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RESUMO
Bromeliaceae € caracterizada como um grupo altamente diversificado de plantas

monocotiledoneas com distribuicdo essencialmente neotropical. A Floresta Atlantica,
considerada um dos hotspots mundiais de biodiversidade, representa um dos principais
centros de diversidade da familia, além de elevada riqueza de espécies e endemismo. No
dominio Atlantico, muitas espécies de bromélias apresentam distribuic@o restrita e exibem
alta especificidade de habitats, como € o caso das espécies foco do presente estudo.
Neoregelia ibitipocensis (Leme) Leme € uma bromélia rara e endémica, com populagdes
restritas as florestas nebulares da Serra da Mantiqueira; Nidularium ferdinandocoburgii
Wawra ocorre principalmente no interior de florestas entre 1.000 e 1.600 m de altitude, foi
registrada na Serra do Ibitipoca, Serra de Araras e Serra Negra; Nidularium marigoi Leme
ocorre principalmente entre 1.300 a 2.700 m de altitude, € tipica da Serra da Mantiqueira nos
estados do sudeste do Brasil, a espécie ¢ classificada como “Quase Ameacada” no Livro
Vermelho da Flora Brasileira e Vriesea penduliflora L.B.Sm., ¢ endémica da Serra da
Mantiqueira nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, avaliada como “Em Perigo” pelo
Livro Vermelho da Flora Brasileira. Este estudo foi realizado no Parque Estadual do Ibitipoca
(PEIB), o qual integra o Complexo da Serra da Mantiqueira, regido considerada de extrema
importancia para a conservagao da biodiversidade. Para caracterizar a biologia reprodutiva de
N. ibitipocensis, N. ferdinandocoburgii, N. marigoi e V. penduliflora, e partindo do
pressuposto de que a compreensdo da biologia reprodutiva € essencial para preservar e
conservar as espécies vegetais, esta tese é apresentada em dois capitulos. No primeiro capitulo
sdo apresentados os resultados referentes a biologia reprodutiva de populacdes simpatricas de
N. ferdinandocoburgii e N. marigoi. Sao fornecidos dados sobre a fenologia da floracdo e
frutificacdo, biologia floral, ecologia da polinizacdo, sistemas de reproducdo, hibridizacao
natural e sucesso reprodutivo dessas espécies. Nidularium ferdinandocoburgii e N. marigoi
apresentam flores inodoras, com corolas tubulares e duracdo de dois dias. O pico de floracdo
de N. ferdinandocoburgii ocorreu em dezembro, o néctar apresentou em média 11,52 mg de
acucares e Colibri serrirostris (Vieillot, 1816) foi observado como polinizador da espécie. A
frutificacdo natural foi de 86,3%; a espécie € autoincompativel e apresenta breve hercogamia.
Apenas uma populagdo de N. marigoi, composta por oito individuos, foi localizada na area de
estudo, destes apenas um floresceu. O néctar apresentou em média 6,97 mg de agicares, a
espécie € autoincompativel e apresenta hercogamia pronunciada. Os cruzamentos
heteroespecificos resultaram na producdo de frutos férteis somente quando N. marigoi atuou

como receptora de pdlen, originando plantas vigorosas. O segundo capitulo teve como
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objetivo caracterizar o sistema reprodutivo, a fenologia e a ecologia da polinizacdo de V.
penduliflora, uma espécie ameacada de extin¢do. Para tanto, foi avaliada a fertilidade e a
viabilidade de seus individuos por meio dos seguintes parametros: produgdo de flores, frutos e
formacdo de sementes. Vriesea penduliflora floresce na estacdo chuvosa, com pico de
floracdo em janeiro; suas flores apresentam antese diurna e permanecem abertas por cerca de
11 horas. O néctar foi produzido continuamente ao longo da antese e apresentou, em média,
27,79 mg de actcares. O beija-flor C. serrirostris foi considerado seu principal polinizador,
mas Apis mellifera (Linnaeus, 1758) também foi observada polinizando suas flores. Vriesea
penduliflora é autocompativel, entretanto, ndo produz frutos sob autopoliniza¢do espontanea,
sendo, portanto, dependente do servico do polinizador. A florivoria causada por formigas do
género Camponotus pode estar associada ao baixo sucesso reprodutivo apresentado pela
espécie em condi¢des naturais. Esta tese também resultou em um artigo j4 publicado, que teve
como objetivo avaliar aspectos do sucesso reprodutivo de N. ibitipocensis e investigar a
magnitude dos danos causados pela intensa herbivoria de frutos e sementes causada por larvas
de Tipulidae (Diptera) em seu habitat natural. A herbivoria afetou 100% das infrutescéncias
analisadas no primeiro ano do estudo. O sistema reprodutivo da espécie foi caracterizado, bem
como a fertilidade e a viabilidade de suas populacdes naturais. Neoregelia ibitipocensis €
parcialmente autoincompativel, com potencial para autofecundacdo e cruzamentos. Foi
observada a produc¢do de frutos partenocédrpicos nos experimentos de poliniza¢dao controlada e
sob condicdes naturais. A partenocarpia parece representar uma estratégia para aumentar o
sucesso reprodutivo de N. ibitipocensis, mitigando os efeitos causados pela predacdo em seu
habitat natural. Além disso, desenvolvemos um protocolo eficiente para introducdo e
multiplicacdo in vitro de N. ibitipocensis, cujos resultados fornecem recomendacdes para o
desenvolvimento de estratégias para a conservacdo in situ € ex situ desta espécie. Os
resultados gerados nesta tese ampliam o conhecimento sobre os mecanismos reprodutivos em
Bromeliaceae e contribuem para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo para

populacdes de espécies endémicas e ameacgadas da Floresta Atlantica.

Palavras-chave: Complexo nidularioide. Conservacdo. Herbivoria. Polinizacdo. Serra da

Mantiqueira. Sistemas reprodutivos.
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ABSTRACT

Bromeliaceae is characterized as a highly diversified group of monocotyledon plants with an
essentially neotropical distribution. The Atlantic Forest, considered one of the world's
biodiversity hotspots, represents one of the family's main centers of diversity, in addition to
high species richness and endemism. In the Atlantic domain, many species of bromeliads also
have a restricted distribution and exhibit high habitat specificity, as is the case of the species
that are the focus of this study. Neoregelia ibitipocensis (Leme) Leme is a rare and endemic
bromeliad, with populations restricted to the forests of Serra da Mantiqueira; Nidularium
ferdinandocoburgii Wawra occurs mainly in the interior of forests between 1,000 and 1,600
m of altitude, it was recorded in Serra do Ibitipoca, Serra de Araras and Serra Negra; N.
marigoi Leme occurs mainly between 1,300 to 2,700 m altitude, is typical of Serra da
Mantiqueira in the southeastern states of Brazil, the species is classified as “Near Threatened”
in the Red Book of Brazilian Flora and Vriesea penduliflora LBSm., is endemic to the Serra
da Mantiqueira in the states of Minas Gerais and Rio de Janeiro, evaluated as “In Danger” by
the Red Book of Brazilian Flora. This study was carried out in the Parque Estadual do
Ibitipoca (PEIB), which integrates the Serra da Mantiqueira Complex, a region considered of
extreme importance for the conservation of biodiversity. To characterize the reproductive
biology of N. ibitipocensis, N. ferdinandocoburgii, N. marigoi and V. penduliflora, and
assuming that the understanding of reproductive biology is essential to preserve and conserve
plant species, this thesis is presented in two chapters. In the first chapter is presented with the
results referring to reproductive biology of sympatric populations of N. ferdinandocoburgii
and N. marigoi. Data are provided on flowering and fruiting phenology, floral biology,
pollination ecology, breeding systems, natural hybridization and reproductive success of these
species. Nidularium ferdinandocoburgii and N. marigoi have odorless flowers, with tubular
corollas and duration of two days. The flowering peak of N. ferdinandocoburgii occurred in
December, the nectar presented an average of 11.52 mg of sugars and Colibri serrirostris was
observed as a pollinator of the species. The natural fruiting was 86.3%, the species is self-
incompatible and presents a brief hercogamy. Only one population of N. marigoi composed of
eight individuals was located in the study area, of which only one flowered. The nectar had an
average of 6.97 mg of sugars, the species is self-incompatible and has pronounced
hercogamy. The heterospecific crosses resulted in the production of fertile fruits only when N.
marigoi acted as a pollen recipient species, originating vigorous plants. The second chapter

aimed to characterize the reproductive system, phenology and pollination ecology of V.
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penduliflora, an endangered species. Therefore, the fertility and viability of its individuals
evaluated through the following parameters: production of flowers, fruits and seed formation.
Vriesea penduliflora blooms in the rainy season, with flowering peak in January, its flowers
present diurnal anthesis and remain open for about 11 hours. The nectar was produced
continuously throughout the anthesis and presented an average of 27.79 mg of sugars. The
hummingbird C. serrirostris was considered its main pollinator, but Apis mellifera was also
observed pollinating its flowers. Vriesea pendulifiora is self-compatible, however, it does not
produce fruits under spontaneous self-pollination, being, therefore, dependent on the service
of the pollinator. The florivory caused by ants of the Camponotus genus may be associated
with the low reproductive success presented by the species under natural conditions. This
thesis also resulted in a published article, which aimed to evaluate aspects of the reproductive
success of N. ibitipocensis and investigate the magnitude of the damage caused by the intense
herbivory of fruits and seeds caused by Tipulidae larvae (Diptera) in their natural habitat, the
herbivory affected 100% of infructescence analyzed in the first year of the study. The
reproductive system of the species was characterized, as well as the fertility and viability of
its natural populations. Neoregelia ibitipocensis is partially self-incompatible, with potential
for self-fertilization and crossbreeding. Parthenocarpic fruit production was observed in
controlled pollination experiments and under natural conditions. Parthenocarpy seems to
represent a strategy to increase the reproductive success of N. ibitipocensis, mitigating the
effects caused by predation in its natural habitat. In addition, we developed an efficient
protocol for the introduction and in vitro multiplication of N. ibitipocensis, whose results
provide recommendations for the development of strategies for the in situ and ex situ
conservation of this species. The results generated in this thesis expand the knowledge about
reproductive mechanisms in Bromeliaceae and contribute to the development of conservation

strategies for populations of endemic and threatened species in the Atlantic Forest.

