterization is important in the
identification of genera and species, especially in this family with a large number of species,
still with some controversies in its taxonomy. High rates of pollen germination and viability
favor fertilization and consequently seed production, essential for efficient hybrid
production and species conservation.

Keywords: Aechmea. Alcantarea. Ananas. In vitro pollen germination. Histochemical.
Vriesea.
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4.1. Introdugao

A familia Bromeliaceae Juss, pertence a ordem Poales (APG Ill, 2009), possui cerca de
58 géneros e 3.352 espécies (LUTHER, 2012) e constitui a maior familia de distribuicdo
natural restrita ao Novo Mundo, com exceg¢do de Pitcairnia feliciana (Aug. Chev.) Harms &
Mildbr, nativa da Guiné (SMITH; DOWNS, 1974; 1977, 1979; GIVINISH et al., 2007; 2011). A
familia tem ocorréncia praticamente em todo territério nacional e em todos os
ecossistemas, sendo que na regido Sudeste apresenta a maior diversidade, principalmente,
na regido da Mata Atlantica, destacando o pais como o que apresenta a maior
biodiversidade desta familia de plantas (LEME; SIQUEIRA FILHO, 2006).

Tradicionalmente sdo aceitas trés subfamilias em Bromeliaceae (SMITH; DOWNS,
1974; 1977; 1979): Bromelioideae, Tillandsioideae e Pitcairnioideae, porém apenas as duas
primeiras sdao monofiléticas (TERRY; BROWN; OLMSTEAD, 1997, HORRES et al.,, 2007;
GIVINISH et al.,, 2004; 2007; 2011). Assim, baseando-se nas hipdteses filogenéticas e
moleculares, Givinish et al. (2007; 2011) propuseram uma nova divisdo para a familia na qual
os diferentes clados referentes a antiga Pitcairnioideae, sdo tratados como diferentes
subfamilias. Desta forma, esta familia passa a ter oito subfamilias: Brocchinioideae,
Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e
Tillandsioideae.

O grdo de pdlen como estrutura responsavel pela transferéncia do material genético
masculino, por suas caracteristicas Unicas e pelo papel que representa para as espécies, tem
sido foco de estudos variados para muitas espécies (HESSE et al., 2009).

Em Bromeliaceae, os estudos referentes a morfologia polinica tém oferecido
importantes dados para a taxonomia, auxiliando na melhor definigdo da delimitagao
genérica e de espécies muito semelhantes (HALBRITTER, 1992; BARFUSS et al., 2005).

Caracteristicas morfopolinicas foram usadas pela primeira vez para a sistemdtica de
Bromeliaceae por Mez (1891-1894; 1896). Entretanto, considerando o tamanho desta
familia, e que alguns estudos sobre morfologia polinica ja foram relatados na literatura, a
exemplo de Ehler e Schill (1973), Erdtman e Praglowski (1974), Wanderley e Melhem (1991),
Halbritter (1992), Halbritter e Till (1998), Tardivo e Rodrigues (1998), Vervaeke et al. (2003),
Souza, Mendonca e Gongalves-Mendonca (2004) e Moreira, Cruz-Barros, Wanderley (2005),

a demanda por ampliar estes conhecimentos para mais espécies é significativa. Esses
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autores estudaram aproximadamente 750 espécies e utilizaram diferentes técnicas
microscopicas para a caracterizacao dos grdaos de pdlen com o intuito de dar subsidios a
taxonomia desta familia.

Por outro lado e em adi¢dao aos estudos de morfologia, os conhecimentos sobre a
viabilidade e longevidade do grao de pdlen sdo cruciais para os trabalhos de conservacao e
subsidiam o melhoramento genético de varias espécies. Além deste aspecto, a conservagao
de pdlen também é importante para pesquisas basicas, estudos de alergenicidade, estudos
de cruzabilidade, assim como para o intercambio e preservacao de germoplasma (HANNA,
1994; VOLK, 2011).

O grdo de pdlen conservado, por sua vez, deve ter sua viabilidade preservada e por
isso a necessidade de monitoramento dessa capacidade antes, durante e depois do
armazenamento. Dessa forma, pode-se estabelecer o periodo maximo em que os graos de
poélen podem permanecer conservados sem perder suas propriedades e, portanto, sua
capacidade de germinacdo e seu uso.

A viabilidade polinica pode ser determinada por meio de diferentes técnicas, que
podem ser agrupadas em métodos diretos, tais como a germinacdo in vitro (DUTRA et al.,
2000; PARTON et al., 2002; GOMES et al., 2003; PIO et al., 2007) e in vivo (OLIVEIRA; MAUES;
KALUME, 2001), ou métodos indiretos baseados em parametros citolégicos como a
coloracdo (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992; KEARNS; INOUYE, 1993). Apesar de serem
procedimentos simples, rdpidos e baratos, os testes histoquimicos ndao fornecem
informacdes sobre a capacidade de germinacdo dos graos de podlen. Esse aspecto pode ser
determinado através da germinacao in vitro e in vivo (SOARES et al., 2008).

A germinagdo in vitro é o método mais utilizado para determinar a fertilidade dos
graos de pélen, permitindo o desenvolvimento do tubo polinico. O sucesso da germinacgao in
vitro depende de varios fatores, como a espécie vegetal, o estado nutricional das plantas,
hordrio e método de coleta dos graos de pdlen, fotoperiodo, temperatura, periodo de
incubacdo e composicdo dos meios de cultura (TAYLOR; HEPLER, 1997), além de ajustes dos
meios de cultura para cada espécie (BREWBAKER; KWACH, 1963; DAFNI, 1992). Para a
obtencado de estimativas confidveis de viabilidade do grao de pdlen, é necessario a definicao
de um meio de cultura que possibilite a expressdo do seu potencial fisioldgico para a

formacdo do tubo polinico. Diferentes meios de cultura para a germinacao in vitro de graos
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de pdlen sdo relatados para um grande nimero de espécies, com consideravel variacdo intra
e interespecifica (PARTON et al., 2002).

A germinacdo in vitro de graos de pdlen de diferentes espécies vegetais é realizada em
meio de cultura contendo carboidratos e substancias estimulantes da germinacgao
(micronutrientes e hormonios). Muitas substancias organicas e inorganicas como sacarose,
acido bdrico, nitrato de calcio, nitrato de potdssio e sulfato de magnésio exercem efeito na
germinacao in vitro do grao de pdlen (PARTON et al., 2002). A sacarose tem por finalidade
proporcionar um equilibrio osmético entre o grao de pdlen e o meio de germinagao e
fornecer energia para auxiliar o processo de desenvolvimento do tubo polinico (CHAGAS et
al., 2010). Ja os nutrientes, boro e calcio sdo elementos essenciais para a germinacdo e
desenvolvimento do tubo polinico, minimizando a sensibilidade a variacdes do meio de
cultura, participando na permeabilidade da membrana e conferindo rigidez ao tubo polinico
(BHOJWANI; BHATNAGAR, 1974).

A semelhanca dos estudos morfopolinicos, pouco foi publicado sobre a viabilidade de
graos de pélen em Bromeliaceae. Wee e Rao (1979) avaliaram a germinac¢do dos graos de
polen de duas espécies do género Ananas, em diferentes concentracdes de vitaminas e
hormonios e obtiveram porcentagens de germinagdo abaixo de 33% e comprimento do tubo
polinico inferior a 1.843 um; Parton et al. (2002) estudaram trés diferentes meios de cultura
na germinagao de sete espécies dos géneros Aechmea, Vriesea, Guzmania e Tillandsia e
obtiveram porcentagens de germinagao variando de 0% em Guzmania ‘Daniel’ a 95% em Ae.
fasciata, em meio de cultura contendo apenas acido bérico (0,01%) e sacarose (20%); Palma-
Silva et al. (2004), avaliaram a viabilidade por histoquimica através do corante Alexander
(1980) em dez espécies de Vriesea e obtiveram resultados superiores a 90% de viabilidade; e
Soares et al. (2011), estudaram diferentes variedades do género Ananas utilizando duas
temperaturas de incubac¢do (25°C e 30°C) na germinacdo in vitro de gr3os de pdlen e
observaram que a temperatura de 25°C foi a mais adequada para o A. macrodontes,
enguanto que para as demais variedades ndo houve diferenca entre as temperaturas.

Com vistas a obter subsidios que possam auxiliar na taxonomia da familia, em
trabalhos de conservacdo de espécies e também subsidiar programas de melhoramento
genético, este trabalho teve como objetivo estudar os padrées da morfologia polinica e

avaliar a fertilidade masculina de espécies da familia Bromeliaceae.
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4.2. Material e Métodos

Foram estudadas 18 espécies e/ou variedades botanicas de Bromeliaceae, sendo que
um exemplar de cada foi depositado no herbario ESA (Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”/ Universidade de S3do Paulo - ESALQ/USP): Aechmea bicolor L. B. Sm. (voucher ESA
120990), Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f. (ESA 121275), Ae. distichantha Lem.
(ESA 121281), Ae. fasciata Baker (ESA 120987), Ae. nudicaulis Griseb. (ESA 120991), Ananas
macrodontes E. Morren (ESA 121286), Ananas sp. (L.) Merr. (ESA 120988), An. comosus (L.)
Merr. var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal (ESA 121274), An. comosus (L.) Merr. var.
bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal (ESA 121284), An. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L.
B. Sm.) Coppens & F. Leal (ESA 121285), An. comosus (L.) Merr. var. parguazensis (Camargo
& L. B. Sm.) Coppens & F. Leal (ESA 121405), Alcantarea nahoumii (Leme) J. R. Grant (ESA
120986), Vriesea carinata Wawra (ESA 121404), V. friburgensis Mez (ESA 121282), V.
michaelii W. Weber (ESA 121280), V. paraibica Wawra (ESA 121276), V. simplex Beer (ESA
120989) e V. unilateralis Mez (ESA 121283).

As plantas foram cultivadas em casa de vegetag¢dao, em vasos plasticos (13 cm de altura
por 10 cm de didmetro) com substrato Basaplant®, sob temperatura ambiente e umidade
relativa de 70%, no municipio de Piracicaba, S3o Paulo, Brasil. Os graos de pdlen foram

coletados de flores na antese.

Ultraestrutura polinica

Para caracterizacao morfoldgica e ultraestrutural, os graos de pdlen foram fixados em
solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada [glutaraldeido (2%), paraformaldeido
(2%), CaCl, (0,001 M), tampao cacodilato de sédio (0,05 M), em pH 7,2], por 48 horas, em
seguida desidratados em série etilica (35-100%), 20 min cada. As amostras foram secas em
HMDS (hexametildisilazano) e montadas sobre suportes metdlicos e metalizadas com ouro.
As imagens foram obtidas ao microscépio eletrénico de varredura de pressao variavel LEO
435 VP (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para microscopia eletronica de transmissdao (MET), os grdos de pdlen foram fixados na
mesma solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada, por 24 horas. Posteriormente,

foram lavados em tampdo cacodilato de sédio (0,1 M) e imediatamente pds-fixados em
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tetroxido de dsmio (1%), por 1 h, seguido de lavagens em solucdo salina (0,9%, cloreto de
sédio) e pré coloragcdo em acetato de uranila (2,5%). Em seguida, as amostras foram
desidratadas em séries crescentes de acetona (35-100%), 20 min cada. A infiltracdo foi
gradual em resina Spurr e o emblocamento em resina pura, por 48 horas, a 70°C. Os blocos
foram seccionados em ultramicrétomo (Sorvall Porter Blum MT2, Norwalk, USA). As secc¢oes
ultrafinas (60 nm) obtidas foram depositadas sobre grades de cobre previamente recobertas
com Formvar®, contrastadas em acetato de uranila (2,5%) e citrato de chumbo, segundo
Reynolds (1963). As imagens foram obtidas ao microscépio eletrénico de transmissao Zeiss

EM900 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Produgdo e tamanho de graos de pdlen

A estimativa do numero de graos de pdlen foi realizada por meio da contagem do
numero de graos produzidos por flor, considerando a existéncia de seis anteras. Foram
coletadas trés flores de diferentes plantas e as anteras armazenadas individualmente em
tubos eppendorf, seguindo metodologia descrita por Kearns e Inouye (1993). As medidas
dos graos de pdlen foram realizadas em graos submetidos a acetdlise latica fraca (ACLAC 40),
conforme Raynal e Raynal (1979) pelo programa Imagel 1.46r (RASBAND, 2012). Foram
medidos aleatoriamente o didmetro polar e equatorial de 25 grdos de pdlen. Os grdos de
polen foram caracterizados conforme nomenclatura descrita por Punt et al. (2007) e Hesse

et al. (2009).

Germinagao in vitro de graos de pdlen

Os graos de polen foram inoculados em placas de Petri contendo 35 mL de quatro
meios de cultura descritos a seguir:
e BM: H3BO3(0,01%); sacarose (20%); dgar (0,5%); pH 6,5 (PARTON et al., 2002);
e BK: H3BO;3 (0,01%); Ca(NOs); - 4H,0 (0,03%); MgS0O, « 7H,0 (0,02%); KNO3 (0,01%);
sacarose (10%); agar (0,5 %); pH 6,5 (BREWBAKER; KWACK, 1963);
e MBK: H3BO; (0,01%); Ca(NOs); « 4H,0 (0,03%); MgSO, « 7H,0 (0,02%); KNO3 (0,01%);
sacarose (20%); agar (0,5%); pH 6,5 (BREWBAKER; KWACK, 1963, modificado);
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e SM: H3BOs3 (0,01%); Ca(NOs), + 4H,0 (0,03%); MgSO, « 7H,0 (0,02%); KNO3 (0,01%);

sacarose (15%); agar (0,8%); pH 6,5 (SOARES et al., 2008);

Com auxilio de um pincel, os grdaos de pdlen foram distribuidos nos meios de cultura
em placas de Petri, que foram mantidas em incubadora a temperatura de 27 + 1 °C. O
delineamento experimental utilizado para a germinagado do grao de pélen foi inteiramente
casualizado com quatro meios de cultura e 12 repeticdes, sendo cada repeticao
representada por trés placas de Petri, cada uma subdividida em quatro quadrantes.

A contagem dos graos de pdlen germinados e a medida do comprimento do tubo
polinico foram realizadas 24 horas apds a inoculacdo em meio de cultura. Foram obtidas
microfotografias com auxilio de estereomicroscdpio Leica EZ4 D (Leica, Wetzlar, Alemanha).

Para a porcentagem de germinacdo foram contabilizados todos os graos de pdlen de
cada quadrante, enquanto que para o comprimento do tubo polinico foram mensurados
aleatoriamente cinco tubos em cada quadrante, totalizando 60 tubos polinicos de cada
tratamento. Foram considerados germinados os graos de pdlen que possuiam tubo polinico
com tamanho igual ou superior ao diametro do préprio grao de pdlen.

Os dados de porcentagem de germinagao foram transformados para arc sen (\/x/lOO)
antes da andlise estatistica. Para comparacdo das médias, os dados foram submetidos a
andlise de variancia e utilizou-se o teste Scott-Knott (p<0,01), através do programa SAS

(2004).

Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos foram realizados mediante o uso de trés corantes: solucdo de
Alexander, 2% de acido latico (ALEXANDER, 1980), carmim acético (1%) (KEARNS; INOUYE,
1993) e Sudan IV (1%) (BAKER; BAKER, 1979). Anteras de trés flores coletadas de trés
diferentes plantas foram distribuidas sobre laminas de vidro, adicionando-se uma gota do
respectivo corante, cobrindo-se com laminula e avaliando-se em seguida. A fim de se obter
uma amostragem ao acaso dos graos de pdlen corados, foi utilizado o método de varredura
da lamina em microscépio éptico, sendo contabilizados 100 grdos de pdélen por lamina com

trés repeticdes cada, perfazendo um total de 300 graos de pdlen para cada corante.
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4.3. Resultados e Discussao

Morfologia polinica

Observaram-se variagdes entre as espécies em relagdo ao tamanho dos graos de
pdlen, podendo-se classifica-los em tamanho médio para as espécies do género Aechmea e
variedades botanicas do género Ananas, com exce¢do da Ae. fasciata e An. macrodontes
qgue, juntamente com Al. nahoumii e as espécies de Vriesea, apresentaram graos de pdlen
com tamanho grande. V. carinata foi a Unica espécie que apresentou grdos de pdlen de
tamanho muito grande (Tabela 1.1).

O numero de graos de pélen produzidos por flor (Tabela 1.1) variou consideravelmente
entre os géneros e, em alguns casos, entre espécies de um mesmo género. Em Aechmea
observaram-se aproximadamente 30.000 graos por flor para Ae. bicolor e Ae. bromeliifolia,
enquanto que Ae. distichantha apresentou, em média, 221.666 graos de pdlen por flor.
Entre as espécies do género Vriesea a variacao foi menos acentuada, com uma estimativa
entre 112.000 e 126.000 graos para V. carinata, V. friburgensis, V. paraibica, V. simplex e V.
unilateralis, e cerca de 158.000 graos para V. michaelii (Tabela 1.1).

A variacdo observada nas espécies avaliadas parece confirmar os resultados
encontrados por Hmeljevski et al. (2007), que estudaram a espécie Dyckia ibiramensis e
obtiveram uma média de 54.675 grdos de pdlen, enquanto Rogalski et al. (2009)
contabilizaram uma média de 70.700 graos de pdlen em Dyckia brevifolia, destacando uma
variacdo significativa entre duas espécies do mesmo género. A producdo de graos de pdlen
aliados a viabilidade e outros fatores, influenciam diretamente no sucesso da fertilizacao,
gerando maior nimero de sementes (SIQUEIRA et al.,, 2009), por isso a importancia de
estudos desta natureza.

Em seccBes ultrafinas da esporoderme dos grdos de pdlen por microscopia eletrénica
de transmissdo pode-se observar as camadas da exina externamente e a intina
internamente. Verificou-se uma variacdo da espessura das camadas da exina conforme a
espécie estudada de 1,41 + 0,09 um para Ae. bicolor a 4,00 + 0,34 um para V. unilateralis
(Tabela 1.2).
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Tabela 1.1 - Caracteristicas morfométricas de graos de pdlen de Bromeliaceae dos géneros
Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms e Vriesea Lindl,,
tamanho e estimativa de nimero de graos por flor

Vista Equatorial* NUmero
Espécies/ Variedades Diametro Diametro Tamanho® de graos
Polar (um) Equatorial (um) de pélen®
Aechmea bicolor 21,95+ 1,56 31,63+1,34 Médio 32.916
Ae. bromeliifolia 35,39+1,64 44,09 £ 2,06 Médio 32.080
Ae. distichantha 34,58 +2,04 47,16 £ 2,15 Médio 221.666
Ae. fasciata 57,32 +1,66 79,34 +£3,83 Grande 119.167
Ae. nudicaulis 32,97 £2,87 42,64 £ 2,89 Médio 59.167
Ananas macrodontes 45,29 + 1,98 51,12+ 2,13 Grande 71.128
Ananas sp. 29,29+ 2,39 36,10+ 2,11 Médio 58.300
An. comosus var. ananassoides 31,28 £+ 2,58 39,10+ 2,15 Médio 61.083
An. comosus var. bracteatus 39,23 +2,24 47,80 + 3,41 Médio 90.830
An. comosus var. erectifolius 37,64 +1,92 44,70 + 3,03 Médio 68.900
An. comosus var. parguazensis 36,24 £+ 2,37 46,16 + 2,48 Médio 63.167
Alcantarea nahoumii 45,32 +£2,04 67,78 +4,19 Grande 112.333
Vriesea carinata 44,42 + 2,78 100,17 £ 6,11 Muito grande 115.416
V. friburgensis 49,71+2,76 87,77 £ 4,31 Grande 112.083
V. michaelii 39,39+ 2,68 88,17+ 7,51 Grande 158.333
V. paraibica 53,49 +1,74 89,90 + 3,98 Grande 118.833
V. simplex 52,05 +3,33 74,13 £3,34 Grande 126.666
V. unilateralis 45,83 + 3,27 66,31+ 4,43 Grande 114.550

' 0s grdos de pdlen foram acetolizado conforme Raynal e Raynal (1979); Os resultados correspondem a média
de 25 repetices + desvio padrao. ? De acordo com Hesse et al. (2009), médio (25 — 50 pum), grande (50 - 100
Km) e muito grande (> 100 pum); * Conforme metodologia de Kearns e Inouye (1993)
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Tabela 1.2 - Caracteristicas morfométricas das camadas da exina dos graos de podlen de
Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E. Morren ex

Mez) Harms e Vriesea Lindl.

. . Teto Columela Sexina Nexina Exina
Espécies/ Variedades
pm

Aechmea bicolor 0,64+0,06 0,23+0,03 0,87+0,07 0,54+0,08 1,41+0,09
Ae. bromeliifolia 0,00 0,95+0,21 =columela 1,11+0,11 2,06+0,24
Ae. distichantha 0,43+0,08 0,51+0,09 094+0,13 0,71+0,10 1,69 10,19
Ae. fasciata 0,56+0,16 0,37+0,09 0,93+0,18 1,07+0,06 2,00+0,20
Ae. nudicaulis 0,93+0,12 069+0,11 1,62+0,17 1,14+0,09 2,76+0,21
Ananas macrodontes 0,91+0,112 0,28+0,03 1,19+0,10 1,98+0,18 3,17+0,14
Ananas sp. 0,56+0,09 0,22+0,04 0,77+0,07 1,79+0,15 2,50+0,14
An. comosus var. ananassoides 0,54 +0,07 0,23+0,06 0,77+0,07 1,72+0,15 2,50+0,14
An. comosus var. bracteatus 0,78+0,08 0,27+0,07 1,04+0,08 1,37+0,10 2,41+0,15
An. comosus var. erectifolius 0,38+0,05 0,20+0,04 0,58+0,07 1,54+0,15 2,12+0,14
An. comosus var. parguazensis 0,62+0,06 0,31+0,08 093+0,11 1,04+0,13 1,97+0,19
Alcantarea nahoumii 0,86+0,18 1,89+0,22 2,75+0,25 0,70%0,24 3,45+0,36
Vriesea carinata 0,47+0,08 0,51+0,09 0,98+0,13 0,72+0,10 1,70+0,19
V. friburgensis 0,47+0,11 1,17+0,17 1,63%0,15 0,98zx0,17 2,62+0,25
V. michaelii 0,35+0,06 087+0,11 1,22+0,11 0,4610,06 1,68+0,11
V. paraibica 0,35+0,07 085+0,09 1,20+0,10 0,96+0,14 2,16+0,16
V. simplex 0,43+0,05 066+0,09 1,090,110 0,78+0,08 1,87+0,13
V. unilateralis 0,48+0,09 1,21+0,19 1,69+0,22 2,31+0,24 4,00+£0,34

Os resultados correspondem a média de 25 repeticGes + desvio padrdo
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Género Aechmea

Ae. bicolor: graos de pélen de tamanho médio, simetria bilateral, ambito ovalado, 2-
porados, com um lado mais convexo e o outro mais plano, exina tectada, psilada (Figura 1.1

A-D).

Ae. bromeliifolia: graos de pdlen de tamanho médio, simetria bilateral, ambito

ovalado, 2-porados, exina tectada, verrugada (Figura 1.1 E-H).

Ae. distichantha: graos de pdlen de tamanho médio com simetria bilateral, ambito
ovalado, 2-porados, com um lado mais convexo e o outro mais plano, exina tectada,

rugulada com perfuragées (Figura 1.1 I-L).

Ae. fasciata: graos de pdlen de tamanho grande, simetria bilateral, ambito ovalado,
2-porados, exina semitectada, reticulada, heterobrocada, limens variando de arredondados

a poligonais, com granulac¢des (Figura 1.1 M-P).

Ae. nudicaulis: grdos de pdlen de tamanho médio, simetria bilateral, ambito ovalado,
2-porados, exina semitectada, reticulada, heterobrocada, muros esparsamente perfurados,

limens variando de arredondados a poligonais, sem granulagées (Figura 1.1 Q-T).
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Ruiz & Pav. A-D) Ae. bicolor L. B. Sm.; E-H) Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f.; I-L)
Ae. distichantha Lem.; M-P) Ae. fasciata Baker; Q-T) Ae. nudicaulis Griseb.; A, E, |, M, Q)
graos de pdlen apds acetdlise latica; B, F, J, N, R) vista polar e equatorial; C, G, K, O, S)
detalhe da ornamentacdo da exina; D, H, L, P, T) detalhe da parede do grdo; A, E, I, M, Q)
imagens obtidas em microscopia de luz, acetdlise latica; B, C, F, G, J, K, N, O, R, S)
microscopia eletrénica de varredura; D, H, L, P, T) microscopia eletronica de transmissao.
Barras: A,E,I,M,Q=50um; B, F,J,N,R=20um; C,D, G, H,K,L,O,P,S, T=2um
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Género Ananas

As variedades de An. comosus e Ananas sp. apresentaram graos de podlen de
tamanho médio e An. macrodontes apresentou grdaos de pdlen de tamanho grande. As duas
espécies apresentaram grdaos de pélen com simetria bilateral, &mbito ovalado, 2-porados,
exina semitectada, reticulada a faveolada (em An. comosus var. parguazensis), com
perfuracdes, reticulos heterobrocados, limens com contorno variando de arredondados a

poligonais, com granulagdes (Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Morfologia e caracteristicas da exina de graos de pdlen de Ananas Mill. A-D) An.
macrodontes E. Morren; E-H) Ananas sp. (L.) Merr.; I-L) An. comosus (L.) Merr. var.
ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal; M-P) An. comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.)
Coppens & F. Leal; Q-T) An. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L. B. Sm.) Coppens & F. Leal;
U-X) An. comosus (L.) Merr. var. parguazensis (Camargo & L. B. Sm.) Coppens & F. Leal; A, E,
I, M, Q, U) graos de pdélen apds acetdlise latica; B, F, J, N, R, V) vista polar e equatorial; C, G,
K, O, S, W) detalhe da ornamentacao da exina; D, H, L, P, T, X) detalhe da parede do grao; A,
E, I, M, Q, U) imagens obtidas em microscopia de luz, acetdlise latica; B, C, F, G, J, K, N, O, R,
S, V, W) microscopia eletrénica de varredura; D, H, L, P, T, X) microscopia eletronica de
transmissao. Barras: A, B, E, F,I,J, M,N,Q, R, U,V=20um; C,D,G,H,K,L,O,P,S, T, W, X=
2 um
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Género Alcantarea

Os graos de pdlen de Al. nahoumii sdo de tamanho grande, simetria bilateral, ambito
eliptico, equatorialmente apresentam contorno plano de um lado e convexo do outro, 1-
colpado, colpo apresenta contorno irregular, aproximadamente do mesmo comprimento do
diametro polar ou maior, exina semitectada, reticulada, heterobrocada, sem granulagdes,
com malhas menores em direcdo ao colpo e as extremidades do didmetro equatorial,

limens variando de arredondados a poligonais (Figura 1.3).

"1'..‘

B LAS

Figura 1.3 - Morfologia e caracteristicas da exina de graos de pdlen de Alcantarea nahoumii
(Leme) J. R. Grant. A) grdo de pdlen apds acetdlise latica; B) vista polar e equatorial; C)
detalhe da ornamentacdo da exina; D) detalhe da parede do grdo. Imagens obtidas em
microscopia de luz, acetdlise latica (A); microscopia eletronica de varredura (B, C) e
microscopia eletrénica de transmissao (D). Barras: A=50 um; B=20 um; C, D=2 um

Género Vriesea

Todas as espécies do género Vriesea apresentaram graos de pélen de tamanho
grande, com excecdo da V. carinata que apresentou graos de pdélen de tamanho muito
grande, simetria bilateral, ambito eliptico, equatorialmente apresentam contorno plano de
um lado e convexo do outro, 1-colpado, colpo apresenta contorno irregular,
aproximadamente do mesmo comprimento do didametro equatorial ou maior, exina
semitectada, reticulada, heterobrocada, com granula¢des e malhas menores em direcao ao
colpo e em direcdo as extremidades do diametro equatorial, |lGmens variando de

arredondados a poligonais (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Morfologia e caracteristicas da exina de grdos de pdlen de espécies de Vriesea
Lindl. A-D) V. carinata Wawra; E-H) V. friburgensis Mez; I-L) V. michaelii W. Weber; M-P) V.
paraibica Wawra; Q-T) V. simplex Beer; U-X) V. unilateralis Mez; A, E, |, M, Q, U) grao de
polen apds acetdlise latica; B, F, J, N, R, V) vista polar e equatorial; C, G, K, O, S, W) detalhe
da ornamentacdo da exina; D, H, L, P, T, X) detalhe da parede do grdo; A, E, I, M, Q, U)
imagens obtidas em microscopia de luz, acetdlise; B, C, F, G, J, K, N, O, R, S, V, W)
microscopia eletronica de varredura; D, H, L, P, T, X) microscopia eletronica de transmissdo.
Barras: A,E,I,M,Q, U=50pum;B,F,J,N,R,V=20um; C,D,G,H,K,L,O,P,S, T, W, X=2um
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Constatou-se variabilidade morfopolinica quanto as aberturas dos graos de pdlen
(colpadas e poradas) e quanto a ornamentacgao da exina. As caracteristicas observadas estao
de acordo com a literatura para a familia Bromeliaceae (MEZ, 1891-1894; WANDERLEY;
MELHEM, 1991; VERVAEKE et al., 2003; MOREIRA; CRUZ-BARROS; WANDERLEY, 2005).

As observacOes feitas para as espécies do género Vriesea estdo de acordo com
Halbritter (1992), que afirma que as espécies da subfamilia Tillandsioideae apresentam, em
geral, grdaos de pdélen monocolpados, com pouca variacdo morfoldgica. Os resultados
observados no presente trabalho estdo de acordo com resultados de analise de graos de
pdlen acetolizados realizados por Moreira, Cruz-Barros e Wanderley (2005).

Moreira, Cruz-Barros e Wanderley (2005), trabalhando com espécies dos géneros
Neoregelia e Nidularium, ambos da subfamilia Bromelioideae, descrevem grdos de pélen
com exina de 4,28 a 4,67 um, valores superiores aos observados para os géneros Aechmea e
Ananas neste trabalho e préoximos aos encontrados para o género Vriesea da subfamilia
Tillandsioideae. No entanto, os graos de podlen estudados em ambos os trabalhos se
enquadram nas mesmas classes de tamanho, de médios a grandes.

Segundo Benzing (2000), o emprego de caracteres morfopolinicos para estudos
taxonOmicos é uma alternativa ao uso de outras caracteristicas, como cor de folhas e flores e
tamanho de estruturas, que estdo mais sujeitos a alteragcdes quando comparada as

caracteristicas dos graos de pdlen, consideradas mais conservadas.

Viabilidade polinica

As andlises estatisticas mostram interacdo significativa entre os diferentes meios de
cultura e as espécies estudadas, tanto para a porcentagem de germinagao in vitro como para
o comprimento do tubo polinico (Tabelas 1.3 e 1.4).

Apds 24 horas de incubacdo, de maneira geral, verificou-se que os meios BK e SM
resultaram em maior porcentagem de germinacdo e comprimento do tubo polinico para
todas as espécies estudadas. O meio de cultura BM (PARTON et al., 2002), desenvolvido para
bromélias do género Aechmea, Vriesea, Guzmania e Tillandsia, nao foi eficiente para a
germinacdo de grdos de pdlen, sendo que grdos de podlen de apenas oito espécies
germinaram neste meio com valores inferiores a 39% (Tabela 1.3). A presencga de calcio,

magnésio, nitrato de potdssio e menores concentracdes de sacarose parecem ter sido
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determinantes para promover a germinacao dos graos de podlen das espécies estudadas.
Entre as espécies do género Vriesea, a que apresentou melhores resultados para a
germinacdo e comprimento do tubo polinico foi V. simplex, V. michaelii e V. friburgensis nos
meios BK e SM.

O crescimento do tubo polinico também foi varidvel, conforme a espécie e o meio de
cultura (Tabela 1.4, Figura 1.5 A-E). Ae. fasciata apresentou os maiores valores em meio BK e
SM, com médias de 1,14 mm (Figura 1.5 E), enquanto que os menores valores foram obtidos

em meio BM para todas as espécies estudadas (Tabela 1.4, Figura 1.5 A).



89

Tabela 1.3 - Porcentagem de germinacdo in vitro de graos de pdlen de Bromeliaceae dos
géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms e Vriesea
Lindl., em quatro meios de cultura

Meios de cultura*

Espécies/ Variedades

BM BK MBK SM

Aechmea bicolor 0,00 eD 61,66 dB 39,66 cC 91,00 aA
Ae. bromeliifolia 0,57 eD 82,67 bA 36,33 cC 72,33 cB
Ae. distichantha 29,60 bC 90,60 aA 53,23 bB 88,73 aA
Ae. fasciata 39,00 aC 70,16 cA 57,83 aB 77,03 bA
Ae. nudicaulis 12,00 cD 80,33 bA 29,00dC 58,66 dB
Ananas macrodontes 0,00 eD 80,00 bA 51,66 bC 68,33 cB
Ananas sp. 0,00 eB 22,33 fA 19,66 eA 29,27 eA
An. comosus var. ananassoides 0,00 eD 71,16 cA 38,36 cB 77,86 bA
An. comosus var. bracteatus 2,66 dD 85,67 aA 42,67 cC 63,33 dB
An. comosus var. erectifolius 2,33dD 85,66 aA 55,33 aC 73,33 cB
An. comosus var. parguazensis 0,00 eC 69,66 cA 42,67 cB 67,66 cA
Alcantarea nahoumii 1,73 dC 47,67 eB 31,00 dB 74,00 cA
Vriesea carinata 0,00 eD 74,33 cB 55,33 aC 80,33 bA
V. friburgensis 0,12 eC 90,43 aA 59,93 aB 87,93 aA
V. michaelii 0,00 eD 77,67 bB 47,67 bC 90,03 aA
V. paraibica 0,00 eC 80,00 bA 40,20 cB 88,73 aA
V. simplex 0,00 eD 80,73 bB 60,60 aC 90,46 aA
V. unilateralis 0,00 eC 81,33 bA 41,00 cB 86,33 aA
CV (%) 6,90

Os resultados correspondem a contagem de todos os graos de pdlen apds 24 horas de inoculagdo em meio de
cultura. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade. * Meios de cultura: BM (PARTON et al., 2002), BK (BREWBAKER;
KWACK, 1963), MBK (BREWBAKER; KWACK, 1963, modificado), SM (SOARES et al., 2008)
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Tabela 1.4 - Comprimento do tubo polinico em grdos de pdlen cultivados em quatro meios
de cultura em Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E.
Morren ex Mez) Harms e Vriesea Lindl.

Meios de cultura*

Espécies/ Variedades BM BK MBK SM
mm

Aechmea bicolor 0,00 cC 0,30 hA 0,12 fB 0,24 fA
Ae. bromeliifolia 0,19 bD 0,72 eA 0,53 bC 0,61 dB
Ae. distichantha 0,24 aD 0,86 dA 0,57 bC 0,65 dB
Ae. fasciata 0,29 aB 1,14 bA 0,48 cB 1,13 aA
Ae. nudicaulis 0,12 bD 1,04 bA 0,38 dC 0,72 cB
Ananas macrodontes 0,00 cD 1,12 bA 0,71 aB 0,59 dC
Ananas sp. 0,00 cC 0,48 gA 0,33 dB 0,50 eA
An. comosus var. ananassoides 0,00 cC 0,54 fB 0,73 aA 0,73 cA
An. comosus var. bracteatus 0,09 cC 1,07 bA 0,55 bB 0,46 eB
An. comosus var. erectifolius 0,05 cC 1,09 bA 0,48 cB 0,52 eB
An. comosus var. parguazensis 0,00 cC 0,89 dA 0,47 cB 0,51 eB
Alcantarea nahoumii 0,03 cC 0,28 hB 0,24 eB 0,55 eA
Vriesea carinata 0,00 cC 0,77 eA 0,34 dB 0,61 dA
V. friburgensis 0,01 cD 1,09 aA 0,44 eC 0,72 cB
V. michaelii 0,00 cC 0,83 dA 0,35dB 0,85 bA
V. paraibica 0,00 cD 0,60 fB 0,23 eC 0,87 bA
V. simplex 0,00 cC 0,96 cA 0,43 cB 0,88 bA
V. unilateralis 0,00 cC 0,71 eA 0,36 dB 0,66 dA
CV (%) 24,36

Os resultados correspondem a média do comprimento do tubo polinico de 60 graos de pdélen apds 24 horas de
inoculagdo em meio de cultura. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade. * Meios de cultura: BM (PARTON et al.,
2002), BK (BREWBAKER; KWACK, 1963), MBK (BREWBAKER; KWACK, 1963, modificado), SM (SOARES et al.,
2008)
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Figura 1.5 - Germinagdo in vitro e histoquimica de graos de pdlen de Bromeliaceae. A-E)
Germinacgao de graos de pdlen em espécies de Bromeliaceae. A) Aechmea bicolor L. B. Sm
em meio BM, evidenciando a ndo germinacao dos graos de pdlen; B) Ae. distichantha Lem.
em meio BK; C) Vriesea michaelii W. Weber em meio MBK; D) V. simplex Beer em meio SM;
E) Ae. fasciata Baker em meio BK, evidenciando maior comprimento do tubo polinico; F-H)
Viabilidade por teste histoquimico em grdos de pdlen. F) grdaos de pdlen de Ae. fasciata
Baker corados com carmim acético (1%); G) graos de pdlen de Ae. nudicaulis Griseb. corados
com solugdo de Alexander com 2% de acido latico; H) grdaos de pdlen de Ae. distichantha
Lem. corados com Sudan IV (1%). (setas = graos de pélen invidaveis). BM (PARTON et al.,
2002), BK (BREWBAKER; KWACK, 1963), MBK (BREWBAKER; KWACK, 1963, modificado), SM
(SOARES et al., 2008). Barras: A-E =0,5 mm; F, H=50 um; G = 20 um

A germinagao in vitro, embora fornega um sistema experimental controlado, nao
reproduz completamente o crescimento do tubo polinico in vivo, podendo ocorrer
interacGes entre a composicdo do meio de cultura e os diferentes materiais vegetais e as
condi¢bes ambientais. Entretanto, apesar destas inferéncias, a germinac¢ao in vitro é a que
apresenta resultados mais proximos aos que, provavelmente, ocorrem in vivo (DAFNI;
FIRMAGE, 2000; SOARES et al., 2011).

Os resultados obtidos neste trabalho foram diferentes dos obtidos por Parton et al.
(2002) para as espécies Ae. fasciata, Ae. chantinii, Vriesea ‘Cristiane’, V. splendens,
Guzmania lingulata e Tillandsia cyanea, que obtiveram os melhores resultados utilizando
meio BM, em relacdo aos meios BK e MBK, o que confirma a necessidade de adequacdo
destes protocolos para cada espécie, reforcando as respostas diferenciadas a depender das
espécies. Alguns autores consideram que o meio de cultura deve incluir, além de
carboidratos, elementos como acido bdrico, nitrato de cdlcio, nitrato de potdssio e sulfato

de magnésio, (TAYLOR; HEPLER, 1997).
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Segundo Pfahler, Pereira e Barnett (1997), o boro maximiza a germinacdo e suas
respostas sdo varidveis conforme a espécie. Seu mecanismo de a¢do consiste em interagir
com o aclcar e formar um complexo ionizavel aglcar-borato, o qual reage mais rapidamente
com as membranas celulares. Thompson e Batjer (1950) verificaram aumento da
porcentagem de germinacdo e do comprimento do tubo polinico de graos de pdlen de varias
espécies frutiferas de clima temperado com a adi¢ao de boro ao meio de cultura. Entretanto
os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a necessidade de adicdo de outros
elementos ao meio de cultura.

A adicdo do calcio, por exemplo, pode propiciar condic¢des fisioldgicas como menor
permeabilidade, crescimento em forma linear e aparéncia rigida do tubo polinico
(BHOJWANI; BHATNAGAR, 1974).

Outros fatores ambientais podem interferir na viabilidade polinica. Quando a
abertura da antera coincide com elevada umidade do ar, a alta pressdo osmotica do
conteudo celular do grao de pdlen, aliada a baixa resisténcia de sua parede diminuem a
viabilidade polinica (SOUSA, 1994).

Para os testes histoquimicos foi observada alta taxa de viabilidade de graos de pdlen
para a maioria das espécies estudadas, nos trés corantes testados com valores superiores a
70%, destacando-se An. comosus var. erectifolius com 100% de viabilidade em Carmim
Acético e Sudan IV. Em contrapartida, Ananas sp. apresentou baixa viabilidade com valores
inferiores a 40% nos trés corantes avaliados (Figura 1.6). Esses resultados coincidem com
observacdes realizadas por microscopia eletrénica de varredura, onde foi possivel observar
uma grande porcentagem de graos de pdlen mal formados. Esse acesso de Ananas sp., esta
passando por outros estudo moleculares, reprodutivos e morfoldgicos, com o intuito de
identificar a real taxonomia. Os resultados obtidos com coloragdo, em sua maioria, ndo
corresponderam ao obtido com a germinacdo in vitro, apresentando valores superestimados
para a maioria das espécies estudadas. Dados semelhantes foram observados por Soares et
al. (2011) para seis acessos de abacaxizeiros ornamentais, com resultados superestimados a
partir de testes de viabilidade com coloracao.

Para Parfitt e Ganeshan (1989) o uso de coloragdo com carmim acético para verificar
a viabilidade polinica ndo produz resultados confidveis. Estes autores inviabilizaram os graos
de pélen de Prunus por meio de altas temperaturas e, ainda assim, o teste com este corante

detectou alto nivel de viabilidade polinica. A coloracdo, embora seja um procedimento
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simples e barato, podera superestimar os valores de viabilidade (TECHIO, 2002) e tem sido
pouco recomendado para estudos desta natureza.

Kearns e Inouye (1993) relataram que os testes histoquimicos sdo utilizados como
indicativos de viabilidade polinica, porém estes testes refletem somente a integridade de
estruturas celulares. O carmim acético indica a integridade cromossémica (KEARNS; INOUYE,
1993), o Sudan IV a presencga de lipidios (BAKER; BAKER, 1979) e a solucdo de Alexander
contém fucsina acida e verde malaquita que reagem com o protoplasma e a celulose da
parede dos graos de pdlen (ALEXANDER, 1980).

Para que a polinizagdo tenha mais garantia de sucesso é importante que os dois
fatores (porcentagem de germinacdo e comprimento do tubo polinico) sejam os maiores
possiveis, aumentando a probabilidade de que ocorra, de fato, o encontro de gametas.
Dessa forma, o estabelecimento de meios de cultura eficientes mostra-se importante, visto
gue, o conhecimento das taxas de germinacdo e de viabilidade polinica sdo importantes para
o planejamento de um programa de melhoramento genético visando a producdo de
hibridos.

Por outro lado, para os trabalhos de conservacao de pdlen, o estabelecimento de um
método que possibilite os testes de viabilidade antes e depois da conservagao sao
determinantes para o uso desta estratégia, e os meios de cultura sao métodos faceis e que
podem ser utilizados de forma rotineira.

Dessa forma os resultados obtidos neste trabalho contribuem para a caracterizagao
das espécies de bromelidceas estudadas, assim como podem subsidiar a conservacdo e o
melhoramentos genético das espécies avaliadas, com ganhos substanciais para ambas as

areas.
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Figura 1.6 - Comparacdo entre diferentes testes histoquimicos para avaliacdo da viabilidade de graos
de pdlen em espécies de Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea

(E. Morren ex Mez) Harms e Vriesea Lindl.
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4.4. Conclusoes

Variacbes em forma e tamanho foram observadas na morfologia polinica entre as
espécies estudadas; Aechmea e Ananas apresentaram graos de pdlen de tamanho médio,
com excecao de Ae. fasciata e An. macrodontes com graos de pdlen de tamanho grande. A/
nahoumii e as espécies de Vriesea apresentaram graos de pdlen de tamanho grande, com
excec¢do da V. carinata com graos de pdélen muito grandes.

Grdos de poélen de Aechmea e Ananas apresentaram simetria bilateral, ambito de
ovalado a esferoidal, 2-porados com exina variando de tectada a semitectada. Al. nahoumii e
as espécies de Vriesea possuem graos de podlen 1-colpado, com simetria bilateral, ambito
eliptico com exina semitectada, reticulada e heterobrocada.

Os grdaos de pdlen das espécies estudadas apresentaram elevadas taxas de
germinacdo, comprimento do tubo polinico e viabilidade, exceto pelo acesso de Ananas sp.
O uso de diferentes meios de cultura e testes histoquimicos permitiu a definicio dos meios
SM e BK, como os mais adequados para as bromélias e demonstrou que todos os corantes
apresentam resultados semelhantes. Os estudos referentes a morfologia dos graos de pélen
oferecem uma caracterizacdo detalhada das espécies que podem ser importantes para a
taxonomia, auxiliando na melhor definicdo da delimitagdo genérica e de espécies muito
semelhantes. Por outro lado, os estudos da viabilidade polinica subsidiam trabalhos de

conservacao e melhoramento genético das espécies.
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5. MORFOANATOMIA E RECEPTIVIDADE DO ESTIGMA EM BROMELIACEAE

RESUMO

A caracterizacdo morfoanatémica do estigma em diferentes espécies tém oferecido
importantes dados para a taxonomia em Bromeliaceae. A receptividade do estigma é
fundamental para a reproducdo das plantas e producao de hibridos por meio da polinizacao
controlada. Desta forma, este trabalho teve como objetivos caracterizar a morfoanatomia do
estigma de 18 espécies de Bromeliaceae, por meio da microscopia de luz e eletronica de
varredura, bem como, a receptividade do estigma dessas espécies. Foram estudadas
espécies de quatro géneros: Aechmea bicolor, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae.
fasciata, Ae. nudicaulis, Ananas macrodontes, Ananas sp., An. comosus var. ananassoides,
An. comosus var. bracteatus, An. comosus var. erectifolius, An. comosus var. parguazensis,
Alcantarea nahoumii, Vriesea carinata, V. friburgensis, V. michaelii, V. paraibica, V. simplex e
V. unilateralis. Trés metodologias foram comparadas e usadas para determinar a
receptividade do estigma durante a abertura floral: perdxido de hidrogénio, benzidina e a-
naftil-acetato com fast blue B salt. Dois tipos de estigma foram observados: conduplicado-
espiral em Aechmea, Ananas e Alcantarea e lamina-convoluta em Vriesea. O estigma é
trifido, formado por epiderme uniestratificada, parénquima fundamental com numerosos
idioblastos contendo rafides, e trés feixes vasculares um para cada carpelo. Nos estigmas do
tipo conduplicado-espiral as células epidérmicas internas apresentaram citoplasma denso e
um nucleo proeminente, caracteristica esta, ndo observada nos estigmas do tipo lamina-
convoluta. As papilas estigmaticas variam conforme a espécie, bem como a presenca de
cuticula ornamentada. O maior comprimento do pistilo foi observado em Al. nahoumii
(91,75 mm) e o menor em Ae. bromeliifolia (4,19 mm). A receptividade do estigma esta
relacionada com a antese para todas as espécies estudadas, sendo maior receptividade as 8
horas permanecendo até as 12 horas, com excecao da V. unilateralis, cuja maior
receptividade foi observada as 24 horas, prolongando-se até o inicio da manha. O uso da
solugdo de a-naftil-acetato foi o mais eficiente para deteccdo da receptividade do estigma,
além de identificar exatamente a area receptiva.

Palavras-chave: Aechmea. Alcantarea. Ananas. Esterase. Estilete. Peroxidase. Vriesea.
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MORPHOANATOMY AND STIGMA RECEPTIVE IN BROMELIACEAE

ABSTRACT

The morphoanatomy characterization of the stigma in different species generates important
information for Bromeliaceae taxonomy. Stigma receptivity is fundamental for plant
reproduction and for hybrid production, through controlled pollination. This study aimed to
characterize the morphology and anatomy of the stigma of eighteen species of
Bromeliaceae, through light and scanning electron microscopy, and to evaluate stigma
receptivity of these species. The species studied belong to four genera: Aechmea bicolor, Ae.
bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae. fasciata, Ae. nudicaulis, Ananas macrodontes, Ananas sp.,
An. comosus var. ananassoides, An. comosus var. bracteatus, An. comosus var. erectifolius,
An. comosus var. parguazensis, Alcantarea nahoumii, Vriesea carinata, V. friburgensis, V.
michaelii, V. paraibica, V. simplex and V. unilateralis. Three methodologies were compared
to characterize stigma receptivity during the period that flowers were opened: hydrogen
peroxide, benzidine and a-naphthyl-acetate with fast blue B salt. Two types of stigma were
observed: conduplicate-spiral in Aechmea, Ananas and Alcantarea and convolute-blade in
Vriesea. We observed a trifid stigma, with an uniseriate epidermis, parenchyma with
numerous idioblasts containing raphides and three vascular bundles, one for each carpel. In
conduplicate stigmas the internal epidermal cells presented dense cytoplasm and a
proeminent nucleus which were not observed in convolute-blade stigmas. The stigmatic
papillae and cuticle ornamentation vary according to the species. Pistil length was highest in
Al. nahoumii (91.75 mm) and shortest in Ae. bromeliifolia (4.19 mm). Stigma receptivity for
all species, except V. unilateralis, was observed at anthesis, around 8 am, lasting until 12 pm.
For V. unilateralis, the highest stigma receptivity was observed at 12 am lasting until early
morning. The use of a-naphthyl-acetate was the most efficient methodology for the
detection of stigma receptivity, and to identify the receptive areas of the stigma.

Keywords: Aechmea. Alcantarea. Ananas. Esterase. Peroxidase. Style. Vriesea.
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5.1. Introducgao

A familia Bromeliaceae apresenta grande importdncia econdmica e ecoldgica,
principalmente pelo seu valor ornamental e alimenticio, além de importantes componentes
que contribuem para a manutencdo da biodiversidade do bioma da Mata Atlantica
(BENZING, 2000). Essa familia, composta por 58 géneros e 3.352 espécies (LUTHER, 2012)
apresenta grande variabilidade de formas e cores.

A compreensdo da morfologia e biologia floral é fundamental para se poder avaliar as
interacBes entre graos de podlen e estigma, flores e polinizadores, bem como o sucesso
reprodutivo das espécies vegetais (LENZI; ORTH, 2004). Outros aspectos considerados nos
estudos de biologia floral se referem ao subsidio que esses conhecimentos geram para
auxiliar nos trabalhos de manejo, melhoramento genético, domesticacdo de espécies
nativas, taxonomia, relacdes ecoldgicas entre plantas e ambiente em que vivem,
contribuindo também na interpretacdo de mecanismos relacionados a polinizacdo
(OLIVEIRA; COUTURIER; BESERRA, 2003).

Em bromelidceas, os estudos referentes a morfologia do estigma tém oferecido
importantes dados para a taxonomia, auxiliando na melhor definicdo da delimitacao
genérica e de espécies (BROWN; GILMARTIN, 1989).

Considerando a diversidade genética desta familia, e que alguns estudos ja foram
publicados sobre a morfologia do estigma, a exemplo de Brown e Gilmartin (1984; 1989),
Gardner (1986), Varadarajan e Brown (1988), Gortan e Till (1998), Vervaeke et al. (2003), é
notéria a necessidade de ampliar estes conhecimentos para mais espécies. Esses autores
estudaram aproximadamente 400 taxons e classificaram o estigma de Bromeliaceae como
trifido, sendo que os ramos ou lobos estigmaticos apresentam diferenciacdes conferindo
cinco categorias aceitas atualmente: conduplicado-espiral, lamina-convoluta, simples-ereto,
cupulado e coraliforme.

A receptividade do estigma é fundamental para determinacdo do melhor periodo
para deposicdo dos grdos de pdlen na flor e obtencdo de sucesso na polinizacdo controlada,
além de interferir diretamente no ciclo de vida da planta, na visitacdao de polinizadores e na
selecdo gametofitica (GALEN; PLOWRIGHT, 1987). O estigma, dependendo da espécie
vegetal, produz exsudatos que promovem a aderéncia dos grdos de pdlen, hidratacao,

germinacdo e crescimento do tubo polinico, essa caracteristica contribui para a fertilizacao,
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com formacdo de frutos e sementes (HESLOP-HARRISON; SHIVANNA, 1977; KULLOLI et al.,
2010).

A receptividade do estigma estd relacionada a presenca de atividades enzimaticas de
peroxidase, esterase e desidrogenases (HESLOP-HARRISON; SHIVANNA, 1977; GALEN;
PLOWRIGHT, 1987; DAFNI; MAUES, 1998). Estigmas receptivos apresentam alta atividade
enzimdtica, de ocorréncia em diferentes fases de desenvolvimento da planta (KNOX, 1984;
SHIVANA; RANGASWAMY, 1992). A maioria dos métodos para determinar a receptividade do
estigma é baseada na identificacdao dessas atividades (KNOX; WILLIAMNS; DUMAS, 1986;
DAFNI, 1992; KEARNS; INOUYE, 1993). Essas enzimas desempenham papel fundamental na
germinacdo dos graos de pdlen, na penetracdo do tubo polinico no estigma e provavelmente
nas respostas de incompatibilidade (BHATTACHARYA; MANDAL, 2003; KULLOLI et al., 2010).
A metodologia utilizada deve ser adequada para cada espécie de planta e se possivel
comparada com a germinag¢ao dos graos de pélen sobre o estigma (STONE; THOMSON;
DENT-ACOSTA, 1995).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar morfoanatomicamente e
classificar os tipos de estigma em dezoito espécies de Bromeliaceae e avaliar a receptividade
do estigma por meio de diferentes metodologias para dar subsidios a programas de

melhoramento genético e contribuir para estudos taxonémicos desta familia.

5.2. Material e Métodos

Foram utilizados estigma/estilete de 18 espécies e/ou variedades botanicas de
Bromeliaceae, sendo que um exemplar de cada foi depositado no herbario ESA (Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”/ Universidade de Sdo Paulo - Esalg/ USP):
Aechmea bicolor L. B. Sm. (voucher ESA 120990), Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f.
(ESA 121275), Ae. distichantha Lem. (ESA 121281), Ae. fasciata Baker (ESA 120987), Ae.
nudicaulis Griseb. (ESA 120991), Ananas macrodontes E. Morren (ESA 121286), Ananas sp.
(L.) Merr. (ESA 120988), An. comosus (L.) Merr. var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal
(ESA 121274), An. comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal (ESA 121284),
An. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L. B. Sm.) Coppens & F. Leal (ESA 121285), An.
comosus (L.) Merr. var. parguazensis (Camargo & L. B. Sm.) Coppens & F. Leal (ESA 121405),
Alcantarea nahoumii (Leme) J. R. Grant (ESA 120986), Vriesea carinata Wawra (ESA 121404),
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V. friburgensis Mez (ESA 121282), V. michaelii W. Weber (ESA 121280), V. paraibica Wawra
(ESA 121276), V. simplex Beer (ESA 120989) e V. unilateralis Mez (ESA 121283).

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, em vasos plasticos (13 cm de
altura por 10 cm de didametro) com substrato Basaplant®, sob temperatura ambiente e

umidade relativa de 70%, no municipio de Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Morfoanatomia do estigma

Para caracterizagdo morfoldgica os estigmas/estiletes coletados na antese, foram
fixados em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada [glutaraldeido (2%),
paraformaldeido (2%), CaCl, (0,001 M), tampao cacodilato de sddio (0,05 M), em pH 7,2],
por 48 horas, em seguida desidratados em série etilica (35-100%). As amostras foram secas
ao ponto critico através de CO, liquido e montadas sobre suportes metalicos e metalizadas
com ouro. As imagens foram obtidas em microscépio eletronico de varredura de pressao
varidvel LEO 435 VP (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para as analises anatOmicas, os estigmas/estiletes foram fixados na mesma solucdo
de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada, por uma semana, desidratadas em série
etilica (35-100%), por 6 horas, infiltradas e emblocadas utilizando-se o kit Historesina
(hidroxietilmetacrilato, Leica Heldelberg). A polimerizacdo da resina foi feita a temperatura
ambiente por 48 horas. Cortes histolégicos seriados (4-5 um) foram obtidos em micréotomo
rotativo Leica RM 2155 (Leica, Nussloch, Alemanha), dispostos em laminas histoldgicas e
corados com fucsina 4acida (0,1% p/v), seguido de azul de toluidina (0,05% p/v) (FEDER;
O’BRIEN, 1968). Os cortes histoldgicos foram analisados e fotografados em fotomicroscdpio
Axiosckop 2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para os dados morfométricos foram utilizados 10 estigmas de diferentes plantas e as
medidas foram calculadas com o auxilio do programa Imagel 1.46r (RASBAND, 2012). Para a
caracterizacdo morfolégica e anatémica utilizaram-se trés estigmas de diferentes plantas, de

cada espécie, e a nomenclatura descrita em Brown e Gilmartin (1984; 1989).

Receptividade do estigma
A receptividade do estigma foi determinada em cinco tempos diferentes utilizando
trés repeticdes cada. Pré-antese (botdo - 18:00 h); antese (8:00 h); pds-antese (12:00 h e

18:00 h) e flor recém fechada (8:00 h). Em V. unilateralis, por apresentar antese noturna,
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realizaram-se ajustes nos hordrios de cada etapa: pré-antese (botdo - 12:00 h; 18:00 h);
antese (24:00 h); (8:00 h) e (flor recém fechada - 12:00 h).

Foram usadas trés diferentes metodologias para avaliacdo do estigma, descritas a
seguir:

Metodologia 1. Os estigmas foram imersos em perodxido de hidrogénio (3%) por trés
minutos para a observag¢ao da liberagdao de bolhas de ar, uma vez que a reagdo do perodxido
de hidrogénio com a enzima peroxidase indica que o estigma estd receptivo (ZEISLER, 1933);

Metodologia 2. Solugdo de benzidina (1%), etanol (60%) e perdxido de hidrogénio
(3%) por trés minutos, o estigma receptivo é indicado pela presenca de peroxidase (bolhas) e
a oxidagao da benzidina resulta em coloragao azul (DAFNI, 1992);

Metodologia 3. Solucdo de a-naftil-acetato com tampao fosfato, acetona e fast blue
B salt por cerca de cinco minutos. Em seguida, os estigmas foram lavados em dgua destilada
e a atividade esterdsica foi observada através de coloragdo escura na superficie estigmatica
e/ou papilas (PEARSE, 1972; DAFNI, 1992).

A receptividade do estigma nas diferentes metodologias foi estimada conferindo
graus, conforme adaptacdo de Dafni e Maués (1998): (-) sem reacdo; (+) resposta positiva

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

5.3. Resultados e Discussao

Morfoanatomia do estigma

Dois tipos de estigma foram observados nas espécies estudas. O tipo conduplicado-
espiral foi observado em Aechmea, Ananas (Bromelioideae) e Alcantarea (Tillandsioideae) e
as espécies do género Vriesea (Tillandsioideae) apresentaram estigma do tipo lamina-
convoluta (Figuras 2.1 e 2.2). Brown e Gilmartin (1984; 1989) relataram que o tipo
conduplicado-espiral é observado na subfamilia Bromelioideae com excecdo dos géneros
Cryptanthus e Orthophtum, que apresentam o estigma do tipo simples-ereto, enquanto que
na subfamilia Tillandsioideae os cinco tipos de estigma sdo observados (conduplicado-

espiral, lamina-convoluta, simples-ereto, coraliforme e copulado).
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Figura 2.1 - Morfoanatomia do estigma do tipo conduplicado-espiral nos géneros Aechmea
Ruiz & Pav. e Ananas Mill.,, subfamilia Bromelioideae. A-D) Ae. bicolor L. B. Sm.; E-F) Ae.
bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f.; G-H) Ae. distichantha Lem.; I-L) Ae. fasciata Baker;
M-P) Ae. nudicaulis Griseb.; Q, R, T, V) Ananas sp. (L.) Merr.; S, U) An. macrodontes E.
Morren; W) An. comosus (L.) Merr. var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal; X) An.
comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal; Y) An. comosus (L.) Merr. var.
erectifolius (L. B. Sm.) Coppens & F. Leal; Z) An. comosus (L.) Merr. var. parguazensis
(Camargo & L. B. Sm.) Coppens & F. Leal. Sec¢des anatomicas observadas em microscépio de
luz (ML) (A, B, E, G, I,J, M, N, Q, R) e caracteristicas morfoldgicas observadas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) (C, D, F, H, K, L, O, P, S-Z). co = cuticula ornamentada, ee =
epiderme externa, ei = epiderme interna, es = estigma, et = estilete, fv = feixe vascular, id =
idioblasto, pa = parénquima fundamental, ra = rafides, tr = tubular ramificada, tu = tubular.
Barras: A,D,E,F,G,H,I,L,M,P,QU,V,W, X, Y, Z=500 um; B, C,J, N, R, S, T=100 um; K, O
=30 um
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Figura 2.2 - Morfoanatomia do estigma do tipo conduplicado-espiral em Alcantarea
nahoumii (Leme) J. R. Grant e lamina-convoluta nas espécies do género Vriesea Lindl. da
subfamilia Tillandsioideae/ Bromeliaceae. A-F) Alcantarea nahoumii (Leme) J. R. Grant; G, |,
M) Vriesea carinata Wawra; N) V. friburgensis Mez; O) V. michaelii W. Weber; J, P) V.
paraibica Wawra; L, Q) V. simplex Berr; K, R) V. unilateralis Mez. Sec¢cdes anatOmicas
observadas em microscépio de luz (ML) (A, B, G, H) e caracteristicas morfoldgicas observadas
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (C-F, I-R). co = cuticula ornamentada, ee =
epiderme externa, ei = epiderme interna, es = estigma, et = estilete, pa = parénquima
fundamental, pp = papilas. Barras: A, G, =500 um; B, C, H, |, K=100 um; D, J =30 um; E, F, L,
M,N,O,P,Q,R=1mm
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Em ambos os tipos, o estigma é trifido, formado por epiderme uniestratificada,
parénquima fundamental caracterizado pela presenga de numerosos idioblastos contendo
rafides, principalmente no género Ananas (Figura 2.1 Q), e trés feixes vasculares, um para
cada carpelo. Nos estigmas do tipo conduplicado-espiral as células da epiderme da face
interna apresentam citoplasma denso e nucleo proeminente (Figura 2.1 A, B, E, G, |, J, M, N,
Q, R; Figura 2.2 A, B), caracteristicas ndo observadas em estigmas do tipo lamina-convoluta
(Figura 2.2 G, H). A presenga de células com citoplasma denso e nucleo proeminente na
epiderme interna do estigma sugere intensa atividade metabdlica caracteristica de células
secretoras, relacionadas a aderéncia dos grdaos de pdlen, considerando que este tipo de
estigma ndo apresenta papilas especializadas como os estigmas do tipo lamina-convoluta.
Essa caracteristica é também confirmada por testes histoquimicos que detectam a
receptividade do estigma, pois, nessas regides é mais evidente a reagao provocada por -
naftil-acetato e fast blue B salt, diferentemente das demais regides do estigma. Brown e
Gilmartin (1988) sugerem que o estigma conduplicado-espiral representa uma condicdo
plesiomédrfica dentro da familia e que o estigma do tipo lamina-convoluta é mais
especializado, apresentando um aumento na area da superficie estigmatica pela presenca de
papilas, promovendo assim uma maior eficiéncia na aderéncia dos graos de pdlen.