Keywords: Conservation. Herbivory. Nidularioid complex. Pollination. Reproductive

systems. Serra da Mantiqueira.
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RESUMO (DIVULGACAO CIENTIFICA)

As bromélias representam um grupo de plantas que se destacam pela exuberancia e relevancia
na Floresta Atlantica. Caracterizam-se como verdadeiras ampliadoras da biodiversidade local,
sdo fontes de pdlen, néctar, frutos, dgua, abrigo ou criadouro para uma variedade de animais,
que podem ser parcial ou totalmente dependentes das bromélias para sua sobrevivéncia. A
Floresta Atlantica é o bioma brasileiro com maior numero e diversidade de Bromeliaceae,
muitas espécies sdo endémicas, ou seja, ocorrem somente neste local, apresentam distribui¢ao
restrita a ambientes especificos e estio ameacgadas de extingdo. Este bioma é considerado
prioritdrio em termos de conservacdo devido a constante destruicio que historicamente esta
sujeito e se destaca como uma das florestas tropicais mais importantes do mundo. No entanto,
restam apenas 12,4% de suas florestas originais. O conhecimento sobre a biologia reprodutiva
€ essencial para a preservagdo e conservacdo de espécies vegetais. Neste sentido, o principal
objetivo deste estudo foi analisar a biologia da reproducdo das seguintes bromélias:
Neoregelia ibitipocensis, Nidularium ferdinandocoburgii, N. marigoi e Vriesea penduliflora
no Parque Estadual do Ibitipoca, localizado no sudeste do Brasil. Esta Unidade de
Conservacgdo integra a Serra da Mantiqueira, regido considerada de extrema importancia para
a conservacdo da biodiversidade mundial. No primeiro capitulo desta tese, estudamos a
biologia reprodutiva de Nidularium ferdinandocoburgii e N. marigoi, além de investigar a
compatibilidade reprodutiva entre essas espécies, a fim de determinar se elas sdo capazes de
se reproduzir entre si e gerar novas plantas. Nidularium ferdinandocoburgii e N. marigoi
apresentam flores tubulares e inodoras com duracdo de dois dias. O beija-flor Colibri
serrirostris foi observado como polinizador de N. ferdinandocoburgii. Ambas as espécies sao
autoincompativeis, isto €, ndo formam sementes a partir de cruzamentos que utilizam o pdlen
proveniente da propria flor ou de flores da mesma planta, ou seja, elas dependem da presenca
de polinizadores para a sua reproducio, pois estes sdo capazes de promover a transferéncia de
polen entre plantas distintas. Os cruzamentos entre N. ferdinandocoburgii e N. marigoi
resultaram na producdo de sementes somente quando N. marigoi recebeu pdlen de N.
ferdinandocoburgii, originando plantas vigorosas. No segundo capitulo, investigamos a
biologia reprodutiva e os polinizadores de V. penduliflora, uma espécie ameagada de extingdo.
Vriesea penduliflora floresce na estagdo chuvosa, com pico de floracdo em janeiro, suas flores
permanecem abertas por cerca de 11 horas, periodo em que o néctar é produzido
continuamente. O beija-flor C. serrirostris foi considerado seu principal polinizador, mas a

abelha Apis mellifera também foi observada polinizando suas flores. Vriesea penduliflora é
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autocompativel, mas ndo se reproduz espontaneamente, sendo, portanto, dependente dos
servicos dos polinizadores. Observamos a presenca de formigas que consumiam as pétalas e
os botdes florais de V. penduliflora, este fato pode estar relacionado ao baixo sucesso
reprodutivo apresentado pela espécie em condicdes naturais. Nossos estudos também
resultaram na publicacdo de um artigo, onde investigamos aspectos do sucesso reprodutivo de
N. ibitipocensis. Observamos a ocorréncia de intensa predacao de frutos e sementes por larvas
de mosquitos, a predacdo afetou 100% das infrutescéncias analisadas no primeiro ano do
estudo, reduzindo a fertilidade e a viabilidade da espécie em seu ambiente natural. Diante
disso, desenvolvemos um protocolo de estabelecimento in vitro para a espécie, o qual
possibilitou sua multiplicagdo e conservacdo in vitro. Registramos a producdo de frutos
partenocarpicos por N. ibitipocensis, ou seja, frutos desprovidos de sementes, os quais
parecem representar uma forma da espécie aumentar seu sucesso reprodutivo, pois enquanto
os predadores consomem os frutos partenocérpicos deixam de consumir aqueles que possuem
sementes, amenizando os efeitos causados pela intensa predacdo. Os resultados gerados neste
estudo fornecem dados de grande relevancia para o desenvolvimento de iniciativas de
conservagdo para espécies de Bromeliaceae endémicas e ameagadas de extin¢gdo da Floresta
Atlantica. Sugerimos que os esforcos de conservacdo sejam concentrados principalmente na
preservacdo das florestas e consequentemente dos polinizadores. No Brasil, sobretudo nos
ultimos anos, diante do atual governo onde recordes de desmatamento sdo celebrados em um
cendrio proposital de total descaso para com a preservacdo do meio ambiente e da vida, se faz
urgente a sensibilizacdo e a conscientiza¢do da sociedade geral para que esta se aproprie dos
seus direitos, enquanto cidaddos e exijam de seus governantes nas diferentes esferas do poder
que a preservacdo do meio ambiente seja pauta de politicas de governos que resultem
efetivamente na implementagdo de politicas publicas que promovam de fato, a conservacao da
natureza, pois, somente quando a sociedade compreender que a humanidade e a natureza estdao
intimamente conectadas, seremos capazes de transformar a atual realidade. Haja vista que, a
Constituicdo Federal de 1988, em seu artigo 225 assegura que: “Todos tém direito ao meio
ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do povo e essencial a sadia
qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e
preserva-lo para as presentes e futuras geracdes.”, sendo este um direito fundamental
garantido aos cidadaos, basta, portanto, que dele nos apropriemos e 0 exercamos em sua

plenitude.


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/constituicao/ConstituicaoCompilado.htm
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1. INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica € um dos mais importantes e vulnerdveis hotspots mundiais de
biodiversidade (MYERS et al., 2000). O bioma é considerado prioritirio em termos de
conservagdo devido a grande fragmentagdo a que estd sujeito, a qual ameaca sua
megadiversidade, destaca-se que esta € uma das florestas tropicais mais importantes do
mundo (MARTINELLI et al., 2008). No entanto, as dreas remanescentes correspondem a
apenas 12,4% de sua cobertura vegetal original (SOS MATA ATLANTICA & INPE, 2019).
O grau de ameaca a conservagdo desse bioma € alarmante, sobretudo, pelos elevados niveis de
diversidade e endemismo em seus dominios (MYERS, 2000; RIBEIRO et al., 2011).

A familia Bromeliaceae Juss. apresenta elevada riqueza, diversidade e endemismo nos
dominios da Floresta Atlantica onde possui o mais alto nimero de espécies ameacadas, fato
que a coloca como prioridade em programas de conservacdo da biodiversidade
(MARTINELLI et al, 2008; PILATTI et al, 2011). A familia € predominantemente
neotropical, seus representantes apresentam héabitos variados e exibem muitas formas de vida,
desde ervas terricolas, rupicolas, epifitas ou redfitas. Suas espécies sdo adaptadas aos mais
variados ambientes e ocorrem desde o nivel do mar até os elevados altiplanos da Cordilheira
dos Andes (BENZING, 2000; FORZZA et al., 2013). Essas caracteristicas conferem a familia
um elevado potencial para radiacido adaptativa (LUTHER, 2012). Ao longo de sua evolucao,
Bromeliaceae desenvolveu uma notdvel capacidade adaptativa, no entanto, grande parte das
espécies apresentam distribui¢@o restrita, com populacdes reduzidas e uma alta especificidade
de habitats (FORZZA et al., 2013).

As bromélias correm sério risco de desaparecer devido a superexploragdo e a continua
destruicdo da Floresta Atlantica, somadas ao crescente interesse comercial por espécies com
potencial ornamental, portanto, é necessario o desenvolvimento de politicas que promovam a
conservagdo dessas espécies (ZANELLA et al., 2012). A principal ameaga para a maior parte
das espécies nativas em regides tropicais € a fragmentacdo do habitat devido a exploragdo
madeireira e ao desenvolvimento urbano (PAGGI et al., 2012). A coleta predatdria e a perda
de habitats devido a acdo antrépica, também contribuem para o aumento do nimero de
plantas vulneraveis, ameacadas de extin¢do ou mesmo em extingdo (BERED et al., 2008).

No Brasil, a familia Bromeliaceae apresenta o maior nimero de espécies consideradas
“Criticamente em perigo” (CR), sendo esta a categoria de maior risco de extingdo, além disso,

Bromeliaceae € a segunda familia com maior nimero absoluto de espécies ameacadas de

extingdo no pais (MARTINELLI & MORAES, 2013). O Brasil € o pais com maior riqueza
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especifica para a familia Bromeliaceae, totalizando 1379 espécies e 56 géneros, sendo a
Floresta Atlantica e o Cerrado, principalmente nos campos rupestres, 0s dominios
fitogeograficos brasileiros com maior nimero de tdxons (FLORA DO BRASIL, 2020).

Por serem amplamente distribuidas e frequentes em habitats neotropicais, as bromélias
atuam como um importante elemento ecoldégico em muitas comunidades, contribuindo para a
complexidade estrutural do meio ambiente, que se reflete diretamente na riqueza e diversidade
da fauna e flora associadas (BENZING, 2000). As bromélias atuam como espécies-chave para
a manutencdo da biodiversidade e da complexidade estrutural de diversos ambientes,
especialmente as chamadas ‘“bromélias-tanque” (BENZING, 2000). Os tanques sao
preenchidos com dgua da chuva e sdo microhabitats efémeros cuja duracdo € determinada por
alteracdoes na morfologia das plantas e em seu tempo de vida (WAMBOLD, 2011). Além
disso, as bromélias caracterizam-se como verdadeiras ampliadoras da biodiversidade local e
atraem uma variedade de polinizadores no periodo de floracdo (ROCHA et al., 2004).

Bromeliaceae destaca-se pela ocorréncia de diversas sindromes de polinizacdo
(MARTINELLI, 1994; SAZIMA et al., 1995; WENDT et al., 2002; MARQUES et al., 2015;
MAGALHAES et al., 2018; LENZI & PAGGI, 2020), mas caracteriza-se como uma das
poucas familias em que a polinizacdo por vertebrados predomina sobre a entomofilia
(SAZIMA et al, 1989; MARTINELLI, 1994; SAZIMA et al., 2000). A ornitofilia é o
principal sistema de polinizacdo em Bromeliaceae e os beija-flores sdo os seus principais
polinizadores (BENZING, 2000; NARA & WEBBER, 2002; CANELA & SAZIMA, 2003;
VOSGUERITCHIAN & BUZATO, 2006; ROCCA & SAZIMA, 2013; SCROK &
VARASSIN, 2011; GIVNISH et al., 2014, MAGALHAES et al., 2018). As bromélias
representam cerca de 30 a 45% dos recursos alimentares, principalmente néctar, usados por
beija-flores em dreas da Mata Atlantica (SAZIMA, BUZATO, & SAZIMA, 1996; BUZATO,
SAZIMA & SAZIMA, 2000; VIZENTIN-BUGONI, MARUYAMA, & SAZIMA, 2014).

Os representantes da familia Trochilidae sdo considerados os polinizadores mais
importantes para a familia Bromeliaeae, sugere-se que a diversificacdo desses dois grupos
teria se processado paralelamente (SICK et al, 1984). Segundo Stiles (1981), a atracdo
primdria das flores ornitéfilas seria a cor, pois os beija-flores tém tipicamente, maior
sensibilidade e discriminacdo de cores que apresentam comprimentos de ondas mais longos,
sobretudo no espectro do vermelho. As bromélias ornitéfilas geralmente se caracterizam por
apresentar brécteas florais com tonalidade vermelha, flores amarelas, alta producdo de néctar
com concentracdo de acucares mediana e antese diurna (SAZIMA et al., 1996; SAZIMA et

al., 2000). Como ja destacado anteriormente, a ornitofilia é predominante em Bromeliaceae,
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mas a melitofilia (WENDT et al., 2001; 2002; ARAUJO et al., 2004; MAGALHAES et al.,
2018; FREITAS et al., 2020; LENZI & PAGG]I, 2020), a psicofilia (VARASSIN & SAZIMA,
2000; LENZI et al., 2006) e a quiropterofilia (SAZIMA et al., 1995; MARQUES et al., 2015)
também ocorrem na familia. Além disso, a ocorréncia de sistemas de polinizagdo mista esta
bem documentada em Bromeliaceae (CANELA & SAZIMA, 2005; KAMKE et al., 2011;
SCHMID et al., 2011; ZANELLA et al., 2012; MAGALHARES et al., 2018; GODOY et al.,
2018; LENZI & PAGGTI, 2020).

Como as plantas sdo sésseis, a transferéncia do pdlen depende de vetores externos
imprevisiveis tais como insetos, passaros, mamiferos ou vento (MATALLANA et al., 2016).
As bromélias contribuem significativamente para a manutencdo da diversidade bioldgica,
sendo o equilibrio interativo entre as espécies um dos componentes mais marcantes das
florestas tropicais (BENZING, 2000). A interacdo entre plantas e polinizadores é considerada
uma relacdo mutualistica, ou seja, uma relacdo de exploracdo reciproca que resulta em
beneficios para ambas as espécies (RECH & BRITO, 2012). As interacdes entre as flores e
seus polinizadores sdo tidas como processos coevolutivos onde as caracteristicas florais
influenciam as estratégias de forrageamento dos animais e estes podem direcionar as
estratégias reprodutivas das plantas (FAEGRI & VAN DER PIJL, 1979).

A familia Bromeliaceae exibe grande variedade de sistemas reprodutivos,
caracteristicas florais e sistemas de polinizacdo (BENZING, 2000; GIVNISH et al., 2011),
tanto autogamia quanto autoincompatibilidade foram registradas para a familia
(MATALLANA et al.,, 2010; WOLOWSKI et al., 2013). A autocompatibilidade tem sido
relatada amplamente entre os representantes de Bromeliaceae (SIQUEIRA-FILHO &
MACHADO, 2001; WENDT et al.,, 2002; LENZI et al., 2006; PAGGI et al., 2007;
ROGALSKI et al., 2009; ROCCA & SAZIMA, 2013; RIOS & CASCANTE-MARIN, 2017;
CAVALCANTE et al., 2019), assim como a ocorréncia de autoincompatibilidade (CANELA
& SAZIMA, 2005; VOSGUERITCHIAN & BUZATO, 2006; RAMIREZ-MORILLO et al.,
2009; SCHMID et al., 2010; KAMKE et al., 2011; BUTTOW, 2012; ZANELLA et al., 2012;
PAGGI et al., 2012; WOLOWSKI et al., 2013; GODOY et al., 2018; GOETZE et al., 2018;
BUTTOW et al., 2020; FREITAS et al., 2020; LENZI & PAGGI, 2020). Os sistemas de
reproducdo mista também foram registrados para varias espécies de Bromeliaceae (LASSO &
ACKERMAN, 2004; LENZI et al., 2006; HMELJEVSKI et al., 2007; ROGALSKI et al,
2009; PAGGI er al., 2015; RIOS & CASCANTE-MARIN, 2017; LENZI & PAGGI, 2020;
RAMIREZ-ROSAS et al., 2020).
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Segundo Matallana er al. (2010), a autopolinizacdo e a autocompatibilidade em
Bromeliaceae evoluiram como mecanismos para evitar o fluxo de pdélen interespecifico entre
espécies congéneres em ecossistemas altamente diversos. Da mesma forma, Petit et al. (1997)
acreditam que a autocompatibilidade aumentada possa facilitar a coexisténcia entre as
espécies e, possivelmente, reduzir o fluxo génico heteroespecifico. A autocompatibilidade
pode também ser resultado de eventos de dispersdo e fragmentag¢do, 0 que comumente ocorre
em plantas raras que exigem habitats especificos (WENDT et al., 2002). A autofecundagdo
pode ainda ser entendida como um mecanismo que propicia a garantia reprodutiva e que atua
reduzindo o fluxo de pdlen interespecifico entre plantas taxonomicamente ndo relacionadas
(RIOS & CASCANTE-MARIN, 2017).

As espécies autoincompativeis sdo dependentes de polinizadores (ENDRESS, 1994).
A autoincompatibilidade tem sido descrita como um importante mecanismo de reproducdo
para prevenir a depressdo por endogamia e promover a heterozigosidade ou diversidade
genética, permitindo a sobrevivéncia ou adaptacdo de uma espécie ao longo do tempo
(CHARLESWORTH, 2006). Embora as espécies autoincompativeis em Bromeliaceae tenham
uma rejeicdo mais forte ao autopdlen antes da fertilizacdo, a maioria dessas espécies também
tem uma maior capacidade de hibridizacdo em comparacdo com bromélias autocompativeis
(MATALLANA et al., 2016; SOUZA et al., 2017). A polinizacdo cruzada é importante para a
manutencdo das espécies, pois promove o fluxo génico entre os individuos, aumentando a
variabilidade genética (VOSGUERITCHIAN & BUZATO, 2006).