As espécies Ae. bicolor, Ae. distichantha, Ae. fasciata e Ae. nudicaulis apresentam
lobos estigmadticos recobertos por cuticula ornamentada (Figura 2.1 K) e fortemente
contorcidos (Figura 2.1 D, H, L, P), sendo que em Ae. bromeliifolia esta caracteristica foi
menos evidente (Figura 2.1 F). As margens das laminas estigmaticas sdo lobadas, variando
de intensamente lobada para Ae. bromeliifolia (Figura 2.1 F), Ae. distichantha (Figura 2.1 H),
Ae. fasciata (Figura 2.1 K, L) e Ae. nudicaulis (Figura 2.1 O, P) a subinteiras em Ae. bicolor
(Figura 2.1 C, D). Todas as espécies apresentam papilas restritas a margem da lamina
estigmatica, sendo tubular em Ae. bicolor e Ae. bromeliifolia e bulbosa em Ae. distichantha,
Ae. fasciata e Ae. nudicaulis, variando de poucas em Ae. bicolor (Figura 2.1 C) a muitas em
Ae. nudicaulis, sem ornamentacado de cuticula (Figura 2.1 O). A coloracdo do estigma varia de
branco em Ae. bicolor, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha e Ae. nudicaulis, a lilas claro em Ae.

fasciata e amarelo claro em Ae. nudicaulis (Tabela 2.1).






Tabela 2.1 - Caracterizacdo do pistilo em Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill, Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms e

Vriesea Lindl.

. ) o Estigma (mm) Estilete (mm) Coloragao
Espécies/ Variedades Tipo — —
Comp. Diametro Comp. Diametro
Aechmea bicolor Conduplicado-espiral 1,07 +0,12 0,70 £ 0,06 4,06 + 0,05 0,72 +0,02 Branco
Ae. bromeliifolia Conduplicado-espiral 0,61 +0,07 0,52 +0,02 3,58 £ 0,07 0,50+0,03 Branco
Ae. distichantha Conduplicado-espiral 1,40 + 0,09 0,84 +0,02 6,26 £ 0,18 0,46 £ 0,02 Branco
Ae. fasciata Conduplicado-espiral 1,63 +0,10 1,23 +0,04 14,03 + 0,15 0,49 £+ 0,05 Lilas claro
Ae. nudicaulis Conduplicado-espiral 1,13 +0,07 0,42 +0,04 9,12 +0,16 0,40 £ 0,04 Amarelo claro
Ananas macrodontes Conduplicado-espiral 1,12+0,12 1,02 +0,13 7,17 £ 0,14 0,85 +0,08 Branco
Ananas sp. Conduplicado-espiral 1,17 £ 0,07 0,87 £0,03 4,80+0,34 0,52 +0,03 Branco
An. comosus var. ananassoides Conduplicado-espiral 1,48 + 0,19 1,71 + 0,07 5,08 £0,10 0,92 + 0,05 Branco
An. comosus var. bracteatus Conduplicado-espiral 1,28 +0,18 1,45+0,13 6,98 £0,17 0,63 +0,07 Branco
An. comosus var. erectifolius Conduplicado-espiral 1,38 +0,23 1,63 + 0,05 5,30 £ 0,06 0,89+0,11 Branco
An. comosus var. parguazensis Conduplicado-espiral 1,21 +0,12 1,05 + 0,08 5,11 £ 0,05 0,65 + 0,08 Branco
Alcantarea nahoumii Conduplicado-espiral 1,75 0,25 4,59 + 0,09 89,99+0,71 1,49 + 0,05 Branco
Vriesea carinata Lamina-convoluta 1,61+0,17 2,55 +0,09 27,97 £0,24 0,69 +0,03 Amarelo claro
V. friburgensis Lamina-convoluta 0,83 +0,07 1,76 £ 0,04 22,38 £ 0,45 0,50 +0,03 Amarelo claro
V. michaelii Lamina-convoluta 1,05+0,14 1,47 £ 0,05 20,56 £ 0,15 0,44 £ 0,02 Amarelo claro
V. paraibica Lamina-convoluta 1,81+0,16 2,75 £ 0,07 25,99 £ 0,25 0,74 £0,03 Amarelo claro
V. simplex Lamina-convoluta 1,98 +0,14 3,42 +0,08 31,90+ 0,38 0,84 £ 0,02 Verde claro
V. unilateralis Lamina-convoluta 0,57 £ 0,08 1,84 £0,20 18,85 +0,41 1,39 +0,22 Amarelo claro

! Conforme terminologia de Brown e Gilmartin (1984; 1989)
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Em Ananas os estigmas sdo brancos, com lobos recobertos por cuticula ornamentada
e fortemente contorcidos (Figura 2.1 U-Z); as margens das laminas sao lobadas, papilosas
variando de tubular ramificada em An. macrodontes (Figura 2.1 S) e tubular ndo ramificada
nas demais variedades do An. comosus, sem ornamentacao de cuticula (Figura 2.1 T).

Al. nahoumii apresentou estigma branco, do tipo conduplicado (Figura 2.2 A-F), com
lobos ligeiramente contorcidos e apices recurvados, com papilas curtas (99,26 + 29,18 um),
densamente distribuidas, uni ou multicelulares, com cuticula lisa, sem ornamentacao (Figura
2.2 C). Este género, antes pertencente ao subgénero Vriesea, foi classificado por Grant
(1995) como apresentando estigmas do tipo ldmina-convoluta, porém Leme (2007) sugeriu o
tipo conduplicado para todas as espécies desse género, com variacdes na forma entre as
espécies.

As espécies de Vriesea apresentam lobos estigmaticos com papilas tubulares
unicelulares (Figura 2.2 H), revestidas por cuticula ornamentada, compridas (169,25 + 77,93
um) e finas (8,42 + 1,21 um) (Figura 2.2 I-J), com excegdo de V. unilateralis que apresentou
papilas menores (59,29 + 20,42 um) e mais grossas (21,32 + 6,37 um) (Figura 2.2 K, R). A
coloracdo variou de verde claro em V. simplex a amarelo claro para as demais espécies
(Tabela 2.1).

Os estigmas de todas as espécies permaneceram Umidos durante todo o dia até o
fechamento das flores. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Heslop-
Harrison e Shivanna (1977), que classificaram os estigmas de bromélias como Umidos para
os géneros Aechmea, Bilbergia, Bromelia, Canistrum, Fosterella, Nidularium, Pitcairnia,
Portea, Quesnelia e Vriesea e secos para as espécies do género Abromeitiella
(Deuterocohnia), Dyckia e Neoregelia.

Os maiores valores para comprimento e diametro do estigma e estilete foram
observados em Al. nahoumii (estigma/ estilete com 91,75 mm de comprimento e 4,59 mm
de didmetro). Para as espécies de Vriesea os tamanhos variaram de 19,42 mm em V.
unilateralis e 33,88 mm em V. simplex e para as espécies de Aechmea foram observados
4,19 mm em Ae. bromeliifolia e 15,65 mm em Ae. fasciata (Tabela 2.1). As caracteristicas
morfométricas do pistilo de diferentes espécies podem interferir diretamente na sua
cruzabilidade devido a sua correspondéncia direta com o crescimento do tubo polinico

(GOPINATHAN; BABU; SHIVANNA, 1986; PARTON et al., 2001).
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Os estiletes de todas as espécies estudadas sdo formados por epiderme
uniestratificada (Figura 2.3 A-D), sendo que as células da face externa apresentam paredes
periclinais externas levemente convexas, revestidas por cuticula estriada. Na face interna as
células epidérmicas apresentam citoplasma denso, nucleo proeminente e cuticula lisa
(Figura 2.3 A-B). O estilete apresenta feixes vasculares, um para cada carpelo imerso no
parénguima fundamental (Figura 2.3 A-C). A densidade das estrias na cuticula varia entre as
espécies, sendo mais acentuada nas espécies de Vriesea (Figura 2.3 E-F) e menos nas
espécies de Aechmea e Ananas (Figura 2.3 G), sendo quase que ausente em Al. nahoumii
(Figura 2.3 H). Numerosos idioblastos contendo rafides sdo observados em todo o tecido

parenguimatico do estilete, em todas as espécies estudadas (Figura 2.3 D-I).
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Figura 2.3 - Morfoanatomia do estilete em Bromeliaceae. Secgao transversal em microscopia
de luz (ML) do estilete em Aechmea bicolor L. B. Sm. (A) e Ae. nudicaulis Griseb. (B); Seccdo
longitudinal em ML do estilete de Ananas sp. (L.) Merr. evidenciando os feixes vasculares (C);
Secgdo longitudinal em ML do estilete em An. macrodontes E. Morren evidenciando os
idioblastos e réfides (D); Diferentes morfologias das estrias na cuticula no estilete em V.
carinata Wawra (E), V. michaelii W. Weber (F), Ae. fasciata Baker (G) e Al. nahoumii (Leme) J.
R. Grant (H), em MEV; Rafides em Vriesea simplex Berr em microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (I). co = cuticula ornamentada, ee = epiderme externa, ei = epiderme
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interna, fv = feixe vascular, id = idioblasto, pa = parénquima fundamental, ra = rafides.
Barras: A-C = 100 pm; D = 500 pm; E-I = 20 um
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Receptividade do estigma

As trés metodologias utilizadas no presente trabalho foram eficientes na avaliacdo da
receptividade do estigma. Foi observada reagdo positiva muito forte das oito horas (antese)
até as doze horas, havendo a partir dai, um decréscimo na reacao, atingindo um minimo em
horario diferente para cada espécie e metodologia testada (Tabela 2.2). V. unilateralis foi a
Unica espécie estudada que apresentou reacdo positiva muito forte as 24:00 h, prolongando-
se até o inicio da manha seguinte. Este resultado esta relacionado a abertura floral, pois,
nesta espécie a antese ocorre a noite por volta das 21:00 h, enquanto nas demais espécies
ocorre nas primeiras horas da manha. V. unilateralis é polinizada por morcegos e a mesma
apresenta um odor forte nas suas flores (BENZING, 2000). Na pré-antese (botdo) nao foi
verificada reacdo em nenhuma das espécie e metodologias testadas.

Dafni e Maués (1998), estudando a receptividade do estigma utilizando quatro
metodologias em 14 espécies de diferentes familias, observaram respostas diferenciadas
entre as espécies, com algumas metodologias ndo apresentando reag¢do para algumas
espécies.

No caso do presente trabalho, o uso de perdxido de hidrogénio identificou resposta
positiva muito forte até a pds-antese para a maioria das espécies. Esta metodologia é
considerada simples e barata e identifica a reacdo da enzima peroxidase presente no
estigma no qual promove a liberacdo de bolhas de ar (Figura 2.4 A-B). Entretanto, a presenca
de qualquer dano ao tecido, pode levar a um falso positivo. Dafni e Maués (1998), relataram
que a utilizacdo do peroxido de hidrogénio, apresenta resultados nao tao confiaveis, pois o
mesmo pode reagir diferentemente conforme a idade da planta, além de ndo identificar
exatamente a drea receptiva. Esses autores aconselham ndo utilizar apenas essa
metodologia como um Unico indicador e sim associar esta a outras técnicas.

A associacdo da benzidina com o perdxido de hidrogénio, permitiu identificar além da
presenca de bolhas de ar, uma coloracdo variando do azul claro ao azul escuro, sendo que,
guanto mais receptivo o estigma mais intensa foi a coloracdo (Figura 2.4 C-D). A benzidina
oxida quando reage com a enzima peroxidase, mudando a cor do tecido (GALEN;
PLOWRIGHT, 1987). Ae. bromeliifolia, Ae. nudicaulis e V. carinata apresentaram uma
diminuicdo na reacdao nesta metodologia as 18:00 h, com resultado semelhante a reacdo

com a-naftil-acetato e fast blue B salt.






Tabela 2.2 - Receptividade do estigma em Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill, Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms
e Vriesea Lindl. avaliada entre a pré-antese e pés-antese, por diferentes metodologias

H,O0, benz. oc-naftii H,0, benz. o«c-naftili H,0, benz. oc-naftil H,O0, benz. oc-naftil H,O0, benz. oc-naftil

Espécies/ Variedades 18:00 h 8:00 h 12:00 h 18:00 h 8:00 h
(Pré-antese) (antese) (P6s-antese) (Pds-antese) (P6s-antese)
Aechmea bicolor - - - +++ o+t +++ +++ +++ ++H+ + ++  ++ -
Ae. bromeliifolia - - - +++ o+t +++ +++ +++ +++ +++  ++ ++ ++ + +
Ae. distichantha - - - +++ o+t +++ +++ +++ +++ +++  +++ +++ +++  ++ +
Ae. fasciata - - - +++ o+t +++ +++ +++ ++H+ + ++H+ -
Ae. nudicaulis - - - +++ o+t +++ +++ +++ ++H+ 4 ++ ++ + +
Ananas macrodontes - - - +++ o+t +++ +++ +++ +++ ++ ++H+ +
Ananas sp. - - - +++ o+ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ o+t +
An. comosus var. ananassoides - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++  ++ +
An. comosus var. bracteatus - - - +++ o+ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ o+t +
An. comosus var. erectifolius - - - +++ o+t +++ +++ +++ +++ ++ e +
An. comosus var. parguazensis - - - +++ o+t +++ +++ +++ +++ ++ e +
Alcantarea nahoumii - - - +++ o+ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Vriesea carinata - - - +++ o+ +++ +++  +++ +++ +++ o+t ++ ++ + -
V. friburgensis - - - +++ o+ +++ +++  +++ +++ +++ ++ +++ o+t +
V. michaelii - - - +H+ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ -
V. paraibica - - - +++ +++ +++ +++ ++H+ ++ ++H+ o+ +
V. simplex - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++H+ ++
12:00 h 18:00 h 24:00 h 8:00 h 12:00 h
(Pré-antese) (Pré-antese) (Antese) (Pds-antese ) (Pds-antese )
V. unilateralis - - - ++ ++ + +++ 4+ +++ +++ -+ +++ +++ 4+ +

(-) sem reacdo; (+) resposta positiva fraca; (++) resposta positiva forte; (+++) resposta positiva muito forte. Metodologias adaptadas de Dafni e Maués,
1998); benz. = solugdo de benzidina e perdxido de hidrogénio; oc-naftil = solugdo de oc-naftil-acetato e fast blue B salt
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Figura 2.4 - Avaliacdo da receptividade do estigma em Bromeliaceae dos géneros Aechmea
Ruiz & Pav., Ananas Mill, Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms e Vriesea Lindl. por
diferentes metodologias. A) Ae. nudicaulis Griseb. em peréxido de hidrogénio; B) Al
nahoumii (Leme) J. R. Grant em perdxido de hidrogénio; C) Ae. fasciata Baker em solucdo de
benzidina e perdxido de hidrogénio; D) V. michaelii W. Weber em solucdo de benzidina e
peréxido de hidrogénio; E) Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f. em solugdo de a-
naftil-acetato; F) Ananas sp. (L.) Merr. em solugdo de a-naftil-acetato. pa = pré-antese, an =
antese (8 h), po = pds-antese; seta = regido da receptividade. Barras: 1 mm

A reacgdo do a-naftil-acetato associada ao fast blue B salt identificou uma coloragdo
marrom escuro principalmente na regido das papilas estigmaticas (Figura 2.4 E-F),
identificando assim elevada atividade enzimdtica esterasica que pode estar relacionada a
presenca de exsudatos que ocorrem normalmente nas papilas dos estigmas. Essa
metodologia foi a que apresentou resultados que parecem representar melhor a
receptividade, além de identificar exatamente a regido da area receptiva. Kulloli et al.
(2010), avaliando a atividade esterdsica em trés espécies de Impatiens observaram atividade
principalmente nos lobos estigmaticos e na ponta do estigma. Resultados semelhantes ao
encontrado nas espécies estudadas de Bromeliaceae neste trabalho. A resposta positiva
muito forte coincidiu com a antese, sendo observada para todas as espécies em todo o
periodo da manha com excecdo de V. unilateralis que apresentou resposta a noite, por volta

das 24:00 horas.
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Para cada espécie estudada, houve uma reducdo na reagao ao longo do dia,
indicando a diminuicdo na receptividade do estigma. No final da tarde, algumas espécies
como Ae. bicolor, Ae. fasciata, V. carinata e V. michaelii, apresentaram reac¢do fraca ou
ausente na pds-antese. Para V. simplex e Al. nahoumii observou-se resposta positiva forte e
muito forte (respectivamente), mesmo na pds-antese, nas trés metodologias testadas. A
receptividade do estigma possivelmente esta também relacionada ao tempo de duracdo da
flor, visto que nessas duas espécies as flores permaneceram abertas por aproximadamente
36 horas, enquanto que nas outras espécies estudadas as flores permaneceram abertas por
cerca de 24 horas ap0ds a antese.

Siqueira Filho e Machado (2001) estudando a biologia reprodutiva de Canistrum
aurantiacum E. Morren, e Canela e Sazima (2003) estudando Aechmea pectinata Baker,
ambos aplicando peréxido de hidrogénio observaram que o estigma permaneceu receptivo
desde o momento da abertura até o fechamento da flor.

Parton et al. (2001), estudando as barreiras reprodutivas em nove espécies de
bromélias de quatro diferentes géneros, também observaram que a maior receptividade do
estigma foi observada na antese. Esses autores relataram que em uma espécie do género
Vriesea o estigma foi receptivo até dois dias apds a antese e obteve a germinac¢ao de graos
de pdlen em numero suficiente para a fertilizacdo, no entanto, o numero de évulos
fertilizados decresceu de 90% para 10% quando as polinizagdes foram realizadas na pds-
antese. Em outra espécie de Vriesea os mesmos autores relatam que observaram
porcentagem de germinacao de graos de pdlen e indice de fertilizagao suficientemente alto
um dia antes, até um dia apds a antese.

Os resultados obtidos neste trabalho subsidiam programas de melhoramento
genético das espécies avaliadas, identificando assim o melhor hordrio para a realizacdo de
polinizacdes controladas, assim como na caracterizacdo das espécies e estudos da

taxonomia desta familia.
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5.4. Conclusoes

Foram observados dois tipos de estigma: conduplicado-espiral para as espécies dos
géneros Aechmea, Ananas e Alcantarea e lamina-convoluta para as espécies do género
Vriesea.

Todas as espécies apresentaram estigma trifido, com epiderme uniestratificada,
numerosos idioblastos contendo rafides no parénquima fundamental e feixes vasculares
individuais para cada carpelo.

O estigma apresenta maior atividade enzimatica coincidindo com a antese, em todas
as espécies estudadas, com maior receptividade as 8:00 h permanecendo até as 12:00 h, e
em V. unilateralis, que apresenta antese noturna, a maior receptividade foi as 24:00 h, se
prolongando até o inicio da manha.

A morfologia do estigma oferece informa¢Ges que podem ser importantes para a
taxonomia de espécies. Adicionalmente, os estudos da receptividade do estigma subsidiam
trabalhos de melhoramento genético das espécies, possibilitando maior eficiéncia nas

hibridacdes pretendidas.
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Capitulo 3

Viabilidade e conservacao de graos de pdlen de Aechmea
bicolor L. B. SM. (Bromeliaceae)
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Aechmea bicolorL.B. Sm.—Gr3do de polen observado em microscopia eletronica de transmissdao
Foto: Rossi, ML
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6. VIABILIDADE E CONSERVACAO DE GRAOS DE POLEN DE Aechmea bicolor L. B. Sm.
(BROMELIACEAE)
RESUMO

A conservagao de graos de podlen é importante para o melhoramento e conservagdao de
recursos genéticos de plantas, ampliando as possibilidades de cruzamentos em espécies
alégamas e obtencdo de hibridos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
diferentes formas de conservacdo de grdaos de podlen de Aechmea bicolor L. B. Sm.
(Bromeliaceae) por meio de diferentes testes de viabilidade e estudos de morfologia e
ultraestrutura polinica por microscopia eletronica. Foram utilizados graos de pdlen de Ae.
bicolor oriundos de flores coletadas na antese. As flores e grdaos de podlen foram
caracterizados para subsidiar os ensaios de conservagao, bem como o ajuste do melhor meio
de cultura para germinacao in vitro [MSM - H3BO3 (0,01%); Ca(NOs), - 4H,0 (0,03%); MgSO,
7H,0 (0,02%); KNOs (0,01%); sacarose (12%); agar (0,8%); pH 6,5] e o melhor procedimento
de desidratacdo (3 horas em silica). As amostras foram depositadas em tubos criogénicos e
submetidas aos ensaios de conservacdo, utilizando trés ambientes (freezer a -5 °C,
ultrafreezer a -80 °C e nitrogénio liquido a -196 °C), em auséncia ou presenca de
desidratacdo em diferentes intervalos de tempo. Avaliaram-se a germinagao in vitro e
comprimento do tubo polinico nos periodos de 1 hora, 24 horas, 8 dias, 30 dias, 6 meses e 1
ano. Morfologia e ultraestrutura polinica foram avaliadas nos periodos de 24 horas, 30 dias e
1 ano. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 3
+ 1 (2 desidrata¢Oes, 3 ambientes de conservacdo e 1 controle) e parcela subdividida no
tempo, sendo as parcelas compostas pelo fatorial e as subparcelas compostas pelo tempo e
suas interacdes com os tratamentos da parcela. Os melhores resultados foram obtidos com
o tratamento advindo da desidratagao e conservagdao em nitrogénio liquido (-196 °C), tanto
para a germinacao in vitro, comprimento do tubo polinico, quanto para a fertilizagao in vivo,
além das outras varidveis estudadas, como a integridade morfoldgica e ultraestrutural do
conteudo citoplasmatico, deixando evidente o quanto é determinante a desidratacao prévia
ao congelamento. Todos os frutos produzidos com grdos de pdlen conservados
apresentaram sementes vidveis, e as sementes produzidas apresentaram taxa de
germinagdo acima de 92% em meio de cultura aos 8 dias.

Palavras-chave: Bromélias. Germinacdo in vitro de grdos de pdlen. Fertilizacdo in vivo.
Nitrogénio liquido. Microscopia.



138

VIABILITY AND STORAGE OF Aechmea bicolor L. B. Sm. (BROMELIACEAE) POLLEN GRAINS

ABSTRACT

Pollen grain storage is important for plant breeding and genetic resource conservation,
increasing the possibilities of crosses between allogamous species and further hybrid
production. The present study aimed to evaluate pollen storage methodologies for Aechmea
bicolor L. B. Sm (Bromeliaceae) using different viability tests and characterizing changes in
pollen grain morphology and ultrastructure by electron microscopy. Ae. bicolor pollen was
collected from flowers at anthesis, when flowers and pollen grains were morphologicaly
characterized. Preliminary studies were done to define the best germination medium [MSM
- H3BO3 (0.01%); Ca(NOs); + 4H,0 (0.03%); MgS0, « 7H,0 (0.02%); KNO3 (0.01%); sucrose (12%);
agar (0.8%); pH 6.5] and dehydration conditions (3 h on silica). Pollen grain samples were
then placed in cryogenic tubes and subjected to storage using three conditions: -5 °C in
freezer; -80 °C in ultrafreezer and -196 °C in liquid nitrogen), with or without dehydration at
different intervals. In vitro germination and pollen tube length were assessed at 1 h, 24 h, 8
days, 30 days, 6 months and 1 year. Pollen grain morphology and ultrastructure were
assessed at 24 h, 30 days and 1 year. The experimental design was completely randomized in
a 2 x 3 + 1 (two dehydration conditions, three storage conditions and one control condition)
factorial scheme, and the plot was subdivided by storage time, with the plots defined by the
factorial scheme and the subplots by storage time and their interaction with plot treatments.
The best results were obtained with dehydration and storage in liquid nitrogen (-196 °C) with
regard to in vitro germination, pollen tube length, in vivo fertilization, and other variables
studied, including morphological and ultrastructurae cytoplasmic integrity. These results
highlight the crucial role of dehydration prior to freezing. All fruits produced from stored
pollen produced viable seeds that exhibited a germination rate above 92% in culture
medium after 8 days.

Keywords: Bromeliads. In vitro pollen germination. In vivo fertilization. Liquid nitrogen.
Microscopy.
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6.1. Introducao

As bromélias tém se destacado no setor de floricultura, devido principalmente ao
aspecto exdtico, exuberancia, beleza, alta durabilidade e grande aceitagdo de mercado em
todo mundo. A inovacdo na floricultura pode vir pela identificacdo de novas espécies ou
gendtipos com potencial ornamental no recurso genético existente ou pela geracdo de
novos hibridos em programas de melhoramento genético a partir de espécies ja
reconhecidas (SOUZA et al., 2009a).

Poucas informagdes estdo disponiveis sobre a compatibilidade e a possibilidade da
realizacdo de cruzamentos com bromélias, demandando desta forma estudos mais
detalhados. Dentre essas demandas, destacam-se a conservacdo de graos de podlen,
considerando-se que a falta de sincronia nos periodos de florescimento esta entre os
principais problemas detectados para a realizagdo de cruzamentos, além de que, esses
mesmos estudos podem servir para a conservacdo de recursos genéticos, producdo de
haploides, estudos com podlen recalcitrante, bioquimicos, fisiolégicos e alergénicos
(CONNOR; TOWILL, 1993; BAJAJ, 1995; GROUT; ROBERTS, 1995).

Métodos convencionais de conservacdao de grdos de pdlen envolvendo baixas
temperaturas e umidades sdo descritos para varias espécies vegetais (GANESHAN, 1986a;
YATES; SPARKS, 1989; SACKS; ST’'CLAIR, 1996; HONDA; WATANABE; TSUTSUI, 2002; LORA et
al., 2006; VENDRAME et al., 2008; BETTIOL NETO et al., 2009). Estudos com criopreservac¢ao
de grdos de pdlen também foram aplicados para diferentes espécies, considerando-se
diferentes métodos de crioprotecao (TAI; MILLER 2002; VENDRAME et al., 2008; ALBA et al.,
2011). Poucos estudos sdo descritos com conservacdo de grdos de pdlen de Bromeliaceae.
Parton, Deroose e De Proft (1998) e Parton et al. (2002) obtiveram resultados satisfatérios
utilizando temperaturas ultrabaixas nas espécies Ae. fasciata, Ae. chantinii, Vriesea ‘Leen’,
Vriesea ‘Christiane’, Tillandsia cyanea e Pitcairnia herdee. A comprovacdo da viabilidade foi
realizada pela germinacgao in vitro. Na maioria dos estudos sobre conservacdo de graos de
polen de diferentes espécies, no entanto, os testes de viabilidade sdo limitados apenas a
germinacao in vitro ou avaliagdes histoquimicas, sem a avaliacdo sobre a capacidade de
geracao de sementes através de cruzamentos e hibridagdes.

A manutencao da viabilidade de graos de pdélen além do periodo de conservacao

depende principalmente de fatores como o estagio fisiolégico da flor, temperatura e
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umidade relativa do ambiente de armazenamento, do grau de umidade dos graos de pdlen,
dentre outros (AKIHAMA; OMURA; KOSAKI, 1979; SOARES et al., 2008). O monitoramento da
viabilidade antes, durante e depois da conservacdo é essencial para um protocolo eficiente.
Dessa forma, pode-se estabelecer o periodo maximo em que os graos de pélen podem ser
conservados sem perder a capacidade de germinacdo e fertilizacdo, tornando-se uma
importante ferramenta para o melhoramento e para o intercambio de germoplasma
(DAMASCENO JUNIOR et al., 2008; GANESHAN et al., 2008).

Em casos de ultracongelamento, o teor de umidade nos graos de pdlen pode ser
determinante para sua sobrevivéncia e para a manutencdo de sua viabilidade, pois a
formacao de cristais de gelo durante o periodo de armazenamento pode causar rompimento
de tecidos, danificando sua estrutura (YATES; SPARKS, 1989; TAYLOR; HEPLER, 1997;
GANESHAN et al., 2008). Tratamentos de desidratacdo sdo indicados para evitar este evento,
ainda que, a retirada excessiva de 4dgua dos tecidos possa inviabilizar os grdaos de pdlen,
ficando evidente a necessidade de cuidados nesta etapa (BENSON, 2008). Para atingir o
ponto ideal de desidrata¢do, varios estudos prévios devem ser realizados com o material
vegetal. Parton, Deroose e De Proft (1998) e Parton et al. (2002) lograram reduzir a umidade
das anteras por quatro horas em silica gel e obtiveram resultados satisfatdrios. Na
germinacdo Towill (1985) relatou que para uma criopreservacgao eficiente de graos de pdlen
o teor de umidade deve ser reduzido para 15 a 20%.