Em Bromeliaceae ocorre comumente a combinacao entre dois modos de reprodugdo: a
producdo de sementes que envolve a fusdo de gametas e a propagacao clonal (BENZING,
2000). A curto e longo prazo, a combinagdo de sistemas de reproducdo sexuada e assexuada é
considerada vantajosa, principalmente em relacio ao estabelecimento e sobrevivéncia em
ambientes hostis (KARASAWA, 2009; ZANELLA et al., 2011). Segundo Rogalsky et al.
(2009) a propagacdo clonal mantém a diversidade genética existente, uma vez que reduz os
riscos de mortalidade dos genetos, diluindo o risco entre os rametos, o que pode minimizar os
efeitos da autocompatibilidade e da deriva genética ao longo das geragdes.

As bromélias tém sido extensivamente estudadas em relacdo a muitos aspectos de sua
biologia reprodutiva, tais como: sistemas de reproducao, biologia floral, fenologia da floragao,
ecologia da polinizacdo e sucesso reprodutivo (WENDT et al., 2002; MACHADO & SEMIR,
2006; MATALLANA et al., 2010; PAGGI et al, 2012; MARQUES et al, 2015;
MAGALHAES et al., 2018; BUTTOW et al., 2020; LENZI & PAGGI, 2020; VELASQUEZ-

NORIEGA et al.,, 2020). No entanto, ainda hd uma grande lacuna de conhecimento a ser
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preenchida, sobretudo, considerando-se o grande niimero e a diversidade de representantes da
familia, a qual desenvolveu uma grande diversidade de histérias de vida, estruturas
vegetativas e florais, bem como estratégias reprodutivas (POOL—CHALE etal., 2018).

Os estudos sobre a biologia reprodutiva sdo importantes como suporte para o
desenvolvimento de planos de manejo e conservacio de espécies ameacadas (CESARIO &
GAGLIANONE, 2008). O entendimento da fenologia tem sido cada vez mais significativo na
ultima década, devido ao seu papel relevante no manejo e conservacdo de plantas nativas
(ELMENDOREF et al., 2016). Da mesma forma, a micropropaga¢do tem sido considerada uma
estratégia eficiente para se propagar material genético de espécies raras e ameacadas com a
finalidade de assegurar, em longo prazo, a sobrevivéncia desse material em seu ambiente
natural (MERCIER & NIEVOLA, 2003). A instalagdo in vitro de bancos de germoplasma de
Bromeliaceae € especialmente importante, uma vez que vdrias espécies estdo ameacadas de
extin¢do (IUCN, 2020; MARTINELLI & MORAES, 2013) devido a praticas extrativistas e a
destruicao ou degradacdo de habitats naturais, o que € ainda mais agravante para espécies
endémicas (MARTINELLI et al., 2008), como € o caso das espécies foco do presente estudo,
a saber:

Neoregelia ibitipocensis (Leme) Leme é uma bromélia rara e endémica da Floresta
Atlantica, suas populagdes t€m distribuicdo restrita as florestas nebulares da Serra da
Mantiqueira no Sudeste do Brasil (LEME, 2000). No Parque Estadual do Ibitipoca, a espécie
ocorre no interior das matas nebulares em altitudes superiores a 1.500 m (MONTEIRO &
FORZZA, 2008). Freitas et al. (2020) sugeriram que a espécie deveria ser classificada como
Vulnerdvel, seguindo os critérios da IUCN, apoiando sua inclusio na Lista Vermelha da Flora
Brasileira. O género Neoregelia LBSm. (Bromelioideae) inclui 122 espécies e destaca-se por
apresentar a maior representatividade dentro do chamado “Complexo Nidularioide” formado
pelos géneros: Canistrum E. Morren, Canistropsis (Mez) Leme, Edmundoa Leme,
Nidularium Lem. e Wittrockia Lindm., os quais se caracterizam por apresentar inflorescéncias
congestas nidulares, que normalmente se desenvolvem dentro das rosetas foliares que
acumulam dgua (LEME, 1997; SANTOS-SILVA et al., 2017).

Nidularium ferdinandocoburgii Wawra ocorre principalmente no interior de florestas,
entre 1.000 e 1.600 m de altitude (LEME, 2000). Nidularium marigoi Leme, ocorre em areas
de Floresta Atlantica de altitude, matas nebulares, na transicdo com Campos de Altitude e
Campos Rupestres (CNC FLORA, 2012), principalmente entre 1.300 a 2.700 m de altitude
(LEME, 2000). Essa espécie ¢ classificada como “Quase Ameacada” no Livro Vermelho da

Flora Brasileira (FORZZA et al., 2013). As espécies compartilham muitas afinidades
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morfoldgicas, mas podem ser diferenciadas pela presenca de bracteas estéreis na
inflorescéncia de N. ferdinandocoburgii, além disso, os estames sdo alvos e epipétalos e suas
flores tém pétalas alvas com dpice roxo. Enquanto em N. marigoi, as bracteas estéreis estao
ausentes na inflorescéncia, suas pétalas sdo alvas com dpice rosa, a espécie apresenta trés
estames completamente adnados as pétalas e trés adnados apenas a base das pétalas
(MONTEIRO & FORZZA, 2008). O género Nidularium apresenta grande plasticidade
fenotipica, o que resulta em uma delicada delimitag¢do especifica com caracteres diagndsticos
muitas vezes frageis (MONTEIRO & MOREIRA, 2019). Nidularium Lem. (Bromelioideae)
inclui 47 espécies (Gouda et al. cont. atualizado), é um género endémico do Brasil e
praticamente exclusivo da Floresta Atlantica, pois apenas algumas espécies ocorrem no
Cerrado e em matas de galeria presentes nos Campos Rupestres (MONTEIRO & MOREIRA,
2019).

Vriesea penduliflora L.B.Sm., é endémica do Brasil com distribui¢cdo restrita a Serra
da Mantiqueira, a espécie foi avaliada como “Em Perigo” pelo Livro Vermelho da Flora
Brasileira (CNC FLORA, 2012). A espécie esta sujeita a um declinio continuo na qualidade
do habitat, principalmente devido a ocorréncia de incéndios nas regides mais altas dos
Parques do Ibitipoca e do Itatiaia (MARTINELLI & MORAES, 2013), o que pode agravar
ainda mais a situacdo da espécie em seu ja limitado habitat natural. A fragmentacdo e a
destruicao do habitat estao entre as principais ameacas a diversidade biolégica (KUUSSAARI
et al., 2009). O género Vriesea Lindl. (Tillandsioideae) apresenta cerca de 230 espécies
(GOUDA et al. cont. atualizado) e a Mata Atlantica brasileira representa o seu centro de
diversidade, neste bioma foi registrada a maior riqueza especifica para o género
(WANDERLEY & MARTINS, 2007, FORZZA et al., 2015). Considerando o nimero
absoluto de espécies de plantas ameacadas de extin¢do, Vriesea é o segundo gé€nero mais
ameacado no Brasil devido a continua perda e degradacao do habitat e a distribuicao restrita,
caracteristica de muitas espécies pertencentes ao género (MARTINELLI & MORAES, 2013).

O conhecimento de aspectos do sucesso reprodutivo é fundamental para a
compreensdo da evolu¢do e manutencdo das espécies, assim como para a elaboracdo de
estratégias de conservagio bem-sucedidas (BUTTOW et al., 2020). Considerando que muitas
espécies de Bromeliaceae encontram-se ameacadas de extin¢do, como as espécies foco deste
trabalho, tais estudos tornam-se ainda mais relevantes. Nesse sentido, este trabalho investigou
a biologia reprodutiva das seguintes espécies: Neoregelia ibitipocensis, Nidularium

ferdinandocoburgii, N. marigoi e Vriesea penduliflora e avaliou o sucesso reprodutivo de
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seus individuos, visando determinar a fertilidade e a viabilidade de suas populacdes naturais

no Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB).

Esta Unidade de Conservacdo se encontra localizada no sudeste de Minas Gerais,
sendo considerada uma das dreas prioritdrias para a conservagao, classificada na categoria de
importancia bioldgica especial, sendo este o nivel mais alto adotado (DRUMMOND et al.,
2005). O PEIB esta inserido no Dominio Fitogeogréifico da Floresta Atlantica e integra o
conjunto de cadeias montanhosas do Complexo da Mantiqueira, regido considerada de
extrema importancia para a conservacao da biodiversidade. Nossos resultados visam ampliar
o conhecimento dos mecanismos reprodutivos para a familia Bromeliaceae e fornecer
recomendacdes para o desenvolvimento de estratégias de conservagdo para populacdes de

espécies endémicas e ameacadas da Floresta Atlantica.

2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a biologia reprodutiva de Neoregelia ibitipocensis, Nidularium
ferdinandocoburgii, N. marigoi e Vriesea penduliflora, espécies ocorrentes no Parque
Estadual do Ibitipoca e avaliar o sucesso reprodutivo de seus individuos, visando determinar a
fertilidade e a viabilidade de suas populacdes naturais, contribuindo para o desenvolvimento
de estratégias para a conservacdo e manejo de populacdes de espécies de Bromeliaceae

endémicas e ameacgadas da Floresta Atlantica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a biologia reprodutiva de populacdes simpatricas de Nidularium
ferdinandocoburgii e N. marigoi assim como a compatibilidade reprodutiva entre estas
espécies.