O monitoramento da viabilidade dos graos de pdlen conservados pode ser realizado
por varios métodos, entre eles, métodos histoquimicos, germinacdo in vitro, polinizacdo in
vivo e a porcentagem de frutificacdo efetiva (GALETTA, 1983). A viabilidade dos graos de
polen conservados para cruzamentos deve estar em torno de 50 a 80% e apresentar tubos
polinicos bem desenvolvidos (SCORZA; SHERMAN, 1995). Normalmente a porcentagem de
germinacdo e o comprimento dos tubos polinicos decrescem com o tempo. O objetivo, com
a conservacao é que nao ocorra esse processo de envelhecimento e o pélen possa manter
sua viabilidade dentro dos limites para seu posterior uso. Entretanto, algumas observacoes
devem ser consideradas na escolha do teste de viabilidade, j3 que no caso do uso de
corantes, estes podem reagir com estruturas ou constituintes quimicos, confundindo os
resultados obtidos (STANLEY; LINSKENS, 1974). Por outro lado, a germinacdo in vitro nao é
um método conclusivo, ndo garantindo a fertilizacao, sendo a fertilizacdo in vivo o método

mais eficiente.
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Aechmea bicolor L. B. Sm. é uma espécie de bromélia nativa do Brasil e esta
distribuida na Mata Atlantica no Corredor Central da Biodiversidade (MARTINELLI et al.,
2008). As espécies de Aechmea estdo entre as bromélias de maior valor econémico (ZHANG
et al., 2012) com muitas espécies neste género listadas como vulneraveis e ameagados de
extincdo (MARTINELLI et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as diferentes condi¢des de conservagao de
graos de pdlen de Ae. bicolor (Bromeliaceae) por meio de diferentes testes de viabilidade e
estudos de morfologia e ultraestrutura polinica. Inicialmente, as flores foram
morfometricamente caracterizadas e a viabilidade dos graos de pdlen foi testada utilizando
diferentes meios de cultura e testes histoquimicos. Foram realizados ensaios de
desidratacdo dos grdaos de pélen utilizando trés métodos de desidratacdo, seguido pela
determinacdo da germinacdo dos grdos de pdlen em quatro temperaturas, com e sem
desidratacdo prévia dos graos de podlen. A eficiéncia de armazenamento dos graos de pdlen
foi avaliada pela germinacdo dos grdos de podlen e analise ultraestrutural, a fim de
caracterizar os danos causados pela conservacdao dos graos de pdlen em diferentes

tratamentos.

6.2. Material e Métodos

Plantas de Aechmea bicolor L. B. Sm. (voucher ESA 120990, herbario Esalg/ USP)
foram cultivadas em casa de vegetacdo em temperatura ambiente e umidade relativa de
70%. O florescimento foi induzido através da pulverizagao de 30 mL da solugdo de Ethrel®
(etefon) a 240 mg mL?, na roseta da planta, conforme metodologia empregada por Souza et
al. (2009b). Foi realizada uma analise morfométrica das flores, utilizando 10 flores de trés
plantas, com o objetivo de descrever os verticilos florais.

Foram utilizadas anteras oriundas de flores coletadas na antese, que ocorre ao redor
de 7:30 horas. A estimativa do numero de griaos de podlen foi realizada por meio da
contagem do numero de grdos produzidos por flor seguindo metodologia descrita por
Kearns e Inouye (1993).

As medidas dos graos de pdlen foram obtidas por meio da acetdlise latica (ACLAC
40), conforme Raynal e Raynal (1979). Os diametros polar e equatorial foram obtidos a partir

de 25 grdos de pdlen escolhidos de forma aleatdria utilizando o programa Imagel 1.46r
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(RASBAND, 2012). Os grdos de pdlen foram caracterizados conforme nomenclatura descrita

por Punt et al. (2007) e Hesse et al. (2009).

Germinagdo in vitro dos grdos de pdlen
Os graos de polen foram inoculados em placas de Petri contendo 35 mL de cinco
meios de cultura descritos a seguir:
e BM: H3BO3(0,01%); sacarose (20%); agar (0,5%); pH 6,5 (PARTON et al., 2002);
e BK: H3BO; (0,01%); Ca(NOs); « 4H,0 (0,03%); MgSO,4 « 7H,0 (0,02%); KNOs (0,01%);
sacarose (10%); agar (0,5%); pH 6,5 (BREWBAKER; KWACK, 1963);
e MBK: H3BOs (0,01%); Ca(NOs), « 4H,0 (0,03%); MgSO, + 7H,0 (0,02%); KNO; (0,01%);
sacarose (20%); agar (0,5%); pH 6,5 (BREWBAKER; KWACK, 1963, modificado);
e SM: H3BO; (0,01%); Ca(NOs), = 4H,0 (0,03%); MgSO. » 7H,0 (0,02%); KNOs (0,01%);
sacarose (15%); agar (0,8%); pH 6,5 (SOARES et al., 2008);
e MSM: H3BO3 (0,01%); Ca(NOs), = 4H,0 (0,03%); MgS0,4 « 7H,0 (0,02%); KNO3 (0,01%);
sacarose (12%); agar (0,8%); pH 6,5 (SOARES et al., 2008, modificado).

Com auxilio de um pincel, os graos de pdlen foram distribuido nos meios de cultura
em placas de Petri, que foram mantidas em incubadora a temperatura de 27 + 1 °C. A
contagem dos grdos de pdlen germinados e a medida do comprimento do tubo polinico
foram realizados 24 horas apds a inoculacgdo em meio de cultura. Foram obtidas
microfotografias com auxilio de estereomicroscépio Leica EZ4 D (Leica, Wetzlar, Alemanha).

O delineamento experimental utilizado para a germinacdo do grao de pdlen foi
inteiramente casualizado com cinco meios de cultura (BM, BK, MBK, SM, MSM), em 12
repeticGes, sendo cada repeticdo representada por trés placas de Petri, cada uma
subdividida em quatro quadrantes. Para a porcentagem de germinacdo foram contabilizados
todos os graos de pdlen de cada quadrante. Foram considerados germinados os graos de
pdlen que possuiam tubo polinico com tamanho igual ou superior ao diametro do préprio
polen. O comprimento do tubo polinico foi determinado pelo comprimento médio de cinco
tubos em cada uma das 12 repeticdes, escolhidos aleatoriamente. Os dados de porcentagem
de germinagao foram transformados para arc sen (\/x/lOO) antes da andlise estatistica. Para
comparacao das médias, os dados foram submetidos a analise de variancia e utilizou-se o

teste Tukey (p<0,01), através do programa SAS (2004).
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Testes histoquimicos para a viabilidade dos grdos de pdlen

Os testes histoquimicos foram realizados mediante o uso de trés corantes: solugdo
de Alexander, 2% de acido latico (ALEXANDER, 1980), carmim acético (1%) (KEARNS;
INOUYE, 1993) e Sudan IV (1%) (BAKER; BAKER, 1979). Anteras de trés flores coletadas de
trés diferentes plantas foram distribuidas sobre |laminas de vidro, adicionando-se uma gota
do respectivo corante, cobrindo-se com laminula e avaliando-se em seguida ao microscépio
de luz, Zeiss Axioscop 2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Foram contabilizados 100 grdos de
polen por lamina com trés repeti¢cdes cada, perfazendo um total de 300 grdos de pdlen para
cada corante.

Os dados de viabilidade foram transformados para (\/x/lOO) antes da analise
estatistica. Para comparacao das médias, os dados foram submetidos a andlise de variancia e

utilizou-se o teste Tukey (p<0,01), através do programa SAS (2004).

Desidratagdo dos grdos de pdlen

O grau de umidade das anteras com graos de pédlen foi determinado através da
pesagem de recortes de papel aluminio (Pt) em balanca de precisdo com quatro casas
decimais, depositando-se em seguida sobre o papel as anteras com os graos de pdlen,
procedendo-se entdo a uma segunda pesagem para determinacdo do peso umido (Pu). As
amostras (anteras com os graos de pdlen no papel aluminio) foram submetidas a
desidratacio em quatro ambientes (cAmara de climatiza¢cdo com 27 + 1 °C, cAmara de fluxo
laminar, silica em ambiente fechado e estufa a 37 + 1 °C) em oito intervalos de tempo (1, 3,
6, 12, 24, 48, 72 horas e 8 dias). Apds esse procedimento, os recortes foram fechados como
envelopes e pesados em balanca analitica para a obtencdo do peso seco (Ps). As amostras
entdo foram colocadas para germinar no melhor meio de cultura (MSM), resultado do
ensaio anterior. A umidade das anteras foi determinada por meio da seguinte equacao:

U = [(Pu - Ps)/(Pu - Pt)] x 100
Na qual: U = grau de umidade das anteras com grdos de pdlen (%); Pu = peso umido (g); Ps =

peso seco (g); Pt = peso da tara (g).

O delineamento experimental utilizado para os ensaios de desidratacdo dos graos
de pdlen foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 8 (ambientes x intervalos de
tempo) com 12 repeticOes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de Petri, cada

uma subdividida em quatro quadrantes.
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Para a porcentagem de germinacdo foram contabilizados todos os grdaos de pdlen
de cada quadrante, enquanto que para o comprimento do tubo polinico foram mensurados
aleatoriamente cinco tubos em cada quadrante, totalizando 60 tubos polinicos de cada
tratamento. Foram considerados germinados os graos de pdlen que possuiam tubo polinico
com tamanho igual ou superior ao didmetro do préprio grao de pdlen.

Os dados de porcentagem de germinag¢ao foram transformados para arc sen
(Vx/100) antes da andlise estatistica. Para comparacdo das médias, os dados foram
submetidos a analise de varidncia e utilizou-se o teste Tukey (p<0,01), através do programa

SAS (2004).

Conservagdo dos grdos de pdlen

As anteras foram removidas das flores e depositadas em recortes de papel aluminio
qgue foram fechados como envelopes e depositados em tubos criogénicos (3 mL). Apds
selecdo do melhor resultado de desidratacdo e meio de cultura (acima), foi montado o
ensaio de conservacdo, utilizando-se trés ambientes de conservacdo (freezer a -5 °C,
ultrafreezer a -80 °C e nitrogénio liquido a -196 °C), na auséncia e presenca de desidratacdo
em diferentes intervalos de tempo. Avaliaram-se a germinacdo in vitro e comprimento do
tubo polinico nos periodos de 1 hora, 24 horas, 8 dias, 30 dias, 6 meses e 1 ano em trés
placas de Petri, cada uma subdividida em quatro quadrantes, totalizando 12 repeticdes. A
porcentagem de germinag¢do e comprimento do tubo polinico foram determinados
conforme descrito anteriormente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x
3 + 1 (2 desidrata¢des, 3 ambientes de conservacdao e 1 controle). O tratamento controle
consistiu em gridos de pdlen recém coletados (temperatura ambiente, 27 + 1 °C) e
processados imediatamente para as demais avaliagbes. Antes e apds a conservacgao, foi
realizado o teste de viabilidade polinica através de germinacdo in vitro utilizando o meio de
cultura MSM. Como testemunha absoluta foram utilizados graos de pdlen frescos sem
armazenamento e desidratacdo previa.

Os dados avaliados foram submetidos a andlise de variancia considerando o
delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcela subdividida no tempo, em

gue as parcelas foram compostas pelo fatorial e as subparcelas pelo tempo e suas interagdes
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com os tratamentos da parcela. Os dados de porcentagem foram transformados para arc sen
(\/x/lOO), visando o atendimento das pressuposicées da analise de variancia. Para as médias
dos ambientes de conservacdo foi aplicado o teste Tukey e para presenca e auséncia de
desidratacdo foi aplicado o teste F. Foi também calculado o teste t de Dunnett para
comparar o efeito do controle em relacdo aos tratamentos. Todos os testes foram realizados

em nivel de 1% de probabilidade utilizando-se o programa SAS (2004).

Ultraestrutura polinica

Morfologia e ultraestrutura polinica foram avaliadas nos periodos de 24 horas, 30
dias e 1 ano, utilizando-se trés suportes metalicos para MEV, ou telinhas para MET, cada um
subdividido em quatro quadrantes, totalizando 12. Para porcentagem de grdos de pdlen
integros foram utilizadas 12 repeticbes e para as mensura¢ées de tamanho dos grdos e
camadas da exina foram mensurados aleatoriamente 25 graos.

Para caracterizagao morfoldgica e ultraestrutural foram utilizados graos de pdlen
dos sete tratamentos em trés periodos de avaliacdo (24 horas, 30 dias e 1 ano). Os grdos de
pdlen foram fixados em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada [glutaraldeido
(2%), paraformaldeido (2%), CaCl, (0,001 M), tampao cacodilato de sédio (0,05 M), em pH
7,2], por 48 horas, em seguida desidratados em série etilica (35-100%), 10 minutos cada. As
amostras foram secas em HMDS (hexametildisilazano) e montadas sobre suportes metalicos
e metalizadas com ouro. As imagens foram obtidas ao microscépio eletronico de varredura
de pressao variavel LEO 435 VP (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para microscopia eletrénica de transmissdo (MET), os graos de pdlen foram fixados
na mesma solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada, por 24 horas.
Posteriormente, foram lavados em tampao cacodilato de sédio (0,1 M) e imediatamente
pods-fixados em tetréxido de ésmio (1%), por 1 hora, seguido de lavagens em solugdo salina
(0,9%) e pré coloracdo em acetato de uranila (2,5%). Em seguida, as amostras foram
desidratadas em série de acetona (35-100%), por 20 minutos. A infiltracdo foi gradual em
resina Spurr e o emblocamento em resina pura, por 48 horas, a 70°C. Os blocos seccionados
em ultramicrotomo (Sorval Porter Blum MT2, Norwalk, EUA).

Para a microscopia de luz (ML) as sec¢Bes semifinas (5 um) foram montadas sobre

ldaminas de vidro, coradas com azul de toluidina (0,05%) e recobertas com Entelan® e
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laminula, sendo posteriormente fotografadas ao microscépio de luz Zeiss Axioscop 2
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

As seccBes ultrafinas (60 nm) obtidas foram depositadas sobre grades de cobre
previamente recobertas com formvar, contrastadas em acetato de uranila (2,5%) e citrato de
chumbo, segundo Reynolds (1963). As imagens foram obtidas ao microscopio eletrénico de

transmissao Zeiss EM900 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Teste de viabilidade in vivo com grdos de pdlen

Para o teste de viabilidade in vivo utilizou-se como parental feminino flores de
diferentes plantas da mesma espécie para cada tratamento. Foram utilizadas pelo menos 12
flores por tratamento. Na etapa de floracdo das plantas receptoras, foram retiradas as
anteras antes da antese, evitando-se desta forma, a autofecundacdo. As flores foram
ensacadas evitando-se contaminacdao por grdos de pdlen de outras espécies. Apds a
emasculacao, os graos de pdlen conservados nos diferentes tratamentos foram depositados
sobre o estigma das flores e estas novamente ensacadas. As flores polinizadas foram
etiquetadas, contendo o numero do tratamento e a data da polinizacdo. Apods
amadurecimento dos frutos avaliou-se a formagdo de frutos e nimero de sementes por
fruto. As sementes foram germinadas in vitro em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,

1962) de acordo com Souza et al. (2009c).
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6.3. Resultados

Ae. bicolor apresenta inflorescéncia indeterminada, com flores disposta em espiga
(Figura 3.1 A). As flores sdao tubulares com trés sépalas de coloragdo amarelo-alaranjado e
trés pétalas brancas (Figura 3.1 B-C). O androceu possui seis anteras dorsifixas, rimosas com
filetes adnatos as pétalas. O gineceu é composto por um Unico pistilo, ovario infero,
tricarpelar com numerosos évulos, placentagao axilar e nectdrio septal interlocular. Os évulos
sdo andatropos com micrépila bem visivel e atenuada e ausentes de apéndice na regido da
calaza. O estigma é conduplicado-espiral com papilas pouco proeminentes. O fruto é tipo
baga de formato elipsdide. Os dados morfométricos da inflorescéncia, estruturas florais e
graos de pdélen podem ser observados na Tabela 3.1.

Os graos de polen de Ae. bicolor sao de tamanho médio, simetria bilateral, dambito
ovalado, 2-porados, com um lado mais convexo e o outro mais plano, exina tectada, psilada
(Figura 3.1 D-E). A estimativa da producdo de graos de pdlen por flor foi de 32.916 graos
com uma média por antera de 5.486 graos.

A germinagdo dos grdos de pdlen variou de acordo com os meios de cultura. Nao
houve germinacdo no meio de cultura BM (Figura 3.1 F e 3.2 A). A maior porcentagem de
germinacao dos graos de pélen foi observada em meio de cultura SM e MSM (Figura 3.1 1-J e
3.2 A) e o maior comprimento do tubo polinico foi observado em meio de cultura MSM
(Figura 3.1 J e 3.2 B). Em vista destes resultados, o meio MSM foi selecionado para os
posteriores ensaios de conservagao.

Em relagdo aos testes histoquimicos, todos os trés corantes usados foram eficientes
na determinacdo da viabilidade dos grdos de pdlen para esta espécie, com uma facil
identificacdo de graos de pdlen vidveis e invidveis (Figura 3.1 K-M). A viabilidade dos graos
de pdlen foi acima de 94% (Figura 3.2 C), resultados semelhantes aos obtidos com a
germinacao in vitro nos meios SM e MSM. N3o houve diferenca significativa na porcentagem

de viabilidade entre os corantes utilizados (Figura 3.2 C).
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Figura 3.1 - Flor, graos de pdlen e viabilidade de graos de pdlen de Aechmea bicolor L. B. Sm.
A) Inflorescéncia de Ae. bicolor. B) Aspecto geral da flor. C) Vista interna da flor evidenciando
os verticilos florais. D) Grdos de pdlen em vista polar (pv) e vista equatorial (ev) em MEV. E)
Grdos de pélen acetolisados em vista equatorial, evidenciando os poros (ponta de seta). F-J)
Germinacao in vitro em diferentes meios de cultura: BM (F), BK (G), MBK (H), SM (I), MSM
(J). K-M) Testes histoquimicos evidenciando grdaos de pdlen vidveis e invidveis (seta).
Alexander (K), Carmim acético (L), Sudan IV (M). a = antera , f = filete, v = ovario, o= évulo,
pe = pétala, se = sépala, e = estigma, s = estilete. Barras: B-C) 2 mm. D, K-M) 20 um. F-J) 0,5
mm






Tabela 3.1 - Caracteristicas morfométricas dos verticilos florais e graos de pdlen de Aechmea

bicolor L. B. Sm.

Flor
Comprimento da pétala (mm) 9,42 £ 0,29
Largura da pétala (mm) 3,32+0,16
Comprimento da sépala (mm) 6,36 £ 0,35
Largura da sépala (mm) 3,28 + 0,07
Numero de flores por inflorescéncia 46,90 + 4,04
Androceu
Diametro polar em vista equatorial (um) 21.95+1.56
Diametro equatorial em vista equatorial (um) 31.63+1.34
Teto (um) 0,64 + 0,06
Grdo de Pdlen Columela (um) 0,23 +0,03
Sexina (um) 0,87 £ 0,07
Nexina (um) 0,54 +£0,08
Exina (um) 1,41 £ 0,09
Comprimento (mm) 4,01 +£0,07
Antera Diametro (mm) 0,97 £0,02
Numero 6
) Comprimento (mm) 6,68 £ 0,70
Filete R
Diametro (mm) 0,49 +0,02
Gineceu
. Comprimento (mm) 4,29+0,16
Ovario R
Didametro (mm) 4,44 + 0,33
Comprimento (um) 356,61 + 13,42
. Diametro (um) 170,39 £ 10,34
Ovulo . .
Numero por léculo 71,00 + 5,29
Largura da micrépila (um) 43,63 £ 3,60
) Comprimento (mm) 1,07 £0,12
Estigma .
Didametro (mm) 0,70+ 0,06
) Comprimento (mm) 5,01 +0,06
Estilete R
Didametro (mm) 0,72+0,02

Os resultados correspondem a média de dez flores de trés plantas + desvio padrao
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Figura 3.2 - Viabilidade e comprimento do tubo polinico em Aechmea bicolor L. B. Sm. A)
Porcentagem de germinacdo in vitro de grdos de pdlen em diferentes meios de cultura. B)
Comprimento do tubo polinico (mm) apds 24 horas em diferentes meios de cultura. C)
Porcentagem de viabilidade de graos de pdlen em testes histoquimicos. Médias seguidas das
mesmas letras ndo diferem ao teste Tukey (p<0,01)

Nos ensaios preliminares para desidratacdo dos grdaos de pdlen, a silica gel em
dessecador durante trés horas apresentou os melhores resultados, com 95% de germinagado
in vitro dos graos de pdélen e 0,6 mm de comprimento do tubo polinico apds 24 horas em
meio de cultura (Tabela 3.2). Nessas condi¢Ges, a umidade dos grdaos de pdlen foi de
aproximadamente 40%, o que é considerada uma condi¢do segura e adequada para a
conservacdo. Longos periodos de desidratacdo reduz a germinacdo dos graos de pdlen e
umidade de forma gradual, com taxas de germinag¢do dos graos de podlen inferior a 15%
depois de trés dias. Desta forma, utilizou-se para os ensaios subsequentes a desidratacdo

dos graos de pélen em silica gel em dessecador por trés horas.
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Tabela 3.2 - Comportamento dos graos de pdlen de Aechmea bicolor L. B. Sm. nos diferentes
ambientes e periodos de avaliacdo

) Incubadora a Camara de fluxo Dessecador com Estufa a
Periodos . o
27+1°C laminar silica gel 37+1°C
Umidade da antera inteira (%)
1 hora 84,74 aA 83,55 aA 70,92 aB 47,26 aC
3 horas 62,78 bA 39,96 bB 38,93 bB 39,65 bB
6 horas 49,78 cA 30,64 cB 24,73 cC 35,23 bB
12 horas 40,95 dA 30,92 cB 24,30 cC 34,19 bB
24 horas 38,73 dA 30,86 cB 23,09 cC 39,90 bA
48 horas 38,73 dA 30,69 cB 22,15 cC 38,31 bA
72 horas 38,64 dA 30,43 cB 21,51 cC 37,95 bA
8 dias 38,00 dA 29,88 cB 20,79 cC 29,79 bB
CV (%) 12,44
Germinacgao dos graos de pélen (%)
1 hora 98,08 aA 97,16 aA 98,08 aA 91,83 aB
3 horas 97,58 aA 91,66 bB 95,16 aA 69,00 bC
6 horas 84,91 bA 72,00 cB 67,66 bC 56,58 dD
12 horas 85,33 bA 69,83 cB 68,41 bB 61,25 cC
24 horas 73,50 cA 69,41 cA 71,41 bA 40,00 eB
48 horas 42,91 dB 63,41 dA 37,50 cC 23,66 fD
72 horas 11,50 eA 12,08 eA 13,33 dA 3,08 gB
8 dias 3,25 fA 0,66 fB 4,91 eA 0,00 hB
CV (%) 8,10
Comprimento do tubo polinico (mm)

1 hora 0,63+0,11aA 0,58 +£0,10 aB 0,59+0,10aB 0,52+0,10aC
3 horas 0,58 + 0,09 bA 0,51 + 0,08 bB 0,60 + 0,08 aA 0,41+ 0,10 bC
6 horas 0,53+0,12 cA 0,41+0,10cC 0,44 +0,11 bB 0,38+ 0,10 bC
12 horas 0,52+0,10cA 0,42+0,11 cB 0,41+0,11 bB 0,38+ 0,11 bB
24 horas 0,52 +0,07 cA 0,41+0,11cB 0,40+0,10 bB 0,28 £0,09 cC
48 horas 0,27 £ 0,08 dB 0,40+ 0,09 cA 0,27 £ 0,08 cB 0,19+ 0,08 dC
72 horas 0,20+ 0,10 eA 0,19+0,11 dA 0,20+ 0,10 dA 0,16 £ 0,08 dA
8 dias 0,14+ 0,10 fA 0,14+ 0,14 eA 0,16 £ 0,13 eA 0,00 eB
CV (%) 26,70

Médias seguidas pela mesma letra mailuscula na linha e minuscula na coluna, dentro de um mesmo fator, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01)
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Para o ensaio de conservacdao registrou-se uma interacdo significativa entre a
desidratacdo, ambientes de conservagdo e os periodos de avaliagdo para todas as varidveis
estudadas, com excecdo da espessura das camadas da exina (Tabelas 3.3 e 3.5). O
tratamento controle TO1 (temperatura ambiente, 27 + 1 °C) mostra uma viabilidade do pdlen
até 24 horas, com uma drastica reducdo aos 8 dias e a perda total de viabilidade aos 30 dias,
tanto para a germinagao in vitro quanto para o comprimento do tubo polinico. Este
resultado foi semelhante ao registrado quando os graos de pdlen foram conservados em
freezer (-5 °C) independente dos procedimentos de desidratacdo, ainda que, o tratamento
com desidratacdo apresentou valores um pouco superiores (Tabelas 3.3 e 3.5).

A conservacdo em ultrafreezer (-80 °C) resultou nos valores mais drasticos para todas
as variaveis, logo apds a primeira hora de conservagao, ainda que, diferentemente do
controle manteve valores aproximados até um ano de conservagao (Tabela 3.3).

O melhor resultado foi obtido com o tratamento advindo da desidratacdo e
conservacdo em nitrogénio liquido (-196 °C), tanto para a germinaco in vitro, quanto para o
comprimento do tubo polinico, além das outras varidveis estudadas, como a integridade
morfoldgica e ultraestrutural do conteldo citoplasmatico (Tabelas 3.3 e 3.5).

A microscopia eletrénica de varredura mostrou valores acima de 65,75% de graos de
pdlen integros em todos os tratamentos nas primeiras 24 horas. Entretanto a medida que
aumentou o tempo de conservagao houve uma redugdo para a maioria dos tratamentos. Os
tratamentos advindos da desidratac3o e nas temperaturas de -80°C e -196 °C, n3o revelaram
diferenca entre estes periodos de avaliacdo para a integridade e tamanho dos graos de
pélen (Tabela 3.4). O tratamento controle aos 30 dias apresentou 100% de graos destruidos
e uma reducdo no volume, comprovando a necessidade do uso de métodos de conservacao
para graos de pdlen desta espécie (Tabela 3.3 e 3.4 e Figura 3.3 F, M).

Uma caracteristica observada nos tratamentos advindos do freezer (-5 °C) foi o
desprendimento do material citoplasmatico da exina (Figura 3.3 G, P, R, W), além da reducdo
do tamanho dos grdos de pdlen, o que pode ser verificado nos trés métodos microscopicos.
J& o congelamento dos gr3os de pdlen diretamente em nitrogénio liquido (-196 °C), sem o
procedimento de desidratagdo, causou o rompimento de aproximadamente 20% dos graos

(Figura3.21,0,5,Y).
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Por outro lado, ao submeter o grdao de pdlen a desidratacdo antes da imersdo no
nitrogénio liquido registrou-se 96,25% de grdos de pdlen integros, evidenciando-se a
necessidade do procedimento de desidratacdo (Tabela 3.4 e Figura3.3 L, T, A, AB e AC).

A microscopia eletronica de transmissdao mostrou uma degradagao do conteudo
citoplasmatico nos tratamentos sem processo de desidratacdo tanto as 24 horas quanto aos
30 dias de avalia¢do (Figura 3.3 V, W, X), com exce¢do do freezer (-5 °C) que mesmo tendo
sido desidratado, apresentou contelddo citoplasmatico degradado. N3do se observou
diferenga significativa para todas as camadas da exina e intina em ambas as avaliagbes

(Tabela 3.5).



Tabela 3.3 - Germinacdo e comprimento do tubo polinico de Aechmea bicolor L. B. Sm nos diferentes tratamentos de conservacado e periodos
de avaliacao

1 hora 24 horas 8 dias 30 dias 6 meses 12 meses
Tratamentos SD Ccbh SD cb SD CcD SD cb SD CD SD Ccb
Germinagdo de Pdlen (%)
FR (-5 °C) 75,17bB**  85,58bA** 43,00bB**  67,42bA** 3,75cB** 8,75cA** 0,00cB** 4,25cA** 0,00cB** 4,42cA** 0,00cB** 4,83cA**
UF (-80 °C) 28,58cB** 77,67cA** 28,58cB** 77,67bA** 25,42bB** 59,25bA** 22,50bB** 56,42bA** 21,75bB** 55,83bA** 22,25bB** 54,91bA**
NL (-196 °C) 86,17aB** 94,00aA™ 80,42aB** 89,25aA™ 65,42aB** 87,17aA™ 61,50aB** 86,50aA™ 61,58aB** 86,92aA™ 60,08aB** 87,58aA™
CV (%) 12,19
Comprimento do tubo polinico (mm)
FR (-5 °C) 0,38cA** 0,34bA** 0,34cA** 0,35bA** 0,17cA** 0,19cA** 0,00cB** 0,15cA** 0,00cB** 0,15cA** 0,00cB** 0,15cA**
UF (-80 °C) 0,52aA* 0,36bB** 0,56aA* 0,32bB** 0,49aA* 0,32bB** 0,51aA* 0,35bB** 0,52aA* 0,36bB** 0,51aA* 0,35bB**
NL (-196 °C) 0,45bB** 0,59aA™ 0,44bB** 0,58aA™ 0,39bB** 0,60aA™ 0,42bB** 0,58aA™ 0,42bB** 0,60aA™ 0,43bB** 0,61aA™
CV (%) 30,92

SD = sem desidrata¢do; CD = com desidrata¢do (~ 39% de umidade); FR = -5 °C freezer; UF = -80 °C ultrafreezer; NL = -196 °C nitrogénio liquido
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, dentro de um mesmo fator, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01)
Comparacdo significativa pelo teste de t de Dunnett (p<0,05). ns = ndo significativo; * (p<0,05); ** (p<0,01)
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Tabela 3.4 - Caracteristicas dos grdos de pdlen de Aechmea bicolor L. B. Sm. observados em
microscopia eletronica de varredura apés diferentes tratamentos de conservagao e periodos
de avaliacao

24 horas 30 dias 1ano
Tratamentos
SD CcDh SD ch SD ch
Grdos de pdlen integros (%)
FR (-5 °C) 78,25bA**  65,75cB** 20,58cB** 39,50cA** 21,08cB**  40,08cA**
UF (-80 °C) 68,08cB** 89,42bA** 66,83bB** 89,17bA** 65,00bB** 89,08bA**
NL (-196 °C) 91,25aB**  96,66aA™ 84,33aB**  96,25aA™ 83,50aB**  96,08aA™
CV (%) 8,32
Diametro polar (um)
FR (-5 °C) 19,86 +1,71aA 19,28 + 1,55bB 19,66 + 1,47bB
UF (-80 °C) 20,58 £ 1,62aA 20,83 £ 1,61aA 21,02+ 1,32aA
NL (-196 °C) 21,88 + 1,71aA 21,50 + 1,94aA 21,26 + 1,44aA
CV (%) 6,06
Didmetro equatorial (um)

FR (-5 °C) 28,53 £ 2,64aC 27,67 +1,84bC 28,13 +1,84bC
UF (-80 °C) 29,61+ 2,11aB 29,73 £ 1,99aB 29,63 £ 1,88aB
NL (-196 °C) 31,65+ 1,783A 31,92+1,77aA 32,08 £ 1,56aA
CV (%) 3,69
Sem

desidratacao
Com
desidratagao

20,74 + 1,77aA

20,80 £1,97aA

20,24 +2,03bB

20,83 £1,81aA

20,55 +1,89bB

20,31+1,62aA

CV (%)

6,06

SD = sem desidratag3o; CD = com desidratacdo (~ 39% de umidade); FR = -5 °C freezer; UF = -80 °C ultrafreezer;
NL = -196 °C nitrogénio liquido.