- Investigar o sistema reprodutivo, a fenologia e a ecologia da polinizacdo de Vriesea

penduliflora.

- Avaliar aspectos do sucesso reprodutivo de Neoregelia ibitipocensis € a magnitude dos
danos causados pela herbivoria de frutos e sementes a que suas populacdes naturais se

encontram submetidas no PEIB.
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- Desenvolver um protocolo eficiente para o estabelecimento e multiplicacdo in vitro de N.
ibitipocensis, fornecendo recomendacOes para o desenvolvimento de estratégias para a

conservagao in situ e ex situ desta espécie.
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Resumo: Bromeliaceae apresenta grande diversidade de atributos florais e sistemas
reprodutivos, no entanto, estudos sobre aspectos reprodutivos para o género Nidularium sdo
escassos. Neste trabalho analisamos a biologia reprodutiva de Nidularium ferdinandocoburgii
e N. marigoi, além de investigar a possibilidade de hibridizacdo entre essas espécies
simpadtricas, ocorrentes em uma por¢ao de floresta nebular da Serra da Mantiqueira. A
estratégia de florescimento de ambas as espécies € do tipo "steady state", as flores sdo
inodoras e se desenvolvem imersas na d4gua acumulada nas rosetas, possuem corolas tubulares
e permanecem com o dpice das pétalas fechado, ndo expondo anteras e estigmas. Em N.
ferdinandocoburgii o volume médio de néctar produzido por flor foi 34,18 pL + 19,79 com
um teor médio de acucares de 11,52 mg. Em N. marigoi o volume médio de néctar produzido
foi 22,31 puL + 8,74 com teor médio de agucares de 6,97 mg. A antese € diurna e as flores
permanecem abertas por dois dias em ambas as espécies. Em N. ferdinandocoburgii, a taxa de
frutificacdo sob condicdes naturais foi 86,31% + 18,49 e foram produzidas em média 231,27
+ 93,49 sementes por fruto. O beija-flor Colibri serrirostris foi o tinico polinizador observado
para N. ferdinandocoburgii. Ambas as espécies sdo autoincompativeis, sendo, portanto,
dependentes dos servigos dos polinizadores para a reproducdo. As duas espécies apresentam
hercogamia, o que parece ser determinante para seus sistemas reprodutivos. Os cruzamentos
heteroespecificos resultaram na producao de frutos férteis somente quando N. marigoi atuou
como receptora de pélen. A taxa de frutificacdo foi de 100%, e os frutos produziram elevado
nimero de sementes vidveis 83,5 (x 63,11), que originaram plantas vigorosas. Nossos
resultados ampliam o conhecimento sobre a biologia reprodutiva da familia Bromeliaceae,
especialmente para o género Nidularium e fornecem dados importantes para iniciativas de

conservacgdo de espécies endémicas e ameacadas de extingao.

Palavras-chave: autoincompatibilidade, endemismo, Floresta Atlantica, hibridizacdo, sucesso

reprodutivo.
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1. Introducao

Bromeliaceae constitui uma das maiores e mais diversas familias de plantas
monocotiledoneas neotropicais (3646 espécies e 78 gé€neros; Gouda et al., cont. atualizado),
seus representantes exibem uma ampla variacdo nos mecanismos reprodutivos (Benzing,
2000). Tanto a autogamia quanto a autoincompatibilidade foram registradas para bromélias
(Matallana et al., 2010), sendo a autoincompatibilidade bem difundida entre os representantes
da familia (Canela & Sazima, 2005; Vosgueritchian & Buzato, 2006; Ramirez-Morillo et al.,
2009; Schmid et al., 2010; Kamke et al., 2011; Biittow, 2012; Zanella et al., 2012; Paggi et
al., 2012, 2013; Wolowski et al., 2013; Givnish et al., 2014; Souza et al., 2017; Godoy et al.,
2018; Goetze et al., 2018; Lenzi & Paggi, 2020).

A ornitofilia predomina como sindrome de polinizacdo em Bromeliaceae (Martinelli,
1997), sendo os beija-flores seus principais polinizadores (Benzing, 2000; Canela & Sazima,
2003; Givnish et al., 2014). Em areas de Floresta Atlantica no sudeste do Brasil, um dos
principais centros de diversidade da familia, as bromélias podem representar até 30% dos
recursos alimentares utilizados pelos beija-flores, destacando a importancia da relagcdo
ecoldgica estabelecida entre essas plantas e os vertebrados (Martinelli et al., 2008; Sazima et
al., 1996).

Em Bromeliaceae é comum a ocorréncia de espécies que exibem semelhanca floral,
periodos de floracdo sobrepostos e compartilhamento de polinizadores (Wendt et al., 2008;
Matallana et al., 2010, 2016; Cavalcante et al., 2019). Isso possibilita o fluxo de pdlen
heteroespecifico (Matallana et al., 2016) consequentemente, o isolamento reprodutivo pode
ser comprometido e descendentes hibridos vidveis podem eventualmente ser produzidos
(Ramirez-Rosas et al., 2020). A possibilidade de hibridiza¢do natural é maior em sistemas
reprodutivos autoincompativeis do que em sistemas autocompativeis (Wendt et al., 2002;

Matallana et al., 2010; Souza et al., 2017), ocorrendo com mais frequéncia entre espécies
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intimamente relacionadas, especialmente em areas simpétricas, o que pode refletir o tempo de
divergéncia recente e os vérios graus de isolamento reprodutivo entre as plantas (Mallet et al.,
2007; Zanella et al., 2016). Sabe-se que as espécies de bromélias podem hibridizar facilmente
por meio de experimentos de polinizagdo manual (McWilliams, 1974). No entanto, ainda sio
escassos os estudo sobre a hibridizacdo natural na familia. Poucos registros de hibridos
naturais foram observados para géneros como Pitcairnia (Luther, 1984; Wendt et al., 2000,
2001), Tillandsia (Gardner, 1984; Luther, 1985) e Vriesea (Read, 1984).

Nidularium Lem. (aproximadamente 47 espécies, Gouda et al. cont. atualizado) € um
género endémico dos dominios da Floresta Atlantica brasileira. Juntamente com os géneros
Canistrum E. Morren, Canistropsis (Mez) Leme, Edmundoa Leme, Neoregelia LBSm. e
Wittrockia Lindm., formam o “complexo nidularioide”, que se caracteriza por apresentar
inflorescéncias congestas, nidulares, que normalmente se desenvolvem imersas na 4gua
acumulada nas rosetas foliares (Leme, 1997; Santos-Silva et al., 2017). Muitas espécies
apresentam distribuic@o restrita, com pequenas populacdes e alta especificidade de habitats,
(Martinelli & Moraes, 2013), s@o microendémicas ou regionais, formando nucleos de
endemismo (Zanella et al., 2012).

Nidularium ferdinandocoburgii Wawra e N. marigoi Leme, espécies foco deste
estudo, sdo restritas a Regiao Sudeste do Brasil (Martinelli et al., 2008). Ambas as espécies
compartilham muitas afinidades morfolégicas, sendo N. ferdinandocoburgii diferenciado pela
presenca de bricteas estéreis na inflorescéncia, estames inclusos, alvos e epipétalos, flores
com pétalas alvas e dpice roxo. Em N. marigoi, as bréacteas estéreis estdo ausentes na
inflorescéncia, suas pétalas sdo alvas com &pice rosa, os estames sdo inclusos, sendo trés
adnados a base das pétalas e trés completamente adnados as pétalas (Monteiro & Forzza,
2008). Nidularium ferdinandocoburgii ocorre principalmente no interior de florestas, entre

1.000 e 1.600 m de altitude. Nidularium marigoi ocorre principalmente entre 1.300 a 2.700 m
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de altitude (Leme, 2000), e a espécie ¢ classificada como “Quase Ameagada” no Livro
Vermelho da Flora Brasileira (Forzza et al., 2013).

No presente trabalho, investigamos a biologia reprodutiva de populacdes simpdtricas
de N. ferdinandocoburgii e N. marigoi em uma por¢ao de floresta nebular localizada na Serra
da Mantiqueira, regido considerada a 8" drea protegida mais insubstituivel do planeta, e um
dos dez locais mais importantes para a conservagao da biodiversidade (Le Saout et al., 2013).
Partindo do pressuposto de que a compreensdo da biologia reprodutiva é essencial para
preservar e conservar as espécies vegetais (Martinelli et al., 2008; Martinelli & Moraes,
2013), fornecemos dados sobre a fenologia da floragdo e da frutificagdo, biologia floral,
ecologia da polinizacdo, sistemas de cruzamento, hibridizacdo e sucesso reprodutivo dessas

espécies.