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, dentro de um mesmo fator, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01)

Comparacdo significativa pelo teste de t de Dunnett (p<0,05). ns = ndo significativo; * (p<0,05); ** (p<0,01)
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Tabela 3.5 - Dados morfométricos da espessura das camadas da exina dos graos de pdélen de
Aechmea bicolor L. B. Sm através da microscopia eletrénica de transmissdo nos diferentes

tratamentos de conservacao e periodos de avaliacao

Teto Columela Sexine Nexine Exine
Tratamentos
pm
24 horas
Controle 0,64+006 0,23+0,03 087007 0,54+£0,09 1,41+0,09
SD+ FR (-5 °C) 066+005 0,23+005 089+0,07 0,53+£008 1,42+0,10
SD+ UF (-80 °C) 0,64+007 0,23+005 0871009 0,58+0,09 1,44+0,16
SD+ NL (-196 °C) 0,64+t006 0,24+t006 088+0,10 0,53+0,07 1,41%0,13
CD+FR (-5 °C) 0,63+0,10 0,25+0,04 0,89+0,09 0,55+0,08 1,44%0,13
CD+ UF (-80 °C) 065+0,06 0,25+0,05 090+0,08 0,57+£0,06 1,47+0,09
CD+ NL (-196 °C) 0,63+0,09 0,25+0,04 088%+0,11 0,52+0,08 1,40%x0,14
30 dias
Controle 0,62+0,08 0,24+005 086+0,10 0,55+0,09 141+0,10
SD+ FR (-5 °C) 0,64+0,06 0,24+0,05 087009 0,53£0,08 1,41+0,11
SD + UF (-80 °C) 0,61+0,08 0,25+0,06 085%+0,12 0,57+0,13 1,42+0,24
SD+ NL (-196 °C) 0,61+0,07 0,26£006 086+0,11 0,53+£0,07 1,40x0,14
CD+FR (-5 °C) 0,63+0,10 0,25+0,04 0,89+0,09 0,55+0,09 1,44%0,15
CD+ UF (-80 °C) 0,65+0,07 0,24+0,05 090+0,08 059+0,07 1,49%0,11
CD+ NL (-196 °C) 0,61+0,10 0,24+0,04 0,86+0,11 0,59+0,16 1,45+0,21
1ano

Controle 0,61+0,07 0,24+005 085%+0,09 0,53+0,20 1,42+0,10
SD+ FR (-5 °C) 0,62+0,07 0,24+005 086+0,09 052+0,11 1,38+0,09
SD + UF (-80 °C) 061+009 0,25+006 086+0,09 055+0,08 1,41+0,11
SD+ NL (-196 °C) 0,61+0,07 0,24+0,07 085+0,07 055+£0,09 1,40%0,10
CD+FR (-5 °C) 0,62+0,09 0,24+0,06 086+0,09 0,56+0,10 1,42+0,15
CD+ UF (-80 °C) 0,61+0,07 0,24+0,06 085+0,06 0,58+0,09 1,43+0,11
CD+ NL (-196 °C) 0,63+0,07 0,25+0,04 088+0,08 0,55+0,11 1,43%0,10
CV (%) 12,58 20,12 11,11 16,88 10,34

SD = sem desidratac3o; CD = com desidratagdo (~ 39% de umidade); FR = -5 °C freezer; UF = -80 °C ultrafreezer;
NL = -196 °C nitrogénio liquido
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7\ o0 s AC

Figura 3.3 - Grdos de podlen de Aechmea bicolor L. B. Sm. nos diferentes tratamentos de
conservagdo. A-D) Germinagao in vitro de graos de pdélen em meio de cultura MSM: controle
aos 6 meses (A), ultrafreezer (-80 °C) (B), N, (-196 °C) (C), desidratacdo + N, (-196 °C) (D); E-
P) Graos de pdlen em MEV nos diferentes tratamentos: controle com 1 hora (E), controle aos
30 dias (F), freezer (-5 °C) aos 30 dias (G), ultrafreezer (-80 °C) aos 30 dias (H), N, (-196 °C)
aos 30 dias (1), desidratacdo + freezer (-5 °C) aos 30 dias (J), desidratac3o + ultrafreezer (-80
°C) aos 30 dias (K), desidrata¢do + N, (-196 °C) aos 30 dias (L). M-P) detalhes dos danos
causados nos graos de pdlen: retracdo da exina no tratamento controle aos 30 dias (M),
ruptura da exina ultrafreezer (-80 °C) aos 30 dias (N), ruptura da exina e exposi¢cdo do
material citoplasmatico sem a prévia desidratacdo em N, (-196 °C) aos 30 dias (O),
descolamento do citoplasma a exina em freezer (-5 °C) aos 30 dias (P); Q-AC) Gr3os de pdlen
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observados em ML (Q-T) e microscopia eletronica de transmissdo (U-AC) nos diferentes
tratamentos evidenciando a integridade do conteudo citoplasmatico e exina: controle aos 30
dias (Q), freezer (-5 °C) aos 30 dias (R), N, (-196 °C) aos 30 dias (S), desidratacdo + N, (-196
°C) aos 30 dias (T), controle com 1h (U), controle aos 30 dias (V), freezer (-5 °C) aos 30 dias
(W), ultrafreezer (-80 °C) aos 30 dias (X), N, (-196 °C) aos 30 dias evidenciando a exina
rompida (er) (Y), desidratacdo + N, (-196 °C) aos 30 dias (p) poro (Z, AB, AC). Barras: A-D)
0,5mm. E-T) 20 um. U-Z, AB) 2um. AC) 10 um
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Os resultados referentes aos cruzamentos controlados com graos de pdlen
armazenados por um ano, nos diferentes tratamentos podem ser observados na Tabela 3.6.
Foram avaliados o numero de frutos produzidos e o nimero de sementes produzidas por
fruto, bem como a viabilidade das mesmas. Aproximadamente 88% das sementes
germinaram, nos diferentes tratamentos.

A maior porcentagem de formacdao de frutos bem como o nimero de sementes
produzidas foram obtidas no cruzamento com grdos de pdlen desidratados e conservados
em nitrogénio liquido (-196 °C), esses valores ndo diferem aos obtidos quando se realizou a
polinizacdo com graos de podlen fresco (controle). O nimero de sementes geradas, mesmo
com grdos de pdlen fresco (controle) foi inferior ao nimero médio de évulos presentes do
ovario (210 6vulos/ flor).

O tratamento controle e o os grdos de pdlen conservados em freezer (-5 °C) sem
desidratacdo ndao formaram frutos. Todos os outros tratamentos produziram frutos com
sementes vidveis acima de 92% em meio de cultura aos 8 dias.

Os tratamentos em ultrafreezer (-80 °C) sem e com desidratacdo formaram 67% e
83% de frutos respectivamente, mas a porcentagem de sementes geradas foi apenas de
5,44% e 30,15% quando comparados com o controle e com o tratamento de graos de pdlen

desidratados e conservados em nitrogénio liquido (-196 °C).

Tabela 3.6 - Frutos e sementes produzidas apds poliniza¢ao cruzada com Aechmea bicolor L.
B. Sm. com grdos de pdlen conservados por um ano sob diferentes condi¢cdes de
conservagao

. Sementes geradas
Numero flores Frutos gerados &

Tratamentos oolinizadas (%) p(()yr;r;;co

Controle (graos de pélen fresco) 25 100 133,33 £22,55
Controle (conservado) 18 0 0

SD + FR (-5 °C) 12 0 0

SD + UF (-80 °C) 12 67 7,25+ 2,55
SD + NL (-196 °C) 12 58 9,14 + 1,95
CD + FR (-5 °C) 12 25 12,00 +5,29
CD + UF (-80 °C) 12 83 40,20 + 8,18
CD + NL (-196 °C) 18 100 129,33 +23,23

SD = sem desidratacdo; CD = com desidratacdo; FR = -5 °C freezer; UF = -80 °C ultrafreezer; NL = -196 °C
nitrogénio liquido
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6.4. Discussao

Os dados morfométricos, morfoldgicos e ultraestruturais obtidos sdo importantes na
delimitacdo da espécie. O emprego de caracteres morfopolinicos para estudos taxonémicos
€ uma alternativa ao uso de outras caracteristicas, como cor de folhas e flores e tamanho de
estruturas, que podem estar mais sujeitas a alteracbes quando comparadas as
caracteristicas dos graos de pdlen, consideradas mais conservadas (BENZING, 2000).

Os grdos de pélen sdo responsaveis pela reproducdo e conservacdo das espécies. A
disponibilidade dos graos de pdlen em hibridagdes interespecificas e intergenéricas é
altamente dependente da possibilidade de conservacdo a longo prazo, e o desenvolvimento
de um método eficiente para testar a viabilidade e os diferentes procedimentos de
conservagdo sdao necessarios. Neste trabalho avaliou-se uma gama de métodos, desde a
germinacao in vitro, testes histoquimicos até a fertilizagdo in vivo. A germinacao in vitro,
embora fornegca um sistema experimental controlado, ndo reproduz completamente o
crescimento do tubo polinico in vivo e sua capacidade de fertilizar o évulo.

Os melhores resultados de germinacdo in vitro dos graos de pélen e comprimento do
tubo polinico, em meio MSM, provavelmente deveu-se a constituicdo quimica, mais rica, em
termos de nutrientes. Por outro lado, os menores valores registrados para o meio BM, nao
estdo de acordo com os resultados de Parton et al. (2002), que obtiveram resultados
satisfatorios utilizando este meio em sete espécies de bromélias diferentes da analisada
neste trabalho. Os testes histoquimicos apresentaram resultados semelhantes aos da
germinagdo in vitro, com valores acima de 94,33% de viabilidade, o que demonstra que
ambos os métodos sdo confidveis para a determinacdo da viabilidade polinica.

Segundo Galletta (1983), para haver a integridade dos grdos de pdlen é necessario
gue haja manutencao do equilibrio osmoético entre o seu conteldo e meio de cultura. Este
equilibrio é determinado pelas concentracoes de sacarose e de outras substancias no meio
de cultura, como éacido bdrico e nitrato de calcio. Assim, o excesso ou a deficiéncia de
qgualquer desses componentes pode promover o rompimento dos graos de pdlen,
comprometendo o resultado do teste. A sacarose, além do importante papel para o
equilibrio osmético entre os grdos de pdlen e o meio de germinacgdo, é fundamental como

fonte de energia para o desenvolvimento do tubo polinico (STANLEY; LINSKENS, 1974).
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Alguns autores consideram que o meio de cultura deve incluir, além de carboidratos,
elementos como acido bdrico, nitrato de calcio, nitrato de potassio e sulfato de magnésio
(BERBAKER; KWACK, 1963; KEARNS; INOUYE, 1993; TAYLOR; HEPLER, 1997). Outros fatores
ambientais podem interferir na viabilidade polinica. Quando a abertura da antera coincide
com elevada umidade do ar, a alta pressao osmética do conteudo celular dos graos de pdlen,
aliada a baixa resisténcia de sua parede, diminui a viabilidade polinica (KEARNS; INOUYE,
1993).

Os resultados de viabilidade obtidos com os diferentes corantes corresponderam de
forma positiva com a germinacgdo in vitro, com valores bem préximos. Relatos de outros
trabalhos, entretanto, destacam a baixa confiabilidade neste tipo de teste, com resultados
superestimados (PARFITT; GANESHAN, 1989; SOARES et al., 2008). Parfitt e Ganeshan (1989)
inviabilizaram os graos de pdélen por meio de altas temperaturas e, ainda assim, o teste com
este corante detectou alto nivel de viabilidade polinica. A superestimacdao com coloragao foi
observada também por Parton et al. (2002) com graos de pdlen de bromélias antes da
antese e apds o armazenamento a 21 °C. Para Einhardt, Correa e Raseira (2006) a colorac3o,
embora seja um procedimento simples e barato, poderd superestimar os valores de
viabilidade.

As polinizagdes com grdaos de podlen desidratados e conservados em nitrogénio
liqguido por um ano produziram frutos e sementes em quantidades satisfatérias quando
comparados com polinizacdes realizadas com graos de pdlen recém coletados. Esses
resultados demonstram que este método de armazenamento manteve a viabilidade e
integridade dos grdos de pdlen. Ganeshan (1986b) obteve resultados semelhantes na cultura
da cebola com 81,05% de frutos formados quando utilizou graos de pélen conservados em
nitrogénio liquido por um ano. Vendrame et al. (2008) realizou cruzamentos em orquidea do
género Dendrobium com grdos de pdlen armazenados em nitrogénio liquido com e sem
vitrificacdo e obtiveram sucessos nas hibridagdes.

Stanley e Linskens (1974) observaram alta correlacdo entre a germinacgdo in vitro e a
fertilizacdo no campo. Porém, abordaram que até mesmo na polinizacdo in vivo ndo se
estima a viabilidade com seguranca, ja que a fertilizacdo e niUmeros de sementes na espiga
de milho ndo dependem somente da viabilidade e da fertilidade dos graos de pdlen, mas
também do estado nutricional da planta-mae, receptividade do estilete-estigma e das

condicdes ambientais nas quais a polinizacao foi realizada.
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E interessante salientar que os grios de pélen foram coletados de inflorescéncias na
mesma fase fisioldgica, ou seja, na antese, e no mesmo hordrio. Para Franzon e Raseira
(2006) é fundamental utilizar em programas de melhoramento, grdaos de pdlen em estagio
adequado de maturagao, para que o mesmo mantenha a viabilidade e capacidade de
germinacdo quando for realizada a hibridacao.

No que se refere aos resultados da conservacao, a avaliagao de diferentes métodos
de desidratacdo foi fundamental para estabelecer qual deveria ser usado no experimento
seguinte. Dentre os diferentes métodos avaliados de desidratacao, a silica foi o mais
promissor com a vantagem de ser, de todos os métodos avaliados, o de maior repetibilidade,
resultado esses, semelhantes aos encontrados para varias espécies de bromélias (PARTON et
al., 2002). De acordo com Engelmann et al. (2008) o uso de métodos de desidratacdo em
camara de fluxo laminar produzem taxas varidveis e dependem de varios fatores ndo sendo
portanto recomendados. A escolha do tratamento em silica por trés horas foi, ndo apenas
pelos bons resultados na germinacdo in vitro e comprimento do tubo polinico apés a
desidratacdo, mas principalmente pela associacdo destes resultados com o menor indice de
umidade, quando comparado com os demais. O significado disto estd na maior possibilidade
de se manter os graos de podlen integros apds o congelamento pela nao formacgao de cristais
de gelo e consequente rompimento de estruturas celulares. Quanto menos agua dentro da
célula, menor a possibilidade de danos estruturais. Comparando-se os tratamentos com e
sem desidratacdo, verificou-se que este procedimento foi determinante para promover
maiores valores na germinagdo in vitro e comprimento do tubo polinico, assim como
manteve uma maior integridade da ultraestrutura dos graos de pélen.

Ao se observar os resultados referentes aos diferentes tratamentos para o
congelamento dos graos de podlen, o efeito da retirada de agua da célula fica bastante
evidente quando os graos de pdlen foram congelados a -80 °C, de forma mais marcante do
gue com o congelamento em nitrogénio. Isso ocorreu, possivelmente, como resultado das
propriedades fisicas da dgua em temperaturas ultrabaixas e pela menor velocidade de
congelamento a -80 °C, permitindo a nucleacdo de gelo. A formac3o destes cristais de gelo
afeta a integridade estrutural, osmética e coligativa das células causando rupturas fisicas e
injurias mecanicas (BENSON, 2008).

Essas injurias, nos tratamentos sem desidratacdao foram confirmadas pelos estudos

de microscopia. As alteracGes no conteuldo citoplasmatico estdo visiveis na figura 3.3 Q, R, V,
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W e X. Foi observado também o rompimento nas camadas da exina o que explica a queda da
viabilidade dos graos de pdlen sob estes tratamentos (Figura 3.3 S, Y).

Quanto ao melhor método de conservacdo dos graos de pélen para esta espécie de
bromélia, dentro das condi¢Ges ensaiadas neste trabalho, o congelamento em nitrogénio
com desidratacdo prévia em silica por trés horas apresentou os melhores resultados para
todas as varidveis analisadas, como pode ser visto em todas as andlises deste trabalho e com
base no que foi discutido acima. Finalmente o teste t de Dunnett, que permite o contraste
das médias com o controle, mostra que apenas os tratamentos em nitrogénio liquido nao
foram diferentemente significativos. Esses resultados sdo similares ao que encontrou Parton
et al. (2002) para outras espécies de Bromeliaceae como Ae. fasciata, Ae. chantinii, Vriesea
‘Leen’, Vriesea ‘Christiane’, Tillandsia cyanea, Pitcairnia herdee, quando avaliou a
conservacao de grdos de pdlen destas espécies em nitrogénio liquido.

A parada total do metabolismo celular pode ser confirmada a partir de 24 horas de
congelamento, quando os valores para a germinabilidade ou para o comprimento do tubo
polinico ja ndo se alteram mais. Essa caracteristica do ultracongelamento, com os prévios
cuidados para manter a integridade celular é a premissa basica para a conservacdo em longo
prazo (WITHERS, 1991).

Mudangas morfolégicas e ultraestruturais com a desidratacdao e conservagao foram
observadas para graos de poélen de pecan (YATES; SPARKS, 1989). Esses autores observaram
um murchamento dos graos de podlen, com o desprendimento da intina (conteudo
citoplasmatico), caracteristica igualmente observada neste trabalho. Observaram outros
tipos de deformacgdes, como na regido do poro quando os graos foram submetidos a uma
temperatura de -196 °C sem nenhum processo de desidratacdo, observando-se fissuras e
eclosdao do conteudo citoplasmatico. Observa¢des semelhantes foram observadas para Ae.
bicolor, onde o conteudo citoplasmatico foi expelido, causando também rupturas nas
camadas da exina (Figura 3.3 0, S, Y).

Observou-se diferenca ultraestrutural no contelddo citoplasmatico nos diferentes
tratamentos. Nos tratamentos advindos do ultrafreezer com temperaturas acima de -80 °C,
o conteudo citoplasmdtico apresentou uma distribuicdo irregular, caracteristica esta nao
observada no tratamento com desidratacdo em nitrogénio liquido (-196 °C), mantendo-se
igual ao tratamento controle por 1 hora. Yates e Sparks (1989), estudando graos de pdlen de

pecan observaram, em microscopia de luz, diferencas no conteudo citoplasmatico de pdlen
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conservado a -10 °C, ao contrdrio dos grdos de pdlen desidratados e conservados em
nitrogénio liquido.

Para as camadas da exina as deformacdes sé foram observadas pela sua ruptura, ndo
havendo diferenca significativa na espessura das camadas para nenhum dos tratamentos.
Isso pode ser justificado pelo fato da exina ser uma camada resistente e rigida e formada por
esporopolenina (polimeros oxidados e ésteres de carotenoides). A intina, por sua vez, é
formada por celulose e pectina, menos resistente e com aparéncia homogénea (HESSE et al.
2009), ndo sofrendo desta forma uma redugdo na sua espessura. Nenhum trabalho de
conservacdo de grdos de pdlen descrevendo essas estruturas é relatado na literatura, nem
mesmo utilizando microscopia eletronica de transmissdo. Desta forma, essa técnica
empregada é uma inovagdo para comprovar os efeitos da conservagao em graos de podlen.

Os resultados do presente trabalho comprovam a possibilidade de se conservar graos
de pdlen de Ae. bicolor e fornecem aos melhoristas uma alternativa para a realizacdo de
hibridacdes com materiais de florescimento assincrénico. Adicionalmente, a possibilidade de
conservagdo dos graos de pdlen por longo prazo pode permitir a realizagcdo de varios estudos

de fisiologia, dentre outros.

6.5. Conclusdes

A conservacdo de graos de podlen de Ae. bicolor foi realizada com sucesso, por
periodo de um ano, com elevada taxa de viabilidade no tratamento advindo da desidratacdo
e conservacdo em nitrogénio liquido (-196 °C); a desidratacdo prévia dos graos de pdlen ao
congelamento é um fator determinante na conservagao.

Todos os frutos produzidos com graos de podlen conservados por um ano
apresentaram sementes vidveis, e as sementes produzidas apresentaram alta taxa de
germinacdao em meio de cultura.

O protocolo de conservacdo dos graos de pdlen desenvolvido neste trabalho
possibilitarda a realizacdo de hibridacdes com materiais de florescimento assincronico,
permitindo a geracao de novos materiais para inovagdes no segmento de flores, que nao
poderiam ser gerados sem essa ferramenta auxiliar. Adicionalmente, permite a formacao de
um banco de pdlen de espécies silvestres e cultivadas que pode ter aplicagdes variadas.

Além disso, os estudos da morfologia e ultraestrutura para observar os efeitos da
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conservagdo sdo inovadores e permitiu entender os danos causados por tratamentos

inadequados na conservagdo de graos de pélen.
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7. PERFIL DE COMPOSTOS VOLATEIS EM FLORES DE BROMELIACEAE POR HS-SPME/ GC-MS

RESUMO

Os compostos volateis desempenham papel vital no ciclo de vida das plantas, principalmente
na polinizacdo das plantas. Os volateis possuem atividade bioldgica antimicrobiana e anti-
herbivoria, além de grande importancia na industria de alimentos, cosméticos, perfumaria,
quimica e farmacéutica. O presente trabalho teve como objetivo identificar os compostos
volateis de flores de treze espécies, pertencentes a quatro géneros de Bromeliaceae
utilizando microextracao em fase sélida por headspace com cromatografia gasosa hifenada a
espectrometria de massas (GC-MS). Foram identificados setenta e um diferentes compostos
volateis pertencentes a oito grupos: alcoois (11), terpendides (48), aldeidos (5), éster (2),
cetona (1), éter (1), furans (1), 6xidos (1) e outros (1), sendo que 67,60% dos compostos
identificados foram terpendides. Os compostos identificados representaram mais de 97%
dos componentes majoritdrios em Aechmea bicolor, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae.
fasciata, Vriesea friburgensis e as trés variedades de Ananas foram identificados acima de
99% dos compostos e em V. simplex 90%. V. friburgensis apresentou a maior diversidade de
volateis com 31 compostos, enquanto que em Al. nahoumii foram encontrados apenas 14
compostos. As trés variedades de Ananas apresentaram os mesmos 28 compostos em
abundancia relativamente proximas, o que também foi verificado pela analise de
componentes principais.

Palavras-chave: Aechmea. Alcantarea. Ananas. Andlise de componentes principais.
Compostos volateis. Cromatografia gasosa. Espectrometria de massa. Headspace. Vriesea.
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VOLATILE COMPOUNDS PROFILE OF BROMELIACEAE FLOWERS BY HS-SPME/ GC-MS
ABSTRACT

Volatile compounds play a vital role in the life cycle of plants, being particularly relevant for
pollination of plant species. Volatiles possess antimicrobial and anti-herbivore biological
activities and have a significant importance in the food, cosmetic, chemical, fragrance, and
pharmaceutical industry. The objective of this study was to identify the volatile compounds
of thirteen species of flowers belonging to four genus of Bromeliaceae, using headspace
solid-phase micro-extraction with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). We
identified seventy-one volatile compounds belonging to eight chemical groups: alcohols (11),
terpenoids (48), aldehydes (5), esters (2), ketone (1), ethers (1), furans (1), oxides (1) and
others (1), with 67.60% being terpenoids. The compounds identified represent more than
97% of the major components in Aechmea bicolor, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae.
fasciata, Vriesea friburgensis. In the Ananas varieties studied, over 99% of the components
were identified, and around 90% in V. simplex. V. friburgensis presented the largest diversity
of volatiles with 31 compounds while Alcantarea nahoumii presented only 14. All three
Ananas varieties presented the same 28 compounds in relatively similar abundance,
confirmed by principal components analysis.

Keywords: Aechmea. Alcantarea. Ananas. Gas chromatography. Headspace. Mass
spectrometry. Principal components analysis. Volatile compounds. Vriesea.
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7.1. Introducgao

A familia Bromeliaceae Juss, pertence a ordem Poales (APG Ill, 2009), com cerca de
58 géneros e 3.352 espécies (LUTHER, 2012). Bromeliaceae apresenta grande diversidade
genética, sendo encontradas em praticamente todos os ecossistemas neotropicais, desde o
nivel do mar, em praias, mangues e restingas, até altitudes de 5.000 metros nos Andes
(BENZING, 2000).

A maioria das espécies de bromélias é polinizada por beija-flores, pela atracdo das
bracteas vistosas e coloridas e pela presencga de néctar abundante. Morcegos também sdo
importantes agentes polinizadores, pela presenca de odor forte em muitas flores de antese
noturna. Além da ornitofilia e quiropterofilia, polinizacdo por borboletas, abelhas e besouros
também sao relatadas. A maioria das Bromeliaceae possui flores inodoras, exceto em alguns
poucos casos, como relatados por Siqueira (1998), Siqueira Filho e Machado (2001) e Canela
e Sazima (2005). Nestas espécies o odor é geralmente doce e suave e estd associado a
polinizacdo por abelhas. Por sua vez, Encholirium glaziovii Mez e algumas espécies de
Vriesea, possuem odor desagraddvel e copiosa quantidade de néctar, sendo visitadas por
morcegos (SAZIMA; VOGEL; SAZIMA, 1989; SAZIMA; BUZATO; SAZIMA, 1995). As flores de
Bromelia antiacantha Bertol. apresentam odor forte e adocicado, que diminui ao longo do
dia (CANELA; SAZIMA, 2005).

Compostos volateis desempenham papel vital no ciclo de vida das plantas,
principalmente na visitagdao de polinizadores e disseminadores de sementes, garantindo
assim a reproducdo das plantas e o sucesso evolutivo (PICHERSKY; GERSHENZON, 2002;
SUINYUY; DONALDSON; JOHNSQOS, 2013). Possuem atividade biolégica antimicrobiana e anti-
herbivoria, podendo também repelir microrganismos e animais ou atrair predadores
naturais, protegendo indiretamente a planta através de interag¢des tritréficas (HAMMER;
CARSON; RILEY, 2003; ARAB; BENTO, 2006; LUCAS-BARBOSA; LOON; DICKE, 2011), sugerindo
seu envolvimento na protecao das partes reprodutivas das plantas durante a floracao.

Esses compostos volateis apresentam também grande importancia na industria de
alimentos, cosméticos, perfumaria, quimica e farmacéutica (CHENG, 2010; DARJAZI, 2011;
PAIBON et al., 2011), pelo aumento na preferéncia por aditivos alimentares naturais e outros
compostos de origem biolégica (HUANG; LEE; CHOU, 2001). Os compostos volateis sdo

constituidos principalmente por terpendides, fenilpropandides, hidrocarbonetos, alcoois,
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aldeidos, cetonas, éteres e ésteres e derivados de acidos graxos, e representam cerca de 1%
dos metabdlitos secundarios conhecidos em plantas (DUDAREVA; PICHERSKY; GERSHENZON,
2004).

Compostos volateis em Bromeliaceae foram estudados apenas no género Ananas,
concentrando-se na analise dos frutos. Mais de 280 compostos foram identificados, sendo os
mais abundantes os ésteres, terpenos, cetonas e aldeidos (TOKITOMO et al., 2005;
TOKITOMO, 2007; LIU et al., 2008; WElI et al., 2011).

O presente trabalho tem como objetivo identificar os compostos volateis de flores de
treze espécies, pertencentes a quatro géneros de Bromeliaceae utilizando microextragcdo em
fase sélida por headspace com cromatografia gasosa hifenada a espectrometria de massas.
Além disso, o trabalho traz uma nova contribuicao revelando o potencial que estas plantas
possuem tanto na industria, na sintese de produtos naturais, quanto aos futuros estudos de

processos ecoldgicos envolvendo a interagao planta-animal.

7.2. Material e Métodos

Material Vegetal

Flores inteiras de treze espécies, pertencentes a quatro géneros de Bromeliaceae,
sendo que um exemplar de cada foi depositado no herbario ESA (Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”- Esalq/ USP): Aechmea bicolor L. B. Sm. (voucher ESA 120990),
Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f. (ESA 121275), Ae. distichantha Lem. (ESA
121275), Ae. fasciata Baker (ESA 120987), Ae. nudicaulis Griseb. (ESA 120991), An. comosus
(L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal (ESA 121284), An. comosus (L.) Merr. var.
erectifolius (L.B.Sm.) Coppens & F. Leal (ESA 121285), Ananas macrodontes E. Morren (ESA
121286), Alcantarea nahoumii (Leme) J. R. Grant (ESA 120986), Vriesea friburgensis Mez
(ESA 121282), V. michaelii W. Weber (ESA 121280), V. paraibica Wawra (ESA 121276) e V.
simplex Beer (ESA 120989), mantidas em casa de vegetacdo, foram coletadas na antese nos

meses de agosto de 2011 a fevereiro de 2012.
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Microextragdo em fase sélida

As flores foram introduzidos em frascos de 20 mL e deixados para equilibrar durante
20 min a 37 °C. Os volateis de cada amostra foram obtidos por meio da técnica de SPME,
utilizando fibras Supelco SPME recobertas com divinilbenzeno/ polidimetilsiloxano (DVB/
PDMS, 65um). Apds o tempo de equilibrio, a fibra foi exposta ao headspace durante 20 min
a 37 °C. Uma vez que a amostragem foi terminada, a fibra foi recolhida para dentro da
agulha e entdo transferida para injecao no sistema de GC-MS, utilizando o modo de injecao
splitless, com temperatura do injetor a 240 °C. Foram utilizadas médias de trés replicatas

bioldgicas, considerando cada replicata, uma flor de plantas diferentes.

Cromatogradfia gasosa e espectrometria de massa

As analises de GC-MS dos extratos vegetais foram realizadas em um cromatégrafo
gasoso GC-2010 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo) acoplado a um espectrometro de massa QP
2010 Plus (Shimadzu Corp., Kyoto, Japao). As amostras foram separadas utilizando uma
coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As condi¢des analiticas foram:
temperatura do forno programada para 40 °C durante 2 minutos, aumentando para 130 °C
durante 1 minuto, taxa de 4 °C min'l; 130-230°C taxa de 7 °C min™ e 130 °C durante 4 min;
vazao do gas de arraste hélio a 2 pL min™ e split 1:20. A interface foi mantida a 280 °Ce o
detector operou no modo varredura (m/z 45 - 450). A integra¢do dos dados foi realizada por

meio do programa computacional Lab Soluction GC-MS.

Processo de identificagcdo e semiquantificagdo
Os compostos volateis foram identificados por comparacdo com dados da literatura e
os perfis das bibliotecas Wiley8 e FFNSC1.3. Com base nos resultados dos espectros de

massa, foram calculados a abundancia relativa dos compostos.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise multivariada de componentes
principais utilizando-se o programa Statistica (STATSOFT Inc., 2004). Foi também calculada a
contribuicdo dos constituintes volateis para diversidade entre os acessos pelo método de

Singh (1981) utilizando-se o programa Genes (CRUZ, 2001).
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7.3. Resultados e Discussao

Foram identificados 71 dos 80 diferentes compostos voldteis pertencentes a oito
grupos: alcoois, terpendides, aldeidos, éster, cetona, éter, furans e Oxidos, sendo que
67,60% dos compostos identificados foram terpendides nas 13 espécies de bromélias
analisadas, pertencentes a quatro géneros (Tabelas 4.1, 4.2 e Figura 4.1). Os compostos
identificados representam mais de 97% dos componentes majoritarios da presente fragao,
em Ae. bicolor, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae. fasciata, V. friburgensis e as trés
variedades de Ananas foram identificados acima de 99,45% dos compostos e em V. simplex
90,69% (Tabela 4.2).

Pelo método de Singh (1981), observou-se que os compostos, gaultheric acid, B-
myrcene e n-hexanol sdo os de maior importancia com 26,87%, 13,44% e 11,76%,
respectivamente (Tabela 4.3). O método de Singh (1981) identifica a contribuicdo relativa de
cada uma das variaveis quantitativas com base na distancia de Mahalanobis.

V. friburgensis apresentou maior diversidade de voldteis com 31 compostos,
enquanto que Al nahoumii apresentou apenas 14 compostos, sendo apenas 10
identificados. As trés variedades de Ananas apresentaram os mesmos 28 compostos em
abundancia relativamente préximas, como verificado pela andlise de componentes
principais (Figura 4.2).

O grupo dos terpenos apresentou o maior nimero de compostos, bem como a maior
porcentagem na fracdo analisada para a maioria das espécies estudadas, a exemplo de Ae.
bicolor (74,92%), Ae. distichantha (77,54%) e V. friburgensis (71,27%). Entre as variedades de
Ananas os terpenos correspondem a 82% e representam 66,21% da sua composicao total. A
presenca de terpendides em plantas esta associada a defesa contra herbivoria,
patogenicidade, alelopatia e atracdo de polinizadores (LANGENHEM, 1994). Os terpenos
estdo associados a muitas fragrancias, fato que os torna muito utilizados na industria de
perfumaria e aromas (BAUER; GARBE; SURBURG, 2001).

O composto B-myrcene foi observado em todas as espécies com exce¢do de
Al. nahoumii, com abundancia relativa variando entre 0,31% e 39,26% em V. michaelii e
Ae. distichantha, respectivamente. Esse composto ja foi descrito em mais de 200 espécies
vegetais como sendo responsavel pelo odor verde, erva, pinos, limdo, toranja, bolor e

picante (MAHATTANATAWEE et al., 2003; QUIAO et al., 2008). E muito utilizado na industria
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cosmética e farmacéutica. Uma sintese sobre este composto pode ser obtido em Zeiger
(1997) e Behr e Johnen (2009).

Um composto de destaque foi o linalool, presente apenas em Al. nahoumii com
12,94% em relagdo ao total dos compostos (Tabela 4.1 e Figura 4.1 B). Esse composto volatil
foi encontrado em tangerinas e é responsavel pelo sabor e o aroma que esta espécie emite
(SAWAMURA et al., 2004).

Outros dois compostos que apresentaram grande abundancia na maioria das
espécies sdo o y-terpinene que possui um odor citrico adocicado, de gasolina e terebintina
(BAUER; GARBE; SURBURG, 2001; ACREE; ARN, 2004; QIAO et al., 2008) e a-humulene, que
possui um odor fresco de madeira (ACREE; ARN, 2004; CUEVAS-GLORY et al., 2013) com
propriedades anti-inflamatdrias e é encontrado em dleo essencial de Cordia verbenacea DC.
(Boraginaceae) (FERNANDES et al., 2007).

Foram identificados 11 compostos pertencentes a classe dos dlcoois, com uma
abundancia total que variou de 6,12% a 59,69% em V. michaelii e Ae. bromeliifolia,
respectivamente. Dentre eles, os mais abundantes foram o n-hexanol, (2)-3-hexenol, (E)-
sabinene hydratate e o 1-terpinenol (Tabela 4.1).

O n-hexanol foi identificado na maioria das espécies estudadas, em elevada
abundancia em Al. nahoumii (31,54%), Ae. bromeliifolia (29,68%) e V. paraibica (21,21%).
Grande abundancia desse composto foi também observada em frutos de ameixeira
(Rosaceae) (GOMEZ; LEDBETTER; HARTSELL, 1993; PINO; QUIJANO, 2012), flores de
Caralluma europaea (Guss.) N.E.Br. (Apocynaceae) (FORMISANO et al.,, 2009) e Camellia
sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) (HAN et al.,, 2006). Jabalpurwala, Smoot e Rouseff (2009)
estudando compostos volateis em flores de diferentes espécies de Citrus também
observaram altos indices de n-hexanol em Citrus grandis (L.) Osbeck (Rutaceae), o que foi
correlacionado com os tipos de polinizacgdo ja que esta espécie apresenta
autoincompatibilidade e que a polinizacdo cruzada por abelhas é crucial para a perpetuacao
desta espécie.

Entre os aldeidos foram identificados cinco compostos, n-hexanal,
phenylacetaldehyde, n-nonanal, (E)-2-nonenal e decanal, sendo os trés ultimos encontrados
em todas as espécies de Aechmea. Esses aldeidos emitem odores fortes que remetem aos
frutos citricos, rosas e grama cortada e sdo muito utilizados em perfumaria (BAUER; GARBE;

SURBURG, 2001). O phenylacetaldehyde foi encontrado apenas em Ae. bromeliifolia (8,17%)
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sendo um composto aromadtico encontrado em Fagopyrum esculentum Moench
(Polygonaceae) (JANES et al.,, 2009) e diversas espécies de flores (ROBERT; MEAGHER
JUNIOR, 2002). Este composto é usado para atrair diversas espécies de mariposas em
armadilhas para controle biolégico (SMITH; ALLEN; NELSON, 1943; CARLELO; JACOBSON,
1979; ROBERT; MEAGHER JUNIOR, 2002) e possui um aroma adocicado de flores e mel
(WHETSTINE; CADWALLADER; DRAKE, 2005).

O gaultheric acid foi encontrado em maior abundancia em V. michaelii (63,13%), V.
paraibica (10,02%) além de outras espécies com valores abaixo de 2% (Tabela 4.1). Este
composto pertence a classe das cetonas e pode ser encontrado em vinhos e em algumas
espécies de plantas como a Gaultheria itoana Hayata (Ericaceae) (CHEN et al., 2009). Esse
composto foi também encontrado em grande quantidade em cascas de raizes de Securidaca
longepedunculata Fresen (Polygalaceae), exercendo um efeito biocida contra insetos em
graos armazenados (LOGNAY et al., 2000). A emissdo de compostos volateis com efeito
biocida pode estar relacionada aos polinizadores, exercendo um efeito antagonista em
algumas espécies (KNAAK; FIUZA, 2010).

O eucalyptol é um composto pertencente a classe dos éteres e estd presente nas trés
variedades do género Ananas (Figura 4.1 C), em V. friburgensis (Figura 4.1 D) e V. simplex,
apresentando uma abundancia relativa variando de 5,16% a 6,08% (Tabela 4.1). Este
composto foi identificado em maior abundancia entre todos os compostos volateis nas flores
de cica africana (Encephalartos) (Zamiaceae) (SUINYUY; DONALDSON; JOHNSON, 2013).

Os furans e 6xidos estdo presentes em um pequeno numero das poucas espécies
estudadas e em pequenas quantidades.

Padrdes especiais de odor de uma flor, assim como as diferencas na intensidade nos
tipos de compostos volateis emitidos, servem como guias para insetos e ajudam na busca de
recompensa por alimentos. Uma combinacdo das andlises quimicas dos aromas florais com
as observacdes de campo do comportamento dos visitantes florais sdo uma forma
importante de comprovar o efeito dos volateis na atracdo dos polinizadores (DOBSON,

1994).



Tabela 4.1 - Constituintes voldteis, tempos de retencdo, porcentagem de area presentes no espectro de massa em treze espécies de
Bromeliaceae por HS-SPME/ GC-MS

N Compostos tg Amostras das espécies (% de drea)
(min)a BIC BRO DIS FAS NUD BRA ERE MAC ALC FRI MIC PAR SIM Descricdo do aroma
Alcoois

1 (E)-3-Hexenol 7,75 9,28 6,80 15,57 6,11 18,68 musgo’, fresco®
2 (2)-3-Hexenol 7,80 24,49 2,86 gramal, verde?, frutas®

resina’, flores’, verde™*?, verde’, mofo?,
3 n-Hexanol 8,22 6,16 29,68 5,97 2,76 7,97 31,54 2,72 21,21 2 1

nozes’, grama
4 (E)-Sabinene hydrate 15,57 1466 0,86 7,10 12,29 0,554 0,72 13,82 balsamo, flores®, frutas’
5 Phenethyl alcohol 17,29 5,52 doce®, flores®
6 p-Menth-2-en-1-ol 17,64 0,38 0,23 0,66 0,33 0,59 erva’
7 (2)-Non-3-en-1-ol 18,74 9,35 2,68 -
8 Octanol 19,36 2,89 0,75 musgol, nozes’, cogumelo1
9  1-Terpinenol 19,73 10,29 18,09 15,06 6,16 1,57  limdo’, pinho’, menta’
10  (-)-a-Trepineol 20,23 1,83 2,01 1,69 1,44 1,55  doce’, frutas’, 6leo®’, flores®, anis’
11 Cedrol 32,42 0,93 0,51 cedro™, madeira™

Terpenos
12 o-Thujene® 10,29 457 1,17 2,91 3,38 4,42 madeira’, verde', erva’
13 1,3,8-p-MenthatrieneA 10,44 4,13 2,33 terebintina®
. 15,7 Py 1,5 . 56 5

14  a-Pinene® 10,49 126 634 122 2,03 135 300 089 9,95 pinho™™, terebintina’ ", madeira™, frutas’, |

doce’, verde’, citros’, lima’, canfora’, resina

A canfora™’, doce’, frutas®, pinho’, 6leo’,

15 Camphene 11,07 1,28 0,50 5 5

erva’, baunilha

. 15,7 Py 1,5 . 56 5

16 B-PineneA 12,13 1,00 3,07 1,54 pinho™’, terebintina™’, madeira™’, frutas’,

5 5 . 5 . 5 a 5 . 6
doce’, verde’, citros’, lima’, canfora’, resina

BIC = Aechmea bicolor; BRO = Ae. bromeliifolia; DIS = Ae. distichantha; FAS = Ae. fasciata; NUD = Ae. nudicaulis; BRA = Ananas comosus var. bracteatus; ERE = An. comosus var. erectifolius; MAC = An. macrodontes;
ALC = Alcantarea nahoumii; FRI = Vriesea friburgensis; MIC = V. michaelii; PAR = V. paraibica; SIM = V. simplex; A = monoterpeno; 1 = Acree e Arn (2004); 2 = Mahattanatawee et al. (2005); 3 = Fan e Qian (2006); 4 =

Phi et al. (2006); 5 = Formisano et al. (2009); 6 = Cuevas-Glory et al. (2013); 7 = Qiao et al (2008); 8 = Zheng et al. (2004); 9 = Bordiga et al. (2013); 12 = Brechbill (2007)

(continua...)






Tabela 4.1 - Constituintes voldteis, tempos de retencdo, porcentagem de area presentes no espectro de massa em treze espécies de
Bromeliaceae por HS-SPME/ GC-MS

(continuagdo...)

N Compostos tr Amostras das espécies (% de area)
P (min)>  BIC BRO DIS FAS NUD BRA ERE MAC ALC FRI MIC PAR SIM Descrigdo do aroma
Terpenos
17  o-Cymene 1252 131 canfora™’, doce’, frutas, pinhos, 6leo’,
¥ ’ ’ erva’, baunilha®
A verde?, erva’, pinho’, limao’, pomelo’, bolor’
18 B-Myrcene 12,67 17,81 0,72 39,26 2,57 24,43 0,47 1,94 1,78 2,07 0,31 0,46 1,58 s’ H s T ! !
verde’, doce’, madeira’, fresco
. 1,12 P 1,12 . 1,12
19  Sabinene® 12,97 4,33 5,32 0,58 4,95 8,59 5,53 pilmerga . ,telrzebmtma , madeira™™,
citros™, pinho
. 15 e 1 ~1,5 5
20  a-Phellandrene® 13,16 1,11 098 1,19 091 Pimenta”, terebintina;, horteld™ frutas’,
erva’, citos’, lima
21  &-3-Carene” 13,33 6,30 limao®, resina’
22 (JL-TerpineneA 13,70 5,73 11,25 7,55 6,75 5,56 limao®, verde’, citros’
15 - 15 . 15 . 5
23 p-Cymene* 13,95 1,39 6,32 5,07 3,83 3,74 solvenste ) g?so.llna ,scm'os , limao®,
frutas®, doce’, picante
24 Sylvestrene® 14,03 2,07 -
25  (E)- B-Ocimene® 1404 053 3,02 056 598 0,20 1023 1,24 0,14  doce'’, erva™’
26 Limonene® 14,11 1,25 limao", Iaranjal, citros*®’, verde®, menta’
27  y-Terpinene® 15,35 806 18,43 12,44 10,47 7,85  gasolina’, terebintina’, doce’, citros’
2 . 2 2,5 .5 5
28  Terpinolene® 16,37 2,88 469 608 3,52 340 fores, limao, frutas %, madeira’, doce’,
pinho’, anis’, plastico’, verde
flores"*®, lavanda™>*®, doce™**®, erva’,
29 Linalool* 16,85 12,94 picante", frutass’7, citross'la, anisS, muscats’g,
salsa’
4,8-dimethyl-1,3,7-
30 o dimetyRLS, 17,40 4,46 30,69 1,41 2,73 -
nonatriene
31 BicycIoeIemeneC 25,32 2,34 1,05 1,68 2,80 3,74 -

BIC = Aechmea bicolor; BRO = Ae. bromeliifolia; DIS = Ae. distichantha; FAS = Ae. fasciata; NUD = Ae. nudicaulis; BRA = Ananas comosus var. bracteatus; ERE = An. comosus var. erectifolius; MAC = An. macrodontes;
ALC = Alcantarea nahoumii; FRI = Vriesea friburgensis; MIC = V. michaelii; PAR = V. paraibica; SIM = V. simplex; A = monoterpeno; B = homoterpeno; C = sesquiterpeno; 1 = Acree e Arn (2004); 2 = Mahattanatawee et
al. (2005); 4 = Phi et al. (2006); 5 = Formisano et al. (2009); 6 = Cuevas-Glory et al. (2013); 7 = Qiao et al (2008); 9 = Bordiga et al. (2013); 12 = Brechbill (2007); 13 = Lee et al. (2013)

(continua...)






Tabela 4.1 - Constituintes voldteis, tempos de retencdo, porcentagem de area presentes no espectro de massa em treze espécies de
Bromeliaceae por HS-SPME/ GC-MS

(continuagdo...)

tr Amostras das espécies (% de area)
N Compostos . \a —
(min) BIC BRO DIS FAS NUD BRA ERE MAC ALC FRI MIC PAR SIM Descrigdo do aroma
Terpenos
32 o-Cubebene® 25,76 1,30 049 0,79 1,01 1,32 erva', cera'
33 Isoledene® 26,59 2,69 -
34  a-Copaene® 26,62 1,41 0,77 0,69 0,86 0,62 1,57  madeira™®, pimenta®’, terra’®
35  B-Elemene® 27,18 0,40 092 023 0,58 0,77 1,05  erva', cera’, fresco®
36  B-Maaliene® 27,74 1,97 2,05 2,70 0,12 -
37 oL—Gurjunenec 27,80 2,13 2,53 madeira’, balsamo®
38 (E)-CaryophylleneC 28,06 2,46 8,05 1,77 1,33 1,66 -
5 5 . 5 .5 5
39 Caryophyllene 28,08 18,18 10,19 269 212 2,23 1,85 055 2,7 bolor,verde) picante’, madeira’, frutas’,
doce’, terebintina
40 \/-MaalieneC 28,29 0,78 0,57 0,73 0,68 -
41  (E)-a-Bergamotene® 28,39 4,52 2,20 1,85 madeira’, quente’, cha’
42  o-Maaliene® 28,51 1,12 1,42 -
43 Alloaromadendren® 28,63 5,04 3,99 3,90 4,82 5,46 madeira®
44 3,5-Cadinadiene® 28,87 4,86 1,00 0,66 0,86 0,90 1,26 -
45  a-Humulene® 28,99 21,19 8,91 9,63 madeira’, fresco®
46 o-Selinene® 29,14 2,69 1,54 1,74 -
47 Muurola—4(14),5—dienec 29,17 8,96 -

BIC = Aechmea bicolor; BRO = Ae. bromeliifolia; DIS = Ae. distichantha; FAS = Ae. fasciata; NUD = Ae. nudicaulis; BRA = Ananas comosus var. bracteatus; ERE = An. comosus var. erectifolius; MAC = An. macrodontes;
ALC = Alcantarea nahoumii; FRI = Vriesea friburgensis; MIC = V. michaelii; PAR = V. paraibica; SIM = V. simplex; C = sesquiterpeno; 1 = Acree e Arn (2004); 5 = Formisano et al. (2009); 6 = Cuevas-Glory et al. (2013)

(continua...)






Tabela 4.1 - Constituintes voldteis, tempos de retencdo, porcentagem de darea presentes no espectro de massa em treze espécies
Bromeliaceae por HS-SPME/ GC-MS

(continuagdo...)

tr Amostras das espécies (% de area)
N Compostos . \a —
(min) BIC BRO DIS FAS NUD BRA ERE MAC ALC FRI MIC PAR SIM Descrigdo do aroma
Terpenos
48  Neo-allo-ocimene® 29,23 0,60 1,87 0,17 4,43 2,15 -
49  1(6),4-Cadinadiene® 29,48 2,39 1,45 1,93 1,83 1,83 -
50 B-Selinene® 29,79 2,30 0,59 0,78 erva'
51  &-Elemene® 30,01 3,17 0,98 madeira’
52 3,7(11)-selinadiene® 30,04 1,50 -
53  Viridiflorene® 30,06 8,50 5,35 5,52 -
54 \/—Elemenec 30,19 4,98 6,36 verde', madeira’, éleo’
55  B-Bisabolene® 30,23 2,38 0,70 1,49 balsamo”
56 B—Curcumenec 30,30 0,75 2,55 -
57  &-Cadinene® 30,71 5,00 4,37 2,79 2,33 3,08 4,05  tomilho', madeira®
58 a-Cubenene® 30,91 1,62 0,81 0,76 0,88 1,02 erva’
59  Squalene® 31,79 1,28 0,93 -
Aldeidos
60 n-Hexanal 6,09 3,41 4,22 10,77 magaS, verde’®, grama3
magés, damascos, cerejas, chocolates, uvaS,
5 . . 5 1. 5 ~ 5 .5
61 Phenylacetaldehyde 14,66 8,17 1,32 mel’, jacinto’, limao’, meldo’, laranja,

5 5 5 A 5 5

verde’, noz’, frutas, péssego’, castanha’,
. 5 5 5 . 5
vegetais’, doce’, flores’, margarida

de

BIC = Aechmea bicolor; BRO = Ae. bromeliifolia; DIS = Ae. distichantha; FAS = Ae. fasciata; NUD = Ae. nudicaulis; BRA = Ananas comosus var. bracteatus; ERE = An. comosus var. erectifolius; MAC = An. macrodontes;
ALC = Alcantarea nahoumii; FRI = Vriesea friburgensis; MIC = V. michaelii; PAR = V. paraibica; SIM = V. simplex; C = sesquiterpeno; D = triterpeno; 1 = Acree e Arn (2004); 3 = Fan e Qian (2006); 5 = Formisano et al.

(2009); 7 = Qiao et al (2008)

(continua...)






Tabela 4.1 - Constituintes voldteis, tempos de retencdo, porcentagem de area presentes no
Bromeliaceae por HS-SPME/GC-MS

(continuagdo...)

espectro de massa em treze espécies de

tr Amostras das espécies (% de area)
N Compostos . \a —
(min) BIC BRO DIS FAS NUD BRA ERE MAC ALC FRI MIC PAR SIM Descrigdo do aroma
Aldeidos
62  n-Nonanal 16,91 1,00 061 042 501 1,18 0,15 0,4 gordura’, citros', verde'
pepino’, gordura® ™, verde', metalico’, erva’,
63  (E)-2-Nonenal 18,94 1,68 0,98 2,77 2,48 0,84 0,93 0,82 - 10 1
sabdo ™, cloro
~ 1 . 1 1 7 . 7
64 Decanal 2061 162 020 023 119 056 035 051 sabdo, citros’, sebo, frutas’, bilsamo’,
geranium
Ester
65  Lyrantion 32,11 0,83 0,52 doce™, bot(”)esdelaranja12
66  Diisobutyl phthalate 36,85 0,55 1,96 0,51 -
Cetona
67 Gaultheric acid 20,29 0,53 1,01 1,03 2,09 1,52 63,13 10,02 -
Eter
68  Eucalyptol 14,02 6,08 5,37 5,16 5,58 5,26 fresco™, canfora™
Furano
x 1,8 .1 1,8 8
69  2-pentyl-Furan 1266 070 0,92 0,54 077 0,93 feijdo™, manteiga , verde™, frutas’,
vegetais’, solo’, incenso de raizes
Oxido
70 cis-Linalool oxide 16,42 0,99 floresl, resina",citros4
Outros
71  Styrene 8,94 4,45 bé\lsamol'n,gasolinal’13

BIC = Aechmea bicolor; BRO = Ae. bromeliifolia; DIS = Ae. distichantha; FAS = Ae. fasciata; NUD = Ae. nudicaulis; BRA = Ananas comosus var. bracteatus; ERE = An. comosus var. erectifolius; MAC = An. macrodontes;
ALC = Alcantarea nahoumii; FRI = Vriesea friburgensis; MIC = V. michaelii; PAR = V. paraibica; SIM = V. simplex; 1 = Acree e Arn (2004); 2 = Mahattanatawee et al. (2005); 4 = Phi et al. (2006); 7 = Qiao et al (2008); 8 =
Zheng et al. (2004); 10 = Wang et al. (2012); 11 = Culleré et al. (2013); 12 = Brechbill (2007); 13 = Lee et al. (2013)

(continua...)






Tabela 4.1 - Constituintes voldteis, tempos de retencdo, porcentagem de area presentes no espectro de massa em treze espécies de
Bromeliaceae por HS-SPME/ GC-MS

(continuagdo...)

N Compostos t_R . Amostras das espécies (% de area) _
(min) BIC BRO DIS FAS NUD BRA ERE MAC ALC FRI MIC PAR SIM Descrigdo do aroma
Nao identificados
72 Néo identificado 1 6,82 1,32 0,23 0,22 2,20 -
73 Néo identificado 2 12,92 4,07 1,43 1,16 2,05 -
74 Nao identificado 3 12,95 1,32 1,84 -
75  N3o identificado 4 15,58 1,24 042 -
76  N3o identificado 5 18,83 2,00 13,24 5,00 1,12 235 2,89 -
77  N3o identificado 6 21,94 0,17 085 0,44 -
78  N3o identificado 7 24,76 023 038 0,12 1,42 0,30 0,27 0,61 0,62 -
79 N&o identificado 8 28,92 1,26 -
80 Nao identificado 9 29,87 5,66 0,37 -

BIC = Aechmea bicolor; BRO = Ae. bromeliifolia; DIS = Ae. distichantha; FAS = Ae. fasciata; NUD = Ae. nudicaulis; BRA = Ananas comosus var. bracteatus; ERE = An. comosus var. erectifolius; MAC = An. macrodontes;
ALC = Alcantarea nahoumii; FRI = Vriesea friburgensis; MIC = V. michaelii; PAR = V. paraibica; SIM = V. simplex






Tabela 4.2 - Categorias aromaticas de componentes volateis identificados no espectro de massa em treze espécies de Bromeliaceae dos
géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill, Alcantarea (Leme) J. R. Grant e Vriesea Lindl. por HS-SPME/GC-MS

L . < . , : : . Na Total d
Espécies Compostos Alcoois Terpenos Aldeidos Ester Cetona Eter Furan Oxido Outros . .a.o © ? .e
identificados volateis

Ne %
Aechmea bicolor 24 16,37 74,92 4,30 0,55 0,53 - 0,70 -- -- 2,40 99,77
Ae. bromeliifolia 19 59,69 5,28 13,37 -- 1,01 - 0,92 -- -- 18,35 98,62
Ae. distichantha 24 12,77 77,54 3,42 -- -- -- -- -- -- 5,98 99,71
Ae. fasciata 25 15,00 53,45 8,68 2,79 -- - -- -- 4,45 12,41 96,78
Ae. nudicaulis 24 26,73 59,12 2,58 0,52 1,03 -- -- -- -- 1,73 91,71
Ananas comosus var.

28 27,16 66,21 -- -- 6,08 -- -- -- -- 99,45
bracteatus
An. comosus var.

28 21,19 70,97 -- -- -- 537 -- -- -- -- 97,53
erectifolius
An. macrodontes 28 24,51 69,85 -- -- -- 5,16 -- -- -- -- 99,52
Alcantarea nahoumii 14 37,65 44,91 4,37 -- 2,09 - 0,54 0,99 - 2,78 93,33
Vriesea friburgensis 31 20,22 71,27 -- -- 1,52 5,58 -- -- -- - 98,59
V. michaelii 20 6,12 14,27 3,00 0,51 63,13 - 0,77 - - 5,23 93,03
V. paraibica 21 41,36 20,29 12,10 -- 10,02 - 0,93 -- -- 7,92 92,62
V. simplex 27 17,53 67,90 -- -- 526 - -- -- -- 90,69

Totais de volateis 80 11 48 5 2 1 1 1 1 1 9 97,53
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Figura 4.1 - Perfil cromatografico obtido por HS-SPME/ GC-MS de compostos volateis em
flores de Bromeliaceae, indicando os compostos majoritarios identificados. A) Aechmea
bicolor L. B. Sm, B) Alcantarea nahoumii (Leme) J. R. Grant, C) Ananas comosus (L.) Merr.
var. erectifolius (L. B. Sm.) Coppens & F. Leal, D) Vriesea friburgensis Mez
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Tabela 4.3 - Contribuicdo dos principais compostos volateis para a diversidade seguindo o
método de Singh (1981) obtidos por HS-SPME/GC-MS de compostos volateis em flores de 13
espécies de Bromeliaceae

Compostos Sj S.j (%)
Gaultheric acid 46939,64 26,87
B-Myrcene® 23473,98 13,44
n-Hexanol 20543,44 11,76
4,8-dimethyl-1,3,7-nonatriene 11082,01 6,35
(2)-3-Hexenol 7155,19 4,10
a-Humulene® 6496,36 3,72
1-Terpinenol 6486,13 3,74
\/-Terpinene1 6220,57 3,56
(E)-Sabinene hydrate 5416,85 3,10
Demais compostos 22966,02 23,36

S.j = contribuicdo da varidvel x para o valor da distancia de Mahalanobis entre os genétiposie i

A andlise de componentes principais com base nos compostos volateis de flores de
Bromeliaceae evidenciou que os trés primeiros componentes retém 62,81% da informacao
inicial (Tabela 4.4). A variancia total observada foi considerada alta, devido a grande
heterogeneidade da composicao quimica das amostras.

A correlacdo de cada componente com as varidveis permitiu avaliar seu poder
discriminatério nesta analise. No CP1 (30,78%) as varidveis que mais influenciaram na
discriminacdo dos acessos baseados nos compostos voldteis foram eucalyptol,
alloaromadendren e 1(6),4-cadinadiene, com valores de correlacdo de 0,99, 0,98 e 0,98,
respectivamente. Para CP2 (19,17%) as varidveis que mais influenciaram foram 3,5-
cadinadiene, ndo identificado 7, e muurola-4(14),5-diene, com valores de correla¢do de 0,96,
0,93 e 0,93, respectivamente. Em CP3 (12,85%), as varidveis mais importantes foram a-
humulene, (E)-a-bergamotene e PB-bisabolene, com correlacées de 0,76, 0,75 e 0,75,

respectivamente.
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Tabela 4.4 - Autovalores, porcentagem de variancia total, autovalor acumulado e
porcentagem acumulada dos cinco primeiros componentes principais obtidos por HS-
SPME/GC-MS de compostos volateis em flores de 13 espécies de Bromeliaceae

Componentes Autovalor Porcentagem de Autovalor Porcentagem
principais variancia total acumulado acumulada
CP1 25,2458 30,7876 25,2458 30,7876
CP2 15,7234 19,1749 40,9693 49,9625
CP3 10,5336 12,8459 51,5029 62,8084
CP4 6,3267 7,7155 57,8296 70,5239
Cp5 5,1625 6,2958 62,9922 76,8198

O diagrama de dispersdo dos escores dos trés primeiros componentes principais
(Figura 4.2) evidenciou a formacado de trés grupos e duas espécies isoladas, o que demonstra
a grande variabilidade de compostos volateis dentro dessas espécies.

V. michaelii, V. paraibica e Al. nahoumii formaram um grupo (Figura 4.2), estas
espécies sao filogeneticamente muito préximas, consideradas irmas, todas pertencendo a
subfamilia Tillandsioideae. O género Alcantarea emergiu de um clado a partir do género
Vriesea, entretanto, ainda existe controvérsia quanto a aceitacdo de sua classificagdo como
género (BARFUSS et al., 2005; VERSIEUX et al., 2012). A composicao dos compostos volateis
produzidos por estas espécies pode ser um fator que demonstra a proximidade dessas
espécies.