2. Material e métodos

2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Estadual do Ibitipoca, Unidade de Conservagdo
localizada na Serra da Mantiqueira, Minas Gerais, no sudeste do Brasil (21°40” a 21°44°S e
43°52° a 43°55°W). O clima ¢ Cwb (Kdppen, 1948), caracterizado por verdes chuvosos e
invernos secos, com temperatura média anual de 14,8° C e precipitagdo média de 1544 mm
(CETEC, 1983). Na drea ocorrem altitudes acima de 1000 m, podendo atingir até 1784 m em
seu ponto mais elevado (Rodela, 2000; Menini Neto et al., 2007). Como resultado dos
gradientes altitudinais, fatores edaficos e umidade, um mosaico de fisionomias vegetais ocorre
no parque (Oliveira-Filho et al., 2013). Dentre as fisionomias florestais, as nanoflorestas
nebulares sdo as mais comuns, caracterizadas pela presenca de pequenas drvores e arbustos,
com um dossel que varia de 3 a 5 m de altura (Oliveira-Filho et al., 2013).

Ambas as espécies ocorrem simpatricamente no parque. Nidularium

ferdinandocoburgii estd amplamente distribuida, formando numerosas populagdes e N.
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marigoi apresenta distribuicdo mais restrita. Foram estudadas duas populagdes de N.
ferdinandocoburgii em nanoflorestas nebulares associadas a grutas em elevagdes de c. 1640—
1670 m a.s.l: Gruta do Pido (21°42'08” S - 43°52'42” W) e Gruta do Cruzeiro (21°41'46” S -
43°53'50” W), distantes entre si por aproximadamente 2600 m. Uma pequena populagdo de N.
marigoi foi estudada na Gruta do Pido (21°42'08” S - 43°52'42” O). O voucher de N.
ferdinandocoburgii foi depositado no Herbédrio Leopoldo Krieger - CESJ [A.P.G. de Faria,

233].

2.2. Fenologia reprodutiva

As observagodes fenoldgicas foram realizadas mensalmente, entre outubro de 2018 e
fevereiro de 2020, abrangendo trés periodos consecutivos de floracdo e frutificacdo para N.
ferdinandocoburgii. Apenas um individuo de N. marigoi foi encontrado em flor no ano de
2019. Foi registrada a presenca ou auséncia das seguintes fenofases: escapo da inflorescéncia;
inflorescéncia jovem; botdes florais; flores abertas, flores senescentes; frutos imaturos e frutos
maduros. Trinta individuos de N. ferdinandocoburgii foram monitorados em campo e dez
foram coletados para monitoramento em casa de vegetacdo. Os padrdes fenoldgicos foram
classificados de acordo com Newstrom et al. (1994). Foi considerado como pico de flora¢do o
periodo no qual mais de 50% dos individuos amostrados estavam floridos (Machado & Semir,

2006).

2.3. Biologia floral

Os dados sobre a biologia floral foram coletados em dez individuos de N.
ferdinandocoburgii (n = 30 flores). Registramos o volume de néctar produzido (ul), a
concentracdo de acucares no néctar, a cor das bracteas e corola, a presenca ou auséncia de
odor, o nimero de flores abertas por dia, o comprimento do tubo da corola (cm) e a duragdo

da antese. Para N. marigoi, um individuo (n = 28 flores) estava disponivel para a coleta de
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dados, uma vez que durante os trés anos de experimentos, apenas uma planta floresceu na
pequena populagdo localizada no campo.

A determinacdo do volume de néctar foi realizada utilizando-se microsseringas de 50
uL (Hamilton, NV, EUA) e a concentracdo de agucares no néctar foi determinada com o uso
de um refratdbmetro portitil com escala BRIX de 0 a 33% (Atago, Téquio, Japdo). As
medi¢cdes foram realizadas em diferentes hordrios ao longo do dia, em flores de N.
ferdinandocoburgii e N. marigoi previamente isoladas.

A receptividade do estigma foi testada quimicamente com solucdo de peroxido de
hidrogénio a 3% (H,0,) em diferentes horarios do dia, a liberagdo de bolhas de oxigénio foi
utilizada como indicador da receptividade do estigma (Kearns & Inouye, 1993). A
disponibilidade de podlen foi analisada tocando as anteras e observando-se a consequente

liberacdo de pdlen.

2.4. Visitantes florais

A presenca de polinizadores e visitantes florais foi registrada por meio de observagdes
naturalisticas ao longo da antese. Foram considerados como polinizadores, os visitantes
florais que contactavam as estruturas reprodutivas das flores (anteras e estigma), realizando,
desse modo, visitas legitimas. Os beija-flores foram identificados no campo e a nomenclatura
taxonOmica seguiu as recomendacdes do Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos
(Piacentini et al., 2015). A identificacdo dos insetos foi realizada por especialistas por meio de

fotos ou registros de video.

2.5. Sucesso reprodutivo

Além dos cruzamentos experimentais, a avaliacdo da polinizacao natural foi realizada
em 30 individuos de N. ferdinandocoburgii no campo. O sucesso reprodutivo foi avaliado
estimando-se os seguintes parametros: 1) potencial reprodutivo (numero total de flores

produzidas/individuo); 2) média do numero de frutos/inflorescéncia e taxa de frutificacio
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(fracd@o de flores desenvolvidas em frutos maduros sob condi¢des naturais de polinizacdo); 3)
média do ndmero de sementes/fruto. A média do nimero de frutos/inflorescéncia foi baseada
na contagem dos frutos maduros intactos que produziram sementes. A taxa de frutificacio foi
baseada na contagem dos frutos maduros que produziram sementes. A média do ndmero de

sementes/fruto foi determinada em uma subamostra de 20 frutos.

2.6. Viabilidade das sementes e taxa de germinagdo

O experimento de germinacdo foi realizado utilizando-se sementes provenientes de
frutos de N. ferdinandocoburgii coletados no campo (n = 16 frutos) e de sementes formadas
através dos cruzamentos heteroespecificos realizados entre N. ferdinandocoburgii e N.
marigoi (n = 4 frutos). Os frutos foram lavados em &dgua corrente e detergente neutro e
transferidos para béqueres contendo hipoclorito de sédio a 0,3% (v / v) por 20 minutos. Apds
este procedimento, as bagas foram lavadas trés vezes em dgua destilada. O material foi
dissecado para a obtengdo das sementes, as quais foram distribuidas sob duas camadas de
papel filtro e irrigadas com 1 mL de 4gua destilada, em quatro placas de Petri (5 cm de
diametro), contendo 60 sementes cada. A mucilagem que circunda caracteristicamente as
sementes de Bromelioideae foi removida para evitar a proliferacdo de microrganismos
contaminantes. As placas de Petri foram mantidas em bancadas a temperatura ambiente e
foram observadas diariamente para verificar o aparecimento de contaminagdes
microbioldgicas. A avaliacdo da germinagdo foi realizada em censos semanais durante dois
meses. A emergéncia da raiz primdria ou da parte aérea foi o critério utilizado para a
germinacao.

Ap6s quatro meses de cultivo, as plantulas enraizadas e com parte aérea desenvolvida

foram transferidas para bandejas de poliestireno, preenchidas com substrato comercial imido

Plantmax Hortalicas HT® (Eucatex) e recobertas com folha de pléstico transparente, sendo
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mantidas a sombra e irrigadas periodicamente, até a aclimata¢do completa, apds 30 dias as

plantas foram expostas as condi¢des ambientais.

2.7. Testes de polinizagdo

Os experimentos de polinizacdo manual foram conduzidos em casa de vegetacdo,
utilizando-se plantas transplantadas do campo. Realizamos os cruzamentos experimentais em
diferentes flores, por vezes da mesma inflorescéncia. Cada flor recebeu um dos seguintes
tratamentos: (1) autopolinizacdo manual - as inflorescéncias com botdes florais foram
ensacadas e, no dia seguinte quando as flores estavam abertas, foram polinizadas
manualmente usando pdélen fresco obtido da mesma flor; (2) autopolinizacdo espontanea - as
inflorescéncias foram ensacadas e as flores ndo foram mais manipuladas; (3) polinizagcdo
cruzada manual - os botdes florais foram emasculados e a inflorescéncia ensacada, e no dia
seguinte, quando as flores estavam abertas foram polinizadas manualmente usando pdlen
fresco obtido de outra planta da mesma espécie (garantimos que essas duas plantas eram de
diferentes populacdes para evitar o uso de rametes dos mesmos genetes); (4) agamospermia -
os botdes florais foram emasculados e a inflorescéncia foi ensacada; (5) polinizacdo
heteroespecifica - os botdes florais foram emasculados e a inflorescéncia ensacada. No dia
seguinte, quando as flores estavam abertas, foram polinizadas manualmente usando pdlen
fresco obtido de flores da outra espécie. Cada inflorescéncia foi etiquetada e as pétalas das
flores foram codificadas com tinta acrilica de cores diferentes de acordo com o tratamento de
polinizacdo. As inflorescéncias foram monitoradas até que a frutificacao pudesse ser avaliada.

Para N. marigoi, enfatizamos que, como apenas um individuo fértil foi observado no
campo, nao foi possivel realizar todos os testes de polinizagdo. Para esta espécie foram
realizados os seguintes tratamentos: autopolinizacdo manual, autopolinizacdo espontdnea e

cruzamentos heteroespecificos.
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Os indices de autofertilidade (AFI) e autocompatibilidade (SCI) foram calculados
(Lloyd & Schoen, 1992). O indice de autofertilidade foi calculado como a porcentagem de
frutificacdo (AFIy) ou média de sementes por fruto (AFI) produzida sob autopolinizagao
espontanea dividida pela porcentagem de frutificacdo ou média de sementes por fruto
produzida via polinizacdo cruzada manual. O indice de autocompatibilidade foi calculado
dividindo-se a porcentagem de frutificacio (SCly) ou média de sementes por fruto (SCIy)
produzida via autopolinizacdo manual pela porcentagem de frutificacdo ou média de sementes
por fruto produzida sob polinizacdo cruzada manual. O valor 1 € interpretado como
autocompatibilidade completa; um valor inferior a 0,75 € interpretado como sendo devido,
pelo menos, a uma autoincompatibilidade parcial (Lloyd & Schoen, 1992). Segundo Ramirez
& Brito (1990), as espécies autocompativeis ou parcialmente autocompativeis apresentam
valores entre 0,30 e 1,00. Abaixo de 0,30 as espécies sdo consideradas autoincompativeis.

O desenvolvimento dos frutos foi monitorado periodicamente até a maturacdo. O
nimero de sementes foi avaliado cerca de trés meses apds a realizacdo dos cruzamentos
experimentais. As médias do nimero de sementes por fruto nos diferentes tratamentos de
polinizacdo foram comparadas por ANOVA. Ap6és a ANOVA unilateral, as médias obtidas
para cada tratamento avaliado foram comparadas pelo teste de Tukey (HSD, N desigual) a 5%

de probabilidade usando o software R (R Development Core Team 2019).

Resultados

Fenologia reprodutiva, biologia floral e fertilidade natural de Nidularium
Jferdinandocoburgii e Nidularium marigoi:

A floracdo de N. ferdinandocoburgii ocorreu no periodo chuvoso, a partir de outubro
(onde foram observadas as seguintes fenofases: escapo da inflorescéncia/inflorescéncia
jovem; botdo floral e flores abertas), estendendo-se até janeiro. O pico de floracdo da espécie

ocorreu no més de dezembro, no qual mais de 50% dos individuos amostrados estavam
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floridos. Dos oito individuos da unica populagdo de Nidularium marigoi localizada na érea,
apenas um floresceu no periodo deste estudo, fendmeno observado no periodo chuvoso (més

de fevereiro).

As rosetas de N. ferdinandocoburgii e N. marigoi sao monocdrpicas, produzindo
brotos em sua base, tornando o genete policarpico. A estratégia de floracdo de ambas as
espécies € do tipo disponibilidade regular ou "steady state" (sensu Gentry, 1974). Em nivel
individual, as espécies apresentam floracdo de curta duracdo, inferior a um més, de acordo
com os padrdes propostos por Newstron et al. (1994). Para N. ferdinandocoburgii em escala
populacional, o padrao foi caracterizado como intermedidrio, podendo variar de um a cinco
meses de floracdo. Como apenas um individuo de N. marigoi floresceu durante o periodo
deste estudo, nao foi possivel determinar o padrdo em escala populacional para a espécie.

A altura média das plantas de N. ferdinandocoburgii incluindo a inflorescéncia foi de
31,83 cm * 6,45 e o tamanho médio da inflorescéncia foi de 11,83 cm + 2,60. Foram
produzidas em média 23,75 + 3,63 flores por inflorescéncia (Tabela 1). As flores de N.
ferdinandocoburgii possuem corolas tubulares, com comprimento médio de 4,22 cm + 0,45 e
largura média de 0,58 cm + 0,04. Apresentam coloracdo azul arroxeada intensa com duragdo
de dois dias, permanecendo com o dpice das pétalas fechado, ndo expondo as anteras e
estigma, os quais sdo de cor branca, sendo o estilete de coloracdo lilds. A espécie apresenta
breve hercogamia, e o estigma se posiciona logo acima das anteras, de modo que o dpice das

anteras quase toca a base do estigma (Figura 1 A, B).
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Tabela 1. Caracteristicas reprodutivas e parametros de fertilidade analisados em Nidularium

ferdinandocoburgii: Numero (N), média (X), desvio padrio (+ DP).

Caracteristicas reprodutivas N X xDP
Altura da planta com inflorescéncia 16 31.83 £6.45
Altura da inflorescéncia 16 11.83 £2.60
Flores por inflorescéncia 30 23.75 £ 3.63
Numero de flores abertas / dia 40 1-5
Comprimento da corola 6 4.22 £0.45
Diametro da corola 6 0.58 £0.04
Frutos por inflorescéncia 30 20.5+5.53
Comprimento dos frutos 10 3.30+0.16
Sementes por fruto 16 231.27 £93.49
Tamanho das sementes 30 0.3
Volume de nectar (uL) 40 34.18 £19.79
Conteudo de agticares no néctar (mg) 40 11.52
Concentracdo de acucares no néctar (%) 40 30.45 £5.90

Horério da antese
Disponibilidade das flores aos visitantes

Horas de observagao

6:00 as 12:00

Dois dias

30

As flores de N. marigoi possuem corolas tubulares com coloragdo lilds e apice rosa, as

anteras sdao brancas, o estigma e o estilete sdo lilases. A espécie apresenta hercogamia

pronunciada (Figura 1 D, E) o estigma estd posicionado bem acima das anteras, sendo este um
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mecanismo para evitar a autofecundacdo e promover a polinizacdo cruzada. A hercogamia
pode ser observada na espécie desde a fenofase de botdo floral, e o estigma, por vezes, chega
a tocar internamente o dpice das pétalas. Conforme observado para N. ferdinandocoburgii, as
flores de N. marigoi permanecem com o apice das pétalas fechado e duram dois dias. O
numero de flores abertas por dia em cada individuo variou de uma a, no maximo, cinco flores
para ambas as espécies.

As bracteas primdrias de N. ferdinandocoburgii e N. marigoi sao vermelhas, o que
torna suas inflorescéncias muito vistosas € conspicuas. As espécies apresentam
inflorescéncias nidulares e ramificadas, as flores sao inodoras e se desenvolvem imersas na
agua que se acumula no interior da roseta. A ordem do desenvolvimento das flores ocorre de
forma centrifuga para ambas as espécies. Nidularium ferdinandocoburgii e N. marigoi sao
muito semelhantes em relagdo a morfologia vegetativa de suas rosetas e podem ser
identificados incorretamente no campo quando ndo estdo no periodo reprodutivo.

Nidularium ferdinandocoburgii e N. marigoi apresentam antese diurna com inicio por
volta das 6h00 estendendo-se até 12h00. Foi considerado como periodo de disponibilidade da
flor aos visitantes o periodo de producdo do néctar no inicio da manha, por volta das 6h00,
quando as anteras ja estavam abertas e os graos de pélen podiam ser facilmente removidos. O
volume médio de néctar produzido por flor em N. ferdinandocoburgii foi de 34,18 uL + 19,79
com conteido médio de agicares de 11,52 mg e concentracdo média de aguicares de 30,45 %
+ 5.90. O maior volume de néctar produzido foi de 97 uL registrado as 8h00. Em N. marigoi
o volume médio de néctar produzido por flor foi de 22,31 uLL £ 8,74 com um conteido médio
de acucares de 6,97 mg e concentracao média de aguicares de 28,5 % . O maior volume de
néctar produzido foi de 35 pL registrado as 10h00. Em ambas as espécies, a concentracao de

acucares no néctar foi constante durante todo o periodo de disponibilidade das flores.



47

Figura 1. A - Inflorescéncia de Nidularium ferdinandocoburgii. B - Detalhe da flor e
ocorréncia de breve hercogamia em N. ferdinandocoburgii. C — Colibri serrirostris,
polinizador de N. ferdinandocoburgii. D - Inflorescéncia de Nidularium marigoi. E — Detalhe
da flor de N. marigoi e ocorréncia de hercogamia pronunciada. F — Unica populagio de N.

marigoi localizada na drea de estudo.

O beija-flor Colibri serrirostris (Vieillot, 1816), da familia Trochilidae, foi o dnico

polinizador observado para N. ferdinandocoburgii. As visitas ocorreram geralmente pela
manha, por volta das 10h00, com intervalos de 40 a 60 minutos. O polinizador permaneceu de
trés a seis segundos em cada flor, realizando visitas legitimas coletando néctar e introduzindo
os bicos entre as pétalas em direcao a base da corola onde se localiza a camara de néctar.

A frutificacdo de N. ferdinandocoburgii iniciou-se logo apds a floracdo, com inicio em
dezembro (observou-se a presenca das fenofases: frutos imaturos e frutos maduros)
estendendo-se até abril. Em média, foram produzidos 20,5 + 5,53 frutos por inflorescéncia,
com tamanho médio de 3,3 cm + 0,16. Os frutos produziram em média 231,27 (+ 93,49)
sementes sob condi¢cdes naturais. As sementes apresentaram alta taxa de germinacdo (86%).

Os frutos de N. ferdinandocoburgii e N. marigoi sdo carnosos e indeiscentes com sépalas



48

persistentes, permaneceram imaturos por cerca de 30 dias. A maturacdo completa foi
observada trés meses apds a floracdo. Ao longo de seu desenvolvimento, os frutos de N.
ferdinandocoburgii adquirem um aspecto intumescido e alteram sua cor, passando de
esbranquicados a vindceos, indicando sua maturac¢do. Os frutos de N. marigoi apresentam cor
branco-esverdeada e, a medida que amadurecem, adquirem cor branca. As sementes de N.
ferdinandocoburgii e N. marigoi sdo elipticas, desprovidas de apéndices e circundadas por

mucilagem hialina. O tamanho médio das sementes foi de 3 mm em ambas as espécies.