Trés espécies de Aechmea formaram outro grupo, dentre elas Ae. bicolor, Ae.
distichantha e Ae. nudicaulis pertencentes a subfamilia Bromelioideae com flores
morfologicamente semelhantes (Figura 4.2). Faria, Wendt e Brown (2004), estudando as
relagdes cladisticas deste género demonstraram que Ae. distichantha e Ae. nudicaulis sao
muito proximas no clado de distribuicdo. Além disso, ha relatos de polinizadores comuns
entre essas duas espécies (SCHMID et al., 2010; SCROK; VARASSIN, 2011). Ha poucos estudos
para Ae. bicolor ndo sendo possivel relacionar essas caracteristicas, ressaltando-se a
semelhanca morfoldgica da inflorescéncia a da Ae. nudicaulis.

Ae. fasciata e Ae. bromeliifolia apresentaram-se isolados na andlise de componentes

principais (Figura 4.2), o que demonstra a grande variabilidade de compostos neste género.
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O terceiro grupo é formado por An. macrodontes, An. comosus var. erectifolius e An.
comosus var. bracteatus e duas espécies de Vriesea (V. simplex e V. friburgensis). Este grupo
corrobora a aproximacdo morfolégica e taxonGmica entre plantas do género Ananas, uma
vez que apresentaram os mesmos 28 compostos e valores préoximos entre eles.
Considerando-se que os compostos volateis de flores podem ser uma estratégia de plantas
para atrair polinizadores, as duas espécies de Vriesea podem apresentar polinizadores
semelhantes com o género Ananas, sendo assim, agrupadas na analise de componentes
principais. No entanto, considerando o grande nimero de espécies da familia Bromeliaceae,
ha poucos relatos sobre os polinizadores, tornando-se dificil associar os mesmos aos

compostos volateis de flores produzidas por uma determinada espécie.

/A Aechmaa bicolor
Ananas com'bsus @ 4nanas macrodontes

var. erectifolius @ @ Ananas comosus var. bracteatus
Vriesea fnburgenSIS_! = Vr[e,éea simplex

A,Aechmea nudicaulis

8
6
4 AA echrz;ea distichantha
2
0

OlvR VN IO

W Vriesea michaelli
& Alcantarea nahoumii

9 A Aechmea bromeliifolia

A Aechmea fasciata

Figura 4.2 - Diagrama de dispersdo dos escores associados aos trés primeiros componentes
principais obtidos por HS-SPME/GC-MS de compostos volateis em flores de 13 espécies de
Bromeliaceae. Os simbolos representam os géneros das espécies estudadas
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7.4. Conclusoes

Foram identificados 71 diferentes compostos volateis e alguns deles com importancia
na industria de alimentos, cosméticos, perfumes, industria quimica e farmacéutica. A
variacdo no perfil de odor das flores de Bromeliaceae mostra uma grande variabilidade.
Estudos futuros utilizando um maior nimero de espécies de diferentes géneros, informacoes
morfolégicas e a composi¢cdo dos volateis associados com os seus polinizadores, podem

esclarecer a atracdo dos mesmos com compostos de odores especificos.
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Capitulo 5

Sistemas reprodutivos e hibridagoes interespecificas e
intergenéricas em Bromeliaceae com potencial ornamental

Vriesea michaelii W. Weber — Fertilizagdo observada em microscopia de fluorescéncia
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8. SISTEMAS REPRODUTIVOS E HIBRIDAGOES INTERESPECIFICAS E INTERGENERICAS EM
BROMELIACEAE COM POTENCIAL ORNAMENTAL

RESUMO

O conhecimento dos sistemas reprodutivos de plantas é de fundamental importancia para o
melhorista, pois define os métodos que serdo utilizados para o melhoramento de
determinada espécie. HibridacGes permitem criar gendtipos com novas combinagdes de
formas e cores, entre outras caracteristicas, exercendo papel estratégico no
desenvolvimento de novas variedades. O presente trabalho teve como objetivo identificar os
sistemas reprodutivos de dezessete espécies de bromélias, assim como avaliar a ocorréncia
de barreiras reprodutivas por meio da avaliagdo da germinagdo dos graos de pdlen e
crescimento do tubo polinico no pistilo, através da fluorescéncia com azul de anilina. Foram
estudadas as espécies: Aechmea bicolor, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae. fasciata, Ae.
nudicaulis, Ananas macrodontes, Ananas sp., An. comosus var. ananassoides, An. comosus
var. bracteatus, An. comosus var. erectifolius, An. comosus var. parguazensis, Alcantarea
nahoumii, Vriesea carinata, V. friburgensis, V. michaelii, V. paraibica e V. simplex. Os
sistemas reprodutivos foram determinados através de dois indices: indice de autogamia (IA
= polinizagdo espontanea/ polinizacdo cruzada) e indice de autoincompatibilidade (IAl =
autopolinizagdo manual/ polinizagdo cruzada). Mais de 50% das espécies estudadas
apresentaram autoincompatibilidade (IAI<0,30): Ae. bicolor, Ae. fasciata, Ae. nudicaulis,
Ananas sp., An. comosus var. ananassoides, An. comosus var. bracteatus, An. comosus var.
erectifolius, An. comosus var. parguazensis, V. carinata e V. paraibica. Entre as espécies
autocompativeis (lAI>0,30), Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha e An. macrodontes
apresentaram autogamia (Al>0,30), o que demonstra que essas espécies ndo necessitam de
polinizadores para a fertilizagdao. Al. nahoumii, V. friburgensis, V. michaelii e V. simplex nao
apresentaram autogamia (Al <0,30), necessitando de polinizadores, mesmo para a
autopolinizacdo. Agamospermia foi observada em apenas duas espécies, Ae. bromeliifolia e
Ae. distichantha. Cruzamentos controlados foram realizados para avaliar as hibridacGes
interespecificas e intergenéricas. Noventa e cinco combinac¢des entre 17 espécies de
Aechmea e Ananas (Bromelioideae) e Alcantarea e Vriesea (Tillandsioideae) foram
realizadas. O sucesso nas hibridagdes corresponde a 33,74%, sendo que 24,96% envolveram
as variedades botanicas do género Ananas. Entre as hibridagdes intergenéricas, apenas duas
combinac¢bes foram obtidas com sucesso: V. michaelii x Al. nahoumii e V. simplex x Al.
nahoumii. As possiveis causas da autoincompatibilidade e incongruéncia nesses cruzamentos
estdo relacionadas a diferentes eventos no tubo polinico, como: deposicdo reticulada de
calose no tubo polinico; enovelamento dos tubos polinicos no estilete; paralisacdo do
crescimento do tubo polinico no estilete, entre outros. Sugere-se que a
autoincompatibilidade seja gametofitica, evitando a autofertilizacdo. Estudos mais
aprofundados contribuirdo para caracterizar as causas e as potenciais medidas para supera-
la a autoincompatibilidade, visando a eficiéncia reprodutiva em Bromeliaceae.

Palavras-chave:  Aechmea. Agamospermia.  Alcantarea. Ananas. Autogamia.
Autoincompatibilidade. Barreiras reprodutivas. Vriesea.
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BREEDING SYSTEM AND INTERSPECIFIC AND INTERGENERIC HYBRIDIZATION IN
BROMELIACEAE WITH ORNAMENTAL POTENTIAL

ABSTRACT

Detailed knowledge of the plant reproductive systems is of fundamental importance to the
breeder, since it defines the adequate methods for breeding. New genotypes with different
colors and forms among other characteristics, can be obtained from hybridizations, with a
strategic role in the development of new varieties. This study aimed to identify the
reproductive system of seventeen species of bromeliads, and to describe the occurrence of
reproductive barriers, through pollen grain germination, and pollen tube growth in the pistil,
through aniline blue staining. The following species were studied Aechmea bicolor, Ae.
bromeliifolia, Ae. distichantha, Ae. fasciata, Ae. nudicaulis, Ananas macrodontes, Ananas sp.,
An. comosus var. ananassoides, An. comosus var. bracteatus, An. comosus var. erectifolius,
An. comosus var. parguazensis, Alcantarea nahoumii, Vriesea carinata, V. friburgensis, V.
michaelii, V. paraibica and V. simplex. The reproductive strategy was described using two
indexes: autogamy index (Al = autonomous selfing/cross pollination) and self-incompatibility
index (ISI = selfing/cross pollination). More than 50% of the species showed self-
incompatibility (1SI<0.30): Ae. bicolor, Ae. fasciata, Ae. nudicaulis, Ananas sp., An. comosus
var. ananassoides, An. comosus var. bracteatus, An. comosus var. erectifolius, An. comosus
var. parguazensis, V. carinata and V. paraibica. Among the self-compatible species (ISI>0.30),
Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha and An. macrodontes presented autogamy (AI>0.30),
demonstrating that these species do not require pollinators for fertilization. Al. nahoumii, V.
friburgensis, V. michaelii and V. simplex did not need pollinators including for self-
pollination, since they do not present autogamy (Al<0.30). Agamospermy was observed only
in two species Ae. bromeliifolia and Ae. distichantha. Controlled crosses were made to
evaluate interspecific and intergeneric hybridization. Ninety five combinations among 17
species of Aechmea and Ananas (Bromelioideae) and Alcantarea and Vriesea
(Tillandsioideae) were tried. The results show 33.74% of success, with 24,96% when
botanical varieties of Ananas were used. Among the intergeneric crosses, only two
combinations were successfull: V. michaelii x Al. nahoumii e V. simplex x Al. nahoumii.
Possible causes of self-incompatibility and incongruence in these crosses are related to the
pollen tube growth, such as reticulate callose deposition; pollen tube growth is halted at a
certain region of the style; pollen tubes lose directional growth at a certain region of the
style and tube grow in random directions in the style, among others. We suggest that the
self-incompatibility is gametophytic, preventing self-fertilization. More detailed studies will
contribute to characterize the causes and potential solutions to overcome self-
incompatibility, aiming at higher reproductive effecting in Bromeliaceae.

Keywords: Aechmea. Agamospermy. Alcantarea. Ananas. Autogamy. Reproductive barriers.
Self-incompatibility. Vriesea.
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8.1. Introducao

A familia Bromeliaceae Juss, pertence a ordem Poales (APG Ill, 2009), possui cerca de
58 géneros e mais de 3.352 espécies com grande diversidade de cores, formas, tamanhos e
sistemas reprodutivos (BENZING, 2000; LUTHER, 2012). O conhecimento dos sistemas
reprodutivos das espécies é de fundamental importancia para o melhoramento genético,

estudos de evolucdo e biologia da conservacdo (PAGGI et al., 2012).

As bromélias desempenham um importante papel ecoldgico nos ecossistemas
naturais (BENZING, 2000), além de apresentar diferentes potenciais de uso como: plantas
ornamentais (STEENS, 2003; SOUZA et al., 2009a; NEGRELLE; MITCHELL; ANACLETO, 2012;
SOUZA et al., 2012); na alimentacdo, como é o caso do abacaxizeiro (CRESTANI et al., 2010;
FAO, 2013); producdo de fibras para fabricacdo de cordas e tecidos; na industria automotiva
e para a fabricacdo de papel (TICKTIN; NANTEL, 2004; ZAH et al., 2007; LEAO et al., 2009;
FERREIRA et al.,, 2010), bem como para a producdo de enzimas de agdo proteolitica e
metabdlitos secunddrios com atividades bioldgicas antioxidantes e de grande valor para a
industria farmacéutica e cosmética (MANETTI; DELAPORTE; LAVERDE JUNIOR, 2009;
FERREIRA et al., 2011).

A busca por novas espécies de plantas ornamentais tem crescido muito nos ultimos
anos, principalmente, aquelas marcadas pela originalidade, durabilidade e beleza. A
inovacdo na floricultura pode ocorrer pela identificacdo de novos materiais genéticos com
potencial ornamental, ou pela geracdo de novos hibridos a partir de programas de

melhoramento genético de espécies ja descritas.

A hibridacdo é uma importante fonte de variacdo genotipica (VERVAEKE et al., 2002;
2003; 2004; VERVAEKE, DEROOSE; DE PROFT, 2003). Hibridagdes interespecificas e
intergenéricas permitem criar gendtipos com novas combina¢des de formas e cores
(VERVAEKE et al., 2001; 2004) exercendo papel estratégico no desenvolvimento de novas
variedades ornamentais. O sucesso na hibridacdo interespecifica e intergenérica depende da

viabilidade dos cruzamentos, e obtencdo de sementes viaveis.

A auséncia de espinhos em bromélias é uma caracteristica desejavel para
consumidores e produtores, facilitando o manejo e a comercializacdo das plantas

(VERVAEKE; DEROOSE; DE PROFT, 2003). As espécies pertencentes a subfamilia
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Tillandsioideae ndo possuem espinhos, enquanto nas demais subfamilias, estas estruturas
sao altamente frequentes (BENZING, 2000). Os géneros com maior apelo comercial sao
Guzmania, Neoregelia, Tillandsia, Vriesea, (Tillandsioideae), Aechmea e Ananas
(Bromelioideae) (ANDRADE; DEMATTE, 1999; SANTOS; BITTENCOURT; NOGUEIRA, 2005),
onde a grande maioria ndo apresenta espinhos. As plantas com espinhos normalmente sdo
comercializadas para uso em paisagismo.

Hibridagdes em Bromeliaceae tém sido relatadas desde 1879, com o relato da
primeira hibridacdo utilizando espécies do género Vriesea (SAMYN, 1995). Outros relatos de
hibridagcdes interespecificas e intergenéricas foram apresentados por Smith e Downs (1974),
Wendt et al. (2000; 2001; 2002), Vervaeke, Deroose e De Proft (2003), ROcas, Klein e Mattos
(2004), Vervaeke et al. (2004), Gongalves e Azevedo-Gongalves (2009), Souza et al. (2009a),
Souza (2010), envolvendo os géneros Aechmea, Ananas, Bilbergia, Canistrum, Guzmania,
Neoregelia, Nidularium, Pitcairnia, Quesnelia, e Tillandsia. No entanto, apesar de registros ja
existentes, apenas uma pequena porcentagem entre as numerosas combinagdes possiveis
em Bromeliaceae ja foi testada, e dentre elas, nem todas tém apresentado sucesso devido as

barreiras reprodutivas.

As barreiras reprodutivas resultam na incapacidade total ou parcial de espécies se
cruzarem ou autofertilizarem e resultam de incompatibilidade ou incongruéncia. A
incompatibilidade é o mecanismo em que a atividade do alelo-S resulta em uma barreira no
estigma (incompatibilidade esporofitica) ou no estilete (incompatibilidade gametofitica). A
incongruéncia ocorre em cruzamentos interespecificos como resultado da falta de
informacdo genética de uma das espécies necessarias para completar a fertilizacdo
(HOGENBOOM, 1973; PARTON et al., 2001). Dentre as informacdes genéticas necessarias
para obtencdo de sucesso na fertilizacdo estdo os estudos de incompatibilidade alélica
(alelo-S) (TAKAYAMA; ISOGAI, 2005), estrutura citogenética, posicdo taxondmica e relagdes
filogenéticas (TECHIO et al., 2008), entre outras. Essas informacdes sdo fundamentais para

um planejamento estratégico no melhoramento genético de plantas.

Dentre as barreiras reprodutivas, existem ainda as barreiras associadas ao
polimorfismo floral, como no caso das espécies que apresentam pistilo mais longo e estames

mais curtos, dificultando assim a reproducdo (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002).
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A autoincompatibilidade é um mecanismo reprodutivo presente na maioria das
angiospermas para evitar a autogamia e promover a alogamia, desta forma contribuindo
para a manutencdo e aumento da diversidade genética (SCHIFINO-WITTMANN;
DALL'AGNOL, 2002; ZHANG; ZHAO; XUE, 2009; BANDEIRA et al., 2011). Esse mecanismo é
uma das principais barreiras reprodutivas para programas de melhoramento genético que
buscam a obtencdao de novos cultivares (BANDEIRA et al., 2011). Na autoincompatibilidade
gametofitica, os tubos polinicos incompativeis tém o seu crescimento cessado no estilete e a
especificidade do grao de pdlen é gerada pelo alelo-S do genoma haploide do gametdfito, ja
na autoincompatibilidade esporofitica a inibicdo da germinagdo do grdao de pdlen ocorre na
superficie do estigma e a especificidade dos graos de pdlen é determinada pelo gendtipo

diploide do espordfito (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002).

Em Bromeliaceae  existem  diferentes  sistemas reprodutivos e a
autoincompatibilidade é frequente e relatada em diversos trabalhos (HIETZ et al., 2006,
VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006; RAMIREZ-MORTILLO et al., 2009; MATALLANA et al.,
2010; WOLOWSKI et al., 2013). Alguns autores citam essa incompatibilidade, como sendo
gametofitica (BREWBAKER; GORREZ, 1967, VERVAEKE et al, 2001; COPPENS
D’EECKENBRUGGE et al., 2011; WOLOWSKI et al., 2013), devido a inibicdo observada dos
tubos polinicos no estilete. Uma sintese sobre o assunto pode ser obtida em Matallana et al.
(2010). Muitas espécies apresentam alogamia como sistema reprodutivo preferencial, além
de serem dependentes de agentes polinizadores para a polinizacdo (SIQUEIRA FILHO;
MACHADO, 2001; CASCANTE-MARIN et al., 2005; LENZI; MATTOS; ORTH, 2006; MATALLANA
et al., 2010).

Técnicas de microscopia de fluorescéncia com anilina azul permitem analisar
caracteristicas associadas a germinacdo dos graos de pélen e suas taxas de crescimento do
tubo polinico, servindo também para analisar hibridagdes em programas de melhoramento
genético e, assim, elucidar algumas formas de incompatibilidade ou incongruéncia

(BANDEIRA et al., 2011).

Diversas técnicas para superar as barreiras reprodutivas foram descritas por Van Tuyl
e De Jeu, (1997) e Vervaeke et al. (2002), destacando-se a polinizacdo a partir de cortes no

estilete, enxertia no estilete e polinizacdo placentdria. Desta forma, é importante conhecer o
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local exato das barreiras e o que ocorre em casa espécie, para posterior utilizacdo de

técnicas a fim de superar essas barreiras.

A falta de sincronia no periodo de florescimento em bromélias é outro entrave na
realizacdo de hibrida¢des, jd que algumas espécies florescem de forma regular e
espontanea, enquanto outras necessitam o emprego de indutores florais (SOUZA et al.,
2009b). A inducdo e sincronizacdo do florescimento em bromélias utilizando etileno ja vem
sendo realizada, principalmente para as espécies dos géneros Ananas, Aechmea, Guzmania,
Neoregelia, Tillandsia e Vriesea (MEKERS; PROFT; JACOBS, 1983, ALMEIDA et al., 2003,
DUKOVSKI; BERNATZKY; HAN, 2006; SOUZA et al., 2009b).

O presente trabalho teve como objetivo identificar os sistemas reprodutivos de
dezessete espécies de bromélias, assim como, avaliar as possiveis barreiras reprodutivas a
partir de hibridacbes interespecificas e intergenéricas por meio da observacdo e avaliacdo da
germinacdo dos grdos de pdlen e crescimento do tubo polinico no pistilo visando a producao

de hibridos de Bromeliaceae.

8.2. Material e Métodos

Foram estudadas 17 espécies e/ou variedades botanicas de Bromeliaceae, sendo que
um exemplar de cada foi depositado no herbario ESA (Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”/ Universidade de S3o Paulo - Esalg/ USP): Ae. bicolor L. B. Sm. (voucher ESA
120990), Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. & Hook. f. (ESA 121275), Ae. distichantha Lem.
(ESA 121281), Ae. fasciata Baker (ESA 120987), Ae. nudicaulis Griseb. (ESA 120991), Ananas
macrodontes E. Morren (ESA 121286), Ananas sp. (L.) Merr. (ESA 120988), An. comosus (L.)
Merr. var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal (ESA 121274), An. comosus (L.) Merr. var.
bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal (ESA 121284), An. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L.
B. Sm.) Coppens & F. Leal (ESA 121285), An. comosus (L.) Merr. var. parguazensis (Camargo
& L. B. Sm.) Coppens & F. Leal (ESA 121405), Alcantarea nahoumii (Leme) J. R. Grant (ESA
120986), Vriesea carinata Wawra (ESA 121404), V. friburgensis Mez (ESA 121282), Vriesea
michaelii W. Weber (ESA 121280), V. paraibica Wawra (ESA 121276) e V. simplex Beer (ESA

120989). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, em vasos plasticos (13 cm de
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altura por 10 cm de diametro) com substrato Basaplant®, sob temperatura ambiente e

umidade relativa de 70%, no municipio de Piracicaba, Sao Paulo, Brasil.

O florescimento foi induzido através da pulverizacao de 30 mL de solugao de Ethrel®
(etefon) a 240 mg mL™, na roseta de cada planta, conforme metodologia empregada por
Souza et al. (2009b). O inicio do florescimento foi considerado com a emergéncia do botao
da inflorescéncia. Avaliou-se no decorrer dos dias os seguintes estadios de desenvolvimento
apo6s o tratamento com indutor floral. Estadio 1: emissao da inflorescéncia (botao); Estadio
2: abertura da primeira flor; Estadio 3: abertura da ultima flor. Diferentes quantidades de
plantas foram usadas para os ensaios de inducdo, variando de cinco a vinte, como consta na

Tabela 5.1.

Sistemas reprodutivos

Polinizagdes controladas foram realizadas para determinar o sistema reprodutivo:
polinizacdo espontanea (flores protegidas sem emascular); autopolinizagdo manual (flores
polinizadas manualmente com graos de pdlen da mesma flor); polinizagdo cruzada (flores
anteriormente emasculadas e posterior polinizacdo com graos de pdlen de outro individuo
da mesma espécie) e agamospermia (emasculacdo das flores, sem deposi¢cdo de grdos de
pdlen). As polinizacdes controladas foram realizadas sempre as 8:00 h (antese) e para cada
tratamento foram utilizados quantidades de flores diferentes, como consta na Tabela 5.2. As

flores foram etiquetadas, contendo as informacdes de cada tratamento.

O indice de autogamia (IA) foi calculado para cada espécie, dividindo-se o percentual
de frutos formados em flores a partir da polinizagcdao espontanea pelo percentual de frutos
formados em flores de polinizacdes cruzadas. Espécies sdo consideradas autdgamas ou
parcialmente autégamas, quando o indice de autogamia é superior a 0,30, e para espécies
ndo-autégamas o valor de IA deve ser inferior a 0,30 (RAMIREZ; BRITO, 1990).

O indice de autoincompatibilidade (IAl) foi calculado dividindo-se o percentual de
frutos formados em flores a partir da autopolinizacdo manual, pelo percentual de frutos
formados em flores de polinizacdo cruzada. Espécies compativeis e parcialmente
compativeis o IAl deve ser superior a 0,30, e para espécies autoincompativeis o valor de IAl

deve ser inferior a 0,30 (RAMIREZ; BRITO, 1990).
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Hibridagdes interespecificas e intergenéricas

Foram realizadas 1.206 hibridagdes interespecificas e intergenéricas em 95 diferentes
combinacdes envolvendo 17 espécies pertencentes a quatro géneros Aechmea e Ananas
(Bromelioideae) e Alcantarea e Vriesea (Tillandsioideae) (Tabela 5.3). Nas plantas receptoras
de graos de pdlen, as anteras foram removidas e as flores ensacadas na pré-antese,
evitando-se a autopoliniza¢do e a contaminagao por graos de pdlen de outras espécies.
Graos de podlen das espécies doadoras foram depositados no estigma das flores
emasculadas. Apds este processo, as flores foram etiquetadas e novamente protegidas com
sacos de pano para evitar contaminagdo por outras espécies. Foram avaliados o niumero de

frutos e sementes por fruto produzidos em cada cruzamento.

Desenvolvimento do tubo polinico no estigma

Dez pistilos de plantas de cada tratamento (autopolinizagdo manual, polinizacdo
cruzada entre individuos da mesma espécie e hibridacdes envolvendo diferentes parentais)
foram coletados 24 horas apds as polinizagdes, fixados em solu¢do Carnoy [3 partes de
etanol (95%) : 1 parte de acido acético glacial], por 48 horas, clarificados em solucdo de
sulfito de sédio (10%) onde o mesmo foi autoclavado por 20 minutos, a 120 °C, com o intuito
de clarificar e amolecer os tecidos. A coloragao foi feita com solucdao de azul de anilina
(0,01%) em tampao de fosfato tribasico, overnight. Para se verificar a germinacdo dos graos
de pdlen no estigma e o desenvolvimento dos tubos polinicos ao longo do pistilo utilizou-se
microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta (MARTIN, 1959; YI et al., 2006). As
laminas foram analisadas em fotomicroscépio Axioskop2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Para avaliar o crescimento do tubo polinico no pistilo, foram consideradas regides
pré-determinadas segundo o trabalho de Bandeira et al. (2011): tubo polinico no estigma,
sem crescimento no estilete; tubo polinico no primeiro terco do estilete; tubo polinico no
segundo terco do estilete; tubo polinico no terceiro terco do estilete; tubo polinico no

interior do ovario; tubo polinico préximo ao dvulo; tubo polinico penetrando na micrdpila.

Germinagdo das sementes
As sementes geradas nas hibrida¢des envolvendo os géneros Aechmea, Alcantarea e
Vriesea e o gendtipo Ananas sp. foram estabelecidas em placa de Petri contendo meio de

cultura com metade das concentracdes de sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) de
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acordo com metodologia descrita por Souza et al. (2009c). Enquanto que, as demais
sementes do género Ananas foram semeadas em bandejas de 96 células com substrato

Basaplant®.

8.3. Resultados e Discussao

A dose de 240 mg mL™ de etefon foi adequada para todas as espécies estudadas,
respondendo a inducdo floral acima de 80%, sendo que 14 espécies responderam 100% ao

florescimento (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Caracteristicas do florescimento de diferentes espécies de Bromeliaceae dos
géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms e Vriesea
Lindl apds a inducdo ao florescimento com 30 mL de solu¢do de ethrel® (etefon) a 240 mg
mL™*

Numero ) Fase de Abertura  Abertura
o ) Florescimento . -
Espécies/ Variedades de %) botao 12 Flor  ultima flor

plantas (dias) (dias) (dias)
Aechmea bicolor 15 100 56+3 76t4 92+4
Ae. bromeliifolia 15 100 55+2 62+2 78+4
Ae. distichantha 15 80 603 703 91+3
Ae. fasciata 15 100 42+2 56+3 76+4
Ae. nudicaulis 20 100 40+1 52+1 59+2
Ananas macrodontes 10 100 50+2 65+3 90+5
Ananas sp. 20 100 44+ 1 602 712
An. comosus var. ananassoides 15 100 43 +2 63+3 753
An. comosus var. bracteatus 10 100 48 +2 72+2 81+3
An. comosus var. erectifolius 10 100 45+ 2 65+2 74+ 4
An. comosus var. parguazensis 5 100 44 12 6312 72t4
Alcantarea nahoumii 15 90 706 142 +8 172 +9
Vriesea carinata 15 100 58+2 109+4 135+4
V. friburgensis 15 80 754 133+3 165+ 2
V. michaelii 15 100 603 125+5 142 +£3
V. paraibica 15 100 604 118+3 143+ 4

V. simplex 15 100 45+ 3 120+ 2 13314
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As plantas que ndo foram tratadas com etefon, ndo floresceram durante todo o periodo de
avaliagcdo do experimento, confirmando a importancia deste procedimento no planejamento
das hibridacdes e principalmente para fins comerciais dessas espécies.

O florescimento mais precoce e o mais rapido desenvolvimento da flor foi observado
nas espécies do género Aechmea e variedades de Ananas tanto na fase de botao quanto no
florescimento completo. A espécie mais precoce foi a Ae. nudicaulis que aos 40 + 1 dias ja
apresentava a emergéncia do botdo e aos 59 + 2 dias o florescimento completo.

As espécies mais tardias sdo as do género Vriesea e Al. nahoumii, como no caso da V.
friburgensis, que a emergéncia do botdo se deu aos 75 + 4 dias, 133 * 3 dias para a abertura
da primeira flor e 165 * 2 dias para a abertura da ultima flor. Neste género a V. carinata
apresentou uma maior precocidade, mesmo sendo superior as espécies dos géneros
Aechmea a Ananas, com 58 * 2 dias para a formacdo de botdo; 109 + 4 dias para a abertura
da primeira flor e 135 + 4 dias para a abertura da ultima flor.

Black e Dehgan (1994), afirmam que o florescimento de bromélias ocorre entre
6 e 16 semanas apods a aplicacdo do indutor e que esta variacdao depende do género, produto
aplicado e concentracdo, condicdes ambientais e idade da planta. Mekers, Proft e Jacobs
(1983), usando 1000 ppm de etefon em plantas de Ae. fasciata obtiveram 100% de
florescimento apds 90 dias. Eccher e Mignani (1977), por sua vez, observaram a necessidade
de maior concentracdo, 2000 ppm de etefon para obter elevadas taxas de florescimento em
plantas da mesma espécie, em um periodo de 50 dias. As variagdes observadas entre as
espécies evidenciam a necessidade de desenvolvimento de protocolos especificos em cada
situagao.

As diferentes respostas estdo relacionadas aos fatores envolvidos nos mecanismos de
florescimento, como a idade da planta, as condicdes ambientais, principalmente luz e
temperatura, necessitando de diferentes tempos de exposicao ao etileno para que a inducao
ao florescimento ocorra (ECCHER; MIGNANI, 1977; DUKOVSKI; BERNATZKY; HAN, 2006).

O estadio fisiolégico da planta é um dos fatores mais importantes a serem
considerados para os procedimentos de inducdo floral, sendo conveniente respeitar a
maturacao fisioldgica de cada espécie, evitando anormalidades e diminui¢cdao no tamanho e

gualidade das inflorescéncias (ABELES; MORGAN; SALTVEIT, 1992).
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No presente trabalho as inflorescéncias produzidas em todas as espécies foram
morfologicamente normais, com cores pronunciadas e dentro dos padrdes esperados para
as espécies em estudo.

Os resultados obtidos permitem, portanto, planejar o florescimento de forma
sincrénica entre as espécies e possibilitando a realizacdo de hibridacdes entre as mesmas, o

gue nao seria possivel no sistema natural, devido a assincronia de florescimento existente.

Sistemas reprodutivos

Mais de 50% das espécies estudadas apresentaram autoincompatibilidade
(IAl < 0,30). Dentre essas, Ae. bicolor, Ae. nudicaulis e Ananas sp. ndo apresentaram frutos e
sementes (Tabela 5.2).

As variedades botanicas de abacaxi, An. comosus var. ananassoides, An. comosus var.
bracteatus, An. comosus var. erectifolius e An. comosus var. parguazensis produziram poucas
sementes. Em contra partida, An. macrodontes apresentou 100% de formacdo de frutos e
numero de sementes superior as demais variedades do Ananas comosus em todos os
sistemas reprodutivos (Tabela 5.2). Coppens d’Eeckenbrugge et al. (2011) descrevem o
sistema de reproducdo do género Ananas como pseudo autoincompativel do tipo
gametofitico, com inibicao de crescimento do tubo polinico no tergo superior do estilete.
Esses autores relataram que as cultivares de An. comosus var. comosus sao fortemente
autoincompativeis, no entanto, outras variedades de Ananas apresentam reduzida
autoincompatibilidade, produzindo poucas sementes.

Entre as espécies autocompativeis, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha e
An. macrodontes apresentaram autogamia (autopolinizacdo espontanea) (IA > 0,30), o que
demonstra que essas espécies ndo necessitam de agentes polinizadores para a fertilizacao.
Por outro lado, Al. nahoumii, V. friburgensis, V. michaelii e V. simplex necessitam de
polinizadores para a fertilizagdo mesmo para a autopolinizacao.

As espécies autocompativeis que ndo realizam autopolinizacdo espontanea
apresentaram o pistilo mais longo do que os estames, dificultando a deposicao dos graos de
pdlen no estigma. Nas espécies que apresentaram autopolinizacdo espontanea, as anteras

estdo posicionadas ao redor do estigma.



231

Na incompatibilidade gametofitica, os grdaos de pdlen germinam no estigma, mas o
crescimento do tubo polinico é paralisado no estilete e/ou ovario (NEWBIGIN; ANDERSON;
CLARKE, 1993) ao contrario da incompatibilidade esporofitica, no qual o desenvolvimento
dos grdos de podlen é paralisado no estigma sem a penetragdao no estilete (NASRALLAH,;
NASRALLAH, 1993). No entanto, estudos fisiolégicos e moleculares mais aprofundados para

o conhecimento da autoincompatibilidade em Bromeliaceae sdao necessarios.






Tabela 5.2 - Producdo de frutos e sementes em Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E. Morren ex Mez)
Harms e Vriesea Lindl., sob diferentes tratamentos de polinizacdo

Frutos produzidos * Sementes produzidas ** indices Sistermna de
. . Polinizagdo Autopolinizagdo Polinizagao . Polinizagdo Autopolinizagdo Polinizagao . .
Espécies/ Variedades . Agamospermia R Agamospermia IA 1Al Reprodugdo
espontanea manual cruzada espontanea manual cruzada

Aechmea bicolor 0(0/162) 0 (0/96) 95,34(82/86) 0(0/25) 0 0 133,33 (25) 0 0,00 0,00 Al
Ae. bromeliifolia 100 (100/100) 100 (100/100) 100 (75/75) 16,66(5/30) 18,23 (25) 20,12 (25) 21,15 (25) 6 (5) 1,00 1,00 AC(A)
Ae. distichantha 21,95 (18/82) 33,33 (32/96) 70,83 (51/72) 8(2/25) 28,73 (10) 46,54 (10) 74,12 (25) 8(2) 0,31 0,47 AC(A)
Ae. fasciata 0(0/75) 5,62 (5/89) 59,55 (53/89) 0(0/25) 0 47,68 (5) 173,22 (25) 0 0,00 0,09 Al
Ae. nudicaulis 0 (0/145) 0 (0/105) 96,66 (87/93) 0(0/25) 0 0 145,15 (25) 0 0,00 0,00 Al
Ananas macrodontes 100 (23/23) 100 (28/28) 100 (45/45) 0(0/45) 6,74 (23) 8,23 (28) 9,18 (42) 0 1,00 1,00 AC(A)
Ananas sp. 0 (0/45) 0(0/37) 0(0/41) 0(0/31) 0 0 0 0 0,00 0,00 Al
var. ananassoides 0 (0/46) 9,52 (4/42) 93,33 (42/45) 0(0/33) 0 1,10 (4) 8,23 (42) 0 0,00 0,10 Al
var. bracteatus 0(0/57) 2,90 (2/69) 100 (62/62) 0(0/62) 0 1,50 (2) 11,24 (62) 0 0,00 0,03 Al
var. erectifolius 0(0/31) 2,63 (1/38) 100 (38/38) 0(0/29) 0 1,00 (1) 6,21 (38) 0 0,00 0,03 Al
var. parguazensis 0(0/23) 9,52 (2/21) 69,56 (16/23) 0(0/21) 0 1,00 (2) 9,43 (16) 0 0,00 0,14 Al
Alcantarea nahoumii 0(0/22) 53,33 (8/15) 87,50 (14/16) 0(0/12) 0 228,76 (8) 328,18 (10) 0 0,00 0,61 AC
Vriesea carinata 0 (0/15) 6,66 (1/15) 81,25 (13/15) 0(0/8) 0 106,23 (1) 302,48 (10) 0 0,00 0,08 Al

V. friburgensis 13,04 (3/23) 72,72 (16/22) 88,46 (23/26) 0(0/15) 43,46 (3) 223,72 (10) 318,42 (10) 0 0,15 0,82 AC

V. michaelii 0,04 (1/25) 86,66 (13/15) 100 (15/15) 0(0/8) 53,12 (1) 228,34 (10) 285,13 (10) 0 0,00 0,87 AC

V. paraibica 0(0/12) 13,33 (2/15) 57,14 (8/14) 0(0/5) 0 103,41 (2) 387,18 (10) 0 0,00 0,23 Al

V. simplex 14,28 (4/21) 38,88 (7/18) 60,00 (18/30) 0(0/11) 104,18 (4) 204,76 (10) 672,18 (10) 0 0,23 0,65 AC

* Porcentagem de frutos obtidos. ** Média de sementes obtidas por flor. O nimero de frutos produzidos/ nimero de flores utilizadas sdo apresentados entre paréntesis.

= polinizacio espontanea/ polinizagdo cruzada) e indice de
autoincompatibilidade (IAl = autopolinizacdo manual/ polinizagdo cruzada). IAl é determinado como autoincompativel quando o IAl é inferior a 0,30, e autocompativeis ou
parcialmente autocompativel (AC) quando os indices do IAl foram superior a 0,30. A letra (A) entre parénteses indica um indice autogamia superior a 0,30

Os sistemas reprodutivos sio determinados através de dois indices: indice de autogamia (IA
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Como resultado da polinizacdo cruzada registrou-se que 94,11% das espécies
formaram frutos e que o nimero de sementes produzido foi superior em relagao aos demais
sistemas de reproducdo avaliados (Tabela 5.2). A polinizacdo cruzada é considerada
importante para a manuten¢do das espécies, pois promove o fluxo génico entre os
individuos, aumentando a variabilidade genética (VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006).

Agamospermia foi observada em apenas duas espécies, Ae. bromeliifolia e Ae.
distichantha, com pequena porcentagem de frutos formados e numero reduzido de
sementes (Tabela 5.2). A formagdo de frutos nos tratamentos de agamospermia indica que a
reproducdo assexuada pode ocorrer nessas espécies. As poucas sementes obtidas
apresentaram tamanho inferior e germinacdo mais lenta, quando comparadas as sementes
oriundas dos demais mecanismos de poliniza¢ao. Na literatura, baixa produg¢ao de frutos e
sementes por agamospermia foram relatados, como no género Pitcairnia com média de
17,95% de frutos produzidos (WENDT et al., 2001) e na espécie Ae. distichantha com 10% de
frutos formados (SCROK; VARASSIN, 2011).

Embora agamospermia tenha sido relatada em algumas espécies de Bromeliaceae
(WENDT et al.,, 2001; 2002; LENZI; MATOS; ORTZ, 2006; ROGALSKI et al., 2009; SCROK;
VARASSIN, 2011), a possibilidade de contaminagdo por grdao de pdlen na superficie do
estigma antes da abertura da flor ndo pode ser descartada, devido a proximidade das
anteras e o estigma e a dificuldade de emasculacdo, pelo tamanho reduzido das flores. A
descricdo da ontogénese embrionadria é necessaria para confirmar a ocorréncia de
agamospermia.

Diferentes eventos no desenvolvimento do tubo polinico no pistilo caracterizaram a
autoincompatibilidade nas diferentes espécies estudadas (Figura 5.1).

Todas as espécies apresentaram boa germinacdo dos grdaos de pdlen e inicio do
desenvolvimento do tubo polinico no estilete, com exce¢cdo de Ananas sp. onde a maioria
dos grdaos de podlen ndo germinaram no estigma (Figura 5.1 E). Baixa germinacdo e
viabilidade de grdos de pdlen foi observada em Ananas sp. (SOUZA et al., 2011), sugerindo a
baixa potencialidade deste gendtipo para hibridacGes. Os poucos graos que germinaram

cessaram o crescimento no inicio do primeiro terco do estilete.
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Figura 5.1 - Crescimento do tubo polinico apds autopolinizagdo manual no estigma
observado através de microscopia de fluorescéncia em pistilos tratados com solugao de azul
de anilina em Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill., Alcantarea (E.
Morren ex Mez) Harms e Vriesea Lindl. A) Ae. bicolor L. B. Sm, evidenciando a paralisacdo do
tubo polinico no inicio do primeiro terco do estilete. B) Ae. bromeliifolia Baker ex Benth. &
Hook. f., evidenciando a penetracdo do tubo polinico na micrépila resultando na fertilizacao.
C) Ae. distichantha Lem., evidenciando feixes de tubos polinicos com distribuicdo regular de
calose. D) Ae. nudicaulis Griseb., evidenciando tubos polinicos crescendo e enovelando no
primeiro tergo do estilete. E) Ananas sp. (L.) Merr., evidenciando grdos de pdlen invidveis e
graos de pdlen germinando e cessando seu crescimento no estigma com deposicao de calose
na base do tubo polinico. F) An. macrodontes E. Morren, evidenciando a penetracdo do tubo
polinico na micrépila resultando na fertilizacdo. G) Al. Nahoumii (Leme) J. R. Grant,
evidenciando o enovelamento dos tubos polinicos no final do primeiro terco do estilete. H)
V. carinata Wawra, evidenciando a paralisacdo do crescimento dos tubos polinicos no final
do primeiro terco do estilete. ) V. friburgensis Mez, evidenciando parte dos tubos polinicos
enovelados e parte seguindo o crescimento no estigma. J) V. michaelii W. Weber,
evidenciando os feixes de tubos polinicos. K) V. michaelii W. Weber, evidenciando a
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penetracdo do tubo polinico na micrépila resultando na fertilizagdo. L) V. simplex Beer,
evidenciando o enovelamento dos tubos polinicos no final do primeiro terco do estilete. fu =
funiculo, fv = feixe vascular, mi = micrépila, ov = évulo, pc = placas de calose, pe = papilas
estigmaticas, pi = graos de pdlen invidveis, po = graos de pélen, et = estilete, tp = tubo
polinico. Barras = 200 um
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Ae. bicolor, Ae. fasciata, Ae. nudicaulis e Al. nahoumii apresentaram germinagao dos
graos de pdlen no estigma e posterior enovelamento do tubo polinico no primeiro tergo do
estilete. Em V. paraibica este enovelamento ocorreu no final do segundo terco do estilete.
Para An. comosus var. ananassoides, An. comosus var. bracteatus, An. comosus var.
erectifolius e V. carinata, observou-se que os graos de pélen germinaram e o crescimento do
tubo polinico cessou de forma desorientada no final do primeiro terco do estilete (Figura
5.1).

Nas espécies V. friburgensis e V. simplex observaram-se que o crescimento do tubo
polinico cessou de forma desorientada no final do segundo tergo do estilete, em 70% dos
pistilos estudados, enquanto 30% conseguiram chegar ao ovario sem a penetracdo do tubo
polinico na micrépila (Figura 5.1). Esses resultados estdo de acordo com os estudos dos
sistemas reprodutivos (Tabela 5.2), mostrando que essas espécies sdo autocompativeis e
apresentam alguma taxa de incompatibilidade, além de um ndmero reduzido de sementes
pela autopolinizacdo.

Para as espécies autoincompativeis foram observadas deposi¢cdo de calose de forma
reticulada nos tubos polinicos (Figura 5.1 D), enquanto nas espécies autocompativeis essa
deposicdo foi regular (Figura 5.1 C). Em todas as variedades botanicas do género Ananas foi
observado um tampao de calose no final do tubo polinico.

Diferentes deposicdes de calose foram descritas em cruzamentos interespecificos e
intergenéricos em Bromeliaceae (VERVAEKE et al., 2001), mas ndo se sabe exatamente se a
deposicdo de calose é a causa da inibicdo do crescimento do tubo polinico (Figura 5.1 E).

E de conhecimento que a deposi¢do de calose participa ha manutencdo da pressdo
de turgescéncia, tensées mecanicas e manutencdo do equilibrio osmaético no tubo polinico e
ajuda na penetracao do mesmo no estigma, uma sintese sobre o assunto pode ser obtida em

Unal, Vardar e Artiirk (2013).
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Hibridagdes interespecificas e intergenéricas

O sucesso obtido nas hibridagdes corresponde a 33,74%, sendo que 24,96%
envolveram as variedades botanicas do género Ananas. Falhas na obtencdo de hibridos
podem ser resultado de barreiras pré-zigéticas, as quais ocorrem pela incapacidade de
germinacdo do grao de pdlen no estigma, ou pela inibicdo do crescimento do tubo polinico
no estilete (VERVAEKE et al., 2002) ou pela existéncia de barreiras pds-zigoticas, que
resultam na ndo fertilizacdo ou aborto do embrido em diferentes fases de desenvolvimento,
desde as primeiras divisdes embriondrias até a maturidade (VERVAEKE et al., 2001).

Foram registradas quatro hibridagbes interespecificas no género Aechmea:
Ae. bicolor x Ae. nudicaulis com 3% de sucesso; Ae. nudicaulis x Ae. bicolor com 70% de
sucesso; Ae. bicolor x Ae. fasciata com 25% de sucesso e Ae. nudicaulis x Ae. fasciata com
38% de sucesso.

As demais combinacgdes interespecificas dentro deste género foram incongruentes,
sendo confirmadas por microscopia de fluorescéncia, evidenciando anormalidades no
crescimento do tubo polinico: Ae. distichantha x Ae. bicolor, Ae. fasciata x Ae. bromeliifolia e
Ae. fasciata x Ae. nudicaulis, apresentaram enovelamento dos tubos polinicos no terco
superior do estilete (Figura 5.2 A); Ae. bicolor x Ae. bromeliifolia e Ae. bicolor x Ae.
distichantha apresentaram germinacao dos graos de pdlen e paralisagao do crescimento do
tubo polinico no préprio estigma (Figura 5.2 B); Ae. fasciata x Ae. distichantha os tubos
polinicos cresceram até a regidao do ovario, mas nao foi verificada penetragdao do tubo
polinico na micrépila. As anormalidades detectadas se constituiram, portanto, nas barreiras

pré-zigdticas existentes entre as espécies a serem hibridizadas.



Tabela 5.3 - HibridagOes interespecificas e intergenéricas em espécies de
Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms e Vriesea Lindl.

Bromeliaceae dos géneros Aechmea Ruiz & Pav., Ananas Mill.,
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Aechmea bicolor - 0/5 0/5 - - - 0/4 0/8 - 0/8 - 0/2
Ae. bromeliifolia - - - - - 0/4 0/2 - 0/5 - -
Ae. distichantha 0/16 - - 0/4 0/6 0/12 0/8 - - 0/5 - 0/7 0/5 - -
Ae. fasciata - 0/28 - - - - - - 0/12 0/14 0/23 - 0/7
Ae. nudicaulis 14/20 - - - - 0/5 - 0/6 0/3 0/2 0/10
Ananas macrodontes - - 0/3 - - - 0/5 - 0/3 - 0/2
Ananas sp. - - - 1/51 1/20 0/30 0/12 - - - - - -
An. comosus var. ananassoides 0/8 - 0/5 - 0/8 - - 24/24
An. comosus var. bracteatus - - - - - - 99/99 52/52
An. comosus var. erectifolius - - - - - - 35/35 27/27
An. comosus var. parguazensis - - - - - - 23/23 39/39
Alcantarea nahoumii - - - 0/8 - -
Vriesea carinata 0/10 - - 0/5 0/4 -
V. friburgensis 0/5 - 0/4 0/8 - 0/4
V. michaelii 0/6 - - 0/15 0/4 -
V. paraibica - - - - - -
V. simplex 0/8 - - 0/7 0/8 -

Numero de fruto colhidos/nimero de poliniza¢des realizadas
Hibridacdo que obtiveram sucesso estdao marcadas em preto
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Figura 5.2 - Crescimento do tubo polinico no estigma observado através de microscopia de
fluorescéncia em pistilos tratados com solucdo de azul de anilina em Bromeliaceae
evidenciando diferentes barreiras reprodutivas em hibridacdes interespecificas e
intergenéricas (A-F). A) Ae. fasciata x Ae. nudicaulis, evidenciando enovelamento dos tubos
polinicos no terco superior do estilete. B) Ae. bicolor x Ae. bromeliifolia, evidenciando a
germinacdo dos grdos de pdlen e a paralisacdo do crescimento no préprio estigma. C) V.
carinata x V. friburgensis, evidenciando o crescimento do tubo polinico e a paralisacdo no
inicio do terceiro terco do estilete com deposicdo de calose na ponta do tubo polinico
(setas). D) V. michaelii x Ae. fasciata, evidenciando a paralisacdo do crescimento do tubo
polinico no terco superior do estigma (setas). E) Al. nahoumii x Ae. fasciata, evidenciando a
deposicdo reticulada de calose no tubo polinico (setas). F) Ae. fasciata x V. carinata,
evidenciando a baixa porcentagem de germinacdo dos grdos de pdlen no estigma. G)
Germinacao de sementes hibridas de Ae. bicolor x Ae. nudicaulis em placa de Petri contendo
meio de cultura % MS. H) Desenvolvimento de hibridos de Ae. bicolor X Ae. nudicaulis (bn) e
V. friburgensis x V. simples (fs) em meio de cultura MS. 1) Progénie de An. comosus var.
erectifolius x An. comosus var. bracteatus, evidenciando a segregacdo de cor e espinhos
(seta). J) Progénie de V. carinata x V. paraibica aos 12 meses de cultivo em substrato. tp =
tubo polinico, et = estilete, pi = grdos de pdlen invidveis. Barras = 200 um
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Entre as nove combinacdes do género Vriesea, oito foram congruentes, produzindo
grande numero de sementes em todas as hibridagdes. Entre V. carinata e V. paraibica
registrou-se 100% de sucesso nas hibridacdes unilaterais, com uma média de 298 sementes.
Outras hibridagdes unilaterais foram registradas com: V. friburgensis e V. michaelii, sucesso
acima de 80% e média de 277 sementes, V. friburgensis e V. simplex com sucesso de 66,6% a
87,5% e V. michaelii e V. simplex com sucesso abaixo de 50% em ambas polinizacdes
reciprocas. O numero obtido de sementes foi similar aos resultados da polinizagao cruzada.
Hibridacdes interespecificas no género Vriesea sdo comuns e os primeiros registros datam
de 1879 por Eduard Morren na Europa onde diversas combinagdes foram testadas incluindo
espécies utilizadas neste trabalho como V. carinata e V. simplex (SAMYN, 1995).

A Unica incongruéncia observada nas hibridagGes interespecificas envolvendo o
género Vriesea foi em V. carinata x V. friburgensis. Neste cruzamento foi observado
crescimento do tubo polinico e paralisacgdo no inicio do terceiro terco do estilete com
deposicdo de calose na ponta do tubo polinico (Figura 5.2 C), o que confirma a incongruéncia
observada.

Em 299 flores polinizadas em sete combinagcGes entre as variedades do género
Ananas, observou-se 100% de sucesso, com uma média de 5,11 sementes/ flor em An.
comosus var. erectifolius com An. comosus var. bracteatus e 18,63 sementes/ flor na
combinacdo reciproca. Todas as sementes geradas nas hibridacdes envolvendo o género
Ananas foram semeadas e a taxa de germinagao foi acima de 93%. As plantulas geradas
estdo sendo cultivadas em casa de vegetacdo, observando-se a segregacdo de cor e presenca
de espinhos nas progénies produzidas (Figura 5.2 1).

Entre as variedades botanicas do género Ananas, o An. comosus var. erectifolius é a
fonte de genes relacionados a auséncia de espinhos, o que explica o uso desta variedade na
maioria dos cruzamentos envolvendo abacaxi ornamental. Diversos hibridos envolvendo
este género foram descritos por Souza et al. (2009a) e Souza (2010), que citam uma alta
segregacdo desta caracteristica, além de observar segregacdes na coloracdo de folhas e
habito de crescimento. Essas caracteristicas foram observadas também em progénies
obtidas nas diversas hibridacoes.

Foram realizadas 275 polinizacdes reciprocas envolvendo o parental Ananas sp. com

as duas espécies do mesmo género e algumas intergenéricas. Houve a formacdo de apenas
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guatro sementes a partir de todos os cruzamentos realizados, sendo duas em An. comosus
var. ananassoides e duas em An. comosus var. bracteatus. Vale destacar que as sementes
geradas apresentaram tamanhos reduzidos, invidveis e com aspecto murcho. Aos 120 dias
de cultivo nao foram verificadas sinais de germinagao.

A infertilidade observada em Ananas sp. pode estar relacionada a baixa porcentagem
de grdos de pdlen vidveis conforme descrito por Souza et al. (2011). Esses resultados
evidenciam que este gendtipo pode ser um hibrido natural ou uma espécie ainda ndo
descrita.

Vervaeke et al. (2004), caracterizando hibridos de Vriesea, Guzmania e Tillandsia,
observaram que os graos de pdlen eram completamente estéreis, apresentando morfologia
colapsada e as polinizagGes realizadas utilizando esses hibridos como progenitor feminino
ndo geraram sementes. Na grande maioria, os hibridos sdo estéreis ou apresentam algum
nivel de esterilidade, pois os cromossomos homdlogos ndo se pareiam o que impede a
correta divisdo meidtica (APARICIO; ALBALADEJO, 2003; LARROSA et al., 2012).

Entre as hibrida¢Oes intergenéricas, apenas cinco polinizagdes apresentaram sucesso
em duas combinacdes: V. michaelii x Al. nahoumii e V. simplex x Al. nahoumii, com 33,3% e
42,8% de sucesso, produzindo uma média de 168 sementes e 418 sementes,
respectivamente. Essas duas combina¢bes apresentaram incongruéncia unilateral, o que
pode ter sido devido a diversos fatores, destacando, dentre eles, a diferenca entre o
comprimento do estilete dos dois progenitores, que pode ocasionar barreira no estilete. Em
Al. nahoumii o comprimento do estilete é de 89,99 + 0,71 mm e nas duas espécies de
Vriesea, uma média de 20,56 + 0,15 mm na V. michaelii e 31,90 £ 0,38 mm na V. simplex
(Capitulo 2). Com a metodologia de azul de anilina, foi possivel observar que em Al
nahoumii ocorreu uma paralisacao do crescimento dos tubos polinicos no inicio do segundo
terco do estilete (comprimento correspondente das espécies de Vriesea) o que pode
comprovar a presenca desta barreira estilar. Esses resultados estdo de acordo com Parton et
al. (2001) e Vervaeke et al. (2001) que relataram barreiras no estilete devido a diferenca no
comprimento entre espécies de Aechmea (estiletes curtos), Vriesea e Guzmania (estiletes
compridos). Esse tipo de barreira é classificada como pré-zigética de isolamento mecanico.

As duas combinacdes intergenéricas obtidas podem ser justificadas, pois os géneros
apresentam parentesco em comum. O género Alcantarea pertencia a um subgénero de

Vriesea, sendo que a partir de estudos moleculares e filogenéticos emergiu como um clado
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dentro de Vriesea, desde que o género Vriesea é parafilético e Alcantarea é monofilético
(VERSIEUX et al., 2012).

Foi possivel observar diferentes anormalidades no tubo polinico entre as hibridacdes
intergenéricas, como a deposicdo reticulada de calose no tubo polinico; enovelamento dos
tubos polinicos no estilete; paralisacdo de crescimento em uma determinada regido do
estilete (Figura 5.2 D-E); além da baixa germinacdao de graos de pdlen em hibridagdes
envolvendo parentais de Aechmea com Vriesea (Figura 5.2 F). Parton et al. (2001) relataram
que em hibridagGes intergenéricas os tubos polinicos apresentam mais anormalidades do
que em hibridagGes interespecificas. Essa observacdo ndo foi confirmada neste trabalho,
pois as mesmas anormalidades presentes em ensaios de autoincompatibilidade e
hibridacdes interespecificas foram encontradas nas hibridacdes intergenéricas.

Hibridacdes intergenéricas sdo relatadas na literatura envolvendo géneros muito
proximos dentro de um clado de distribuicdo desta familia, como no caso de Guzmania,
Tillandsia e Vriesea (Tillandsioideae) (SMITH; DOWNS, 1974; VERVAEKE et al., 2004) e entre
Aechmea, Neoregelia, Nidularium, Quesnelia (Bromelioideae) (SMITH; DOWNS, 1974). Nao
ha registro de hibridagdes entre subfamilias, nem mesmo utilizando as técnicas para superar
as barreiras reprodutivas.

Vervaeke et al. (2001; 2002) trabalhando com diferentes espécies de bromélias
observaram barreiras pré e pods-zigdticas como algumas anomalias no estilete,
principalmente na regidao basal: comprimento desigual do estilete e tubo polinico;
morfologia e tamanho dos graos de pdlen; ndo germinacgao do grao de pdlen sobre o estigma
devido a hidratagdo insuficiente ou descontrolada, assim como a falta de nutrientes
(principalmente calcio e boro); auséncia de fatores quimiotrdpicos na regido da micrdpila;
degeneracdao imatura do embrido e endosperma, além de outros fatores referentes a
polinizacdo, como horario de maior receptividade do estigma e polinizadores.

As sementes geradas nas hibrida¢des germinaram de forma satisfatdria, e aos 45
dias, as plantulas foram transferidas para frascos contendo meio de cultura MS
permanecendo até atingir um tamanho ideal (Figura 5.2 G) para posterior transplantio em
substrato (Firura 2 J). A caracterizacdo das progénies serd necessdria para a identificacdo de

hibridos superiores e compreensdao dos mecanismos de segregacao.
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8.4. Conclusoes

Mais de 50% das espécies estudadas apresentaram autoincompatibilidade; entre as
espécies autocompativeis, Ae. bromeliifolia, Ae. distichantha e An. macrodontes
apresentaram autogamia; agamospermia foi observada em apenas duas espécies, Ae.
bromeliifolia e Ae. distichantha.

O sucesso nas hibridagdes corresponde a 33,74%, sendo que 24,96% envolveram as
variedades botanicas do género Ananas; entre as hibridacbes intergenéricas, apenas duas
combinagdes foram obtidas com sucesso: V. michaelii x Al. nahoumiie V. simplex x Al.
nahoumii.

As possiveis causas da autoincompatibilidade e incongruéncia nos cruzamentos estao
relacionadas a diferentes eventos no tubo polinico, como: deposicao reticulada de calose no
tubo polinico; enovelamento dos tubos polinicos no estilete; paralisagdo do crescimento do
tubo polinico no estilete, entre outros.

Dentre as espécies estudadas foram observados diferentes sistemas reprodutivos
como autogamia, alogamia e agamospermia. Esses dados sdo fundamentais na orientacao
de hibrida¢des de interesse. Hibridacdes interespecificas e intergenéricas foram obtidas,
deixando evidente a possibilidade de geracao de novos hibridos, que entretanto, necessitam
de outras avaliacdes morfolégicas, citogenéticas, moleculares e de mercado para comprovar

o potencial ornamental dos mesmos.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

A presente tese buscou estudar aspectos da biologia floral e reprodutiva, assim como
desenvolver estudos do comportamento de graos de pdlen e sua conservacao com acdes
voltadas a hibridagdo interespecifica e intergenérica em Bromeliaceae com potencial
ornamental. Adicionalmente trouxe informacdes acerca de compostos volateis em flores,
suas potencialidades e possiveis interagdes com polinizadores.

Os estudos referentes a morfologia dos graos de pdlen e do estigma ofereceram uma
caracterizacdo detalhada das espécies que podem ser importantes para a taxonomia,
auxiliando na melhor definicdo da delimitacdo genérica e de espécies muito semelhantes.
Por outro lado, e em adicdo aos estudos de morfologia, os conhecimentos sobre a
viabilidade e longevidade dos grdaos de pdlen foram cruciais para subsidiar os trabalhos de
conservagdo, que por sua vez poderdao nortear melhor o melhoramento genético das
espécies. Ja os estudos referentes a receptividade do estigma complementam essa gama de
informagdes que possibilitam maior eficiéncia nas hibridagdes pretendidas.

O protocolo de conservacao de pdlen desenvolvido neste trabalho possibilitara a
realizacdo de hibrida¢cdes com materiais de florescimento assincrénico, permitindo a geracao
de novos materiais para inova¢des no segmento de flores, que ndo poderiam ser gerados
sem essa ferramenta auxiliar. Adicionalmente, permite a formacdo de um banco de pdlen de
espécies silvestres e cultivadas que pode ter aplica¢es variadas.

Os compostos volateis desempenham papel vital no ciclo de vida das plantas,
principalmente na polinizagdo. Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram
uma grande variabilidade no perfil de odor das flores de Bromeliaceae permitindo realizar
algumas inferéncias e correlagdes com a taxonomia e a sindrome de polinizadores. O
trabalho realizado trouxe uma contribuicdo para o entendimento do potencial que estas
plantas possuem tanto na industria como na sintese de produtos naturais, além de sinalizar
estudos futuros de processos ecoldgicos envolvendo a interacdo planta-animal.

Finalmente, foram realizados estudos visando o conhecimento do sistema reprodutivo de
plantas a fim de se definir os métodos a serem utilizados para o melhoramento de
determinada espécie. Dentre as espécies estudadas foram observados diferentes sistemas

reprodutivos como autogamia, alogamia e agamospermia. Esses dados sdo fundamentais na
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orientacdo de hibridacdes de interesse. Hibridac¢des interespecificas e intergenéricas foram
obtidas, deixando evidente a possibilidade de gera¢cdao de novos hibridos, que entretanto,
necessitam de outras avaliacdes morfoldgicas, citogenéticas, moleculares e de mercado para

comprovar o potencial ornamental dos mesmos.