Sistema reprodutivo de Nidularium ferdinandocoburgii e N. marigoi

Nidularium ferdinandocoburgii € autoincompativel. Apenas os experimentos de
polinizacdo aberta e poliniza¢do cruzada manual produziram frutos férteis, caracterizando a
espécie como obrigatoriamente xenogdmica. Os indices de autofertilidade (Al) e
autocompatibilidade (SCI) foram iguais a zero, indicando autoincompatibilidade completa. Os
tratamentos de polinizagdo aberta e polinizacdo cruzada manual apresentaram alta
frutificacdo. Houve maior futificagao sob polinizac¢do aberta (86,31%), em comparagdo com a
poliniza¢do cruzada manual (75%). Com relacdo ao nimero médio de sementes produzidas, a
ANOVA unilateral seguida pelo teste de Tukey mostrou uma diferenca significativa entre a
polinizacdo aberta e a polinizacdo cruzada manual (Tabela 2). A polinizagdo aberta produziu
o maior nimero médio de sementes por fruto, 231,27 (+ 93,49), em comparacdo a polinizacao
cruzada manual, que produziu em média 123,26 (+ 67,36) sementes por fruto, evidenciando
um alto investimento na reproducgdo sexuada. Os tratamentos de autopolinizacdo espontanea e
manual ndo produziram frutos. Esses resultados evidenciam que N. ferdinandocoburgii
necessita de agentes polinizadores para a producdo de frutos e sementes, portanto, a
xenogamia se apresenta como seu modo de poliniza¢do obrigatério. Nao houve formacao de
frutos nos tratamentos de agamospermia e polinizacdo heteroespecifica, quando N.

ferdinandocoburgii atuou como espécie receptora de pdlen e N. marigoi como doadora.
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Tabela 2. Frutificacdo e ndmero médio de sementes por fruto (média + 1 DP) apods
tratamentos de polinizacdo em Nidularium ferdinandocoburgii e Nidularium marigoi. O
numero de plantas indica quantas inflorescéncias estavam disponiveis para cada tratamento. O
numero de frutos formados e o nimero de flores testadas sdo apresentados entre parénteses

(frutos / flores).

L. Polinizacao Autopolinizacdo Autopolinizacio Polinizacao Polinizacao
Espécies cruzada A P
espontanea manual aberta heteroespecifica
manual
Nidularium
Jferdinandocoburgii
Numero de 3 3 g 20 |
plantas
fni‘;‘;‘lifzo 75 % 0 0 86,31 % 0
§ (18/24) (0/87) (0/43) (410/475) (0/4)
Sementes 123,26 0 0 231,27 0
por fruto
Nidularium marigoi
Nimero de i 1 1 ) 1
plantas
—r : : S
¢ (0/9) (0/9) (4/4)
Sementes i 0 0 ) 83.5
por fruto

A ANOVA seguida pelo teste de Tukey HSD foi realizada entre o nimero médio de sementes por
fruto registrado entre os tratamentos de polinizac@o aberta e polinizacdo cruzada (F = 19,84). Os
valores seguidos por uma letra sobrescrita diferente dentro de uma mesma linha sdo

significativamente diferentes de acordo com o teste t (valor P <0,0001).

Em Nidularium marigoi, embora ndo tenha sido possivel realizar todos os tratamentos
de polinizacdo controlada e polinizagdo natural, devido ao pequeno nimero de individuos
localizados no campo, observamos alta producdo de frutos férteis nos experimentos de
polinizacdo heteroespecifica quando N. marigoi atuou como espécie receptora de polen. A

taxa de frutificag@o foi de 100%, os frutos produziram alto nimero de sementes viaveis (83,5
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+ 63,11) com alta taxa de germinagdo (76%), que originaram plantas bem desenvolvidas

(Figura 2).

Figura 2. A - Plantulas provenientes da germinacdo das sementes formadas a partir dos
cruzamentos heteroespecificos entre Nidularium ferdinandocoburgii e Nidularium marigoi. B
- Plantulas sob cultivo apds 60 dias de germinac¢do. C - Plantas sob cultivo apds 120 dias de

germinagdo. D - Plantas apds cinco meses de cultivo.

Os tratamentos de autopolinizag@o (espontanea e manual) ndo resultaram na formacao
de frutos. A partir dos resultados obtidos nestes experimentos podemos inferir que N. marigoi

¢ autoincompativel, consequentemente, seu indice de autocompatibilidade € zero.

Discussao
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As flores de N. ferdinandocoburgii apresentaram corolas tubulares, com comprimento
médio de 4,22 cm * 0,45 e didmetro do tubo floral de 0,58 cm * 0,04. Esses valores sio
préoximos aos encontrados por Buzato et al. (2000) para quatro espécies congenéneres: N.
angustibracteatum Leme, N. innocentii Lem., N. marigoi e N. procerum Lindm., cujos
comprimentos das corolas foram: 4,32; 5,30; 4,37 e 4,87 cm, respectivamente. Em N.
campoalegrensis Leme, o comprimento médio da corola foi 45,5 mm (Kaehler et al., 2005).
As flores de N. ferdinandocoburgii ¢ N. marigoi tiveram duracdo de dois dias, assim como
observado por Machado & Semir (2006) para as espécies N. rubens Mez e N. innocentii, que
permanecem com o dpice das pétalas fechado, ndo expondo anteras e estigma. Para N.
ferdinandocoburgii e N. marigoi, o nuimero de flores abertas por dia variou de uma a no
maximo cinco. Buzato et al. (2000) obtiveram o mesmo resultado para trés das quatro
espécies congenéneres estudadas, o numero de flores abertas por planta variou de uma a cinco
flores, exceto para N. procerum, cujo nimero de flores abertas por planta variou de uma a
quatro flores.

O padrao fenoldgico "steady state" observado para N. ferdinandocoburgii e N.
marigoi, caracterizado pela abertura de poucas flores por dia, foi relatado para vérias outras
espécies de bromélias, tais como: Canistrum aurantiacum E. Morren (Siqueira Filho &
Machado, 2001); Aechemea lindenii (E. Morren) Baker (Lenzi, Matos & Orth, 2006); Dyckia
brevifolia Baker (Rogalski et al., 2009); Canistropsis microps (E.Morren ex Mez) Leme
(Nunes- Freitas & Rocha, 2011); Vriesea rodigasiana E.Morren. (Rocca & Sazima, 2012);
Encholirium spectabile Mart. ex Schult. & Schult.f. (Queiroz et al., 2016) e A. bracteata
(Sw.) Griseb. (Pool-Chalé¢ et al., 2018). A baixa intensidade de floracdo estimula o
movimento dos polinizadores, pois estes precisam de vdrias plantas para satisfazer suas
necessidades energéticas (Rech et al., 2014). Nidularium ferdinandocoburgii ¢ N. marigoi

apresentam inflorescéncias nidulares e ramificadas. As flores sdo inodoras e se desenvolvem
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imersas na dgua que se acumula no interior da roseta. Essa estratégia possibilita a prote¢dao
das flores e especialmente dos ovdrios que ficam totalmente submersos na dgua acumulada
pelas bracteas (Leme, 2000) além de evitar a pilhagem do néctar.

Nidularium ferdinandocoburgii € N. marigoi apresentam antese diurna, que se inicia
por volta das 6:00h estendendo-se até as 12:00h. A concentracdo de acticares no néctar foi
constante ao longo do dia para ambas as espécies, conforme relatado para Aechmea lindenii
por Lenzi et al., (2006) e para A. distichantha Lem. por Scrok & Varassin (2011). Em N.
ferdinandocoburgii a concentracdo média de agucares no néctar foi de 30.45% (+ 5.9) e para
N. marigoi a concentragdo de agucares foi de 28,5 % (£ 6.4).

Em estudo com N. rubens e N. innocentii, Machado & Semir (2006), observaram que
as espécies apresentavam antese diurna e néctar com concentracao de agtcar de 29,7% e
30,7% respectivamente, valores proximos aos observados para N. ferdinandocoburgii e N.
marigoi no presente estudo. Buzato et al. (2000) encontraram valores de concentracdo de
acicares e volumes de néctar proximos aos abservados neste estudo para N.
angustibracteatum Leme, N. innocentii, N. marigoi e N. procerum (concentracdes de 30,2;
34,2; 29,5 e 38,9% e volumes de 16,5; 11,5; 16,0 e 25,1 pL, respectivamente). Em N.
scheremetiewii Regel, a concentracdo de agucares no néctar foi de 27% (Martinelli, 1994).
Valores semelhantes também foram encontrados para outras espécies da familia
Bromeliaceae: em Dyckia brevifolia a concentracdo média de agicares no néctar foi 25,7%
(Rogalski et al., 2009); em Vriesea friburguensis Mez. a concentracdo média de agicares no
néctar foi de 25,6% (Paggi et al., 2012); em Alcantarea nahoumii (Leme) J.R.Grant a
concentracdo média de aguicares foi de 29,7% (Bastos et al., 2017), em A. bracteata o valor
foi de 24,4% (Pool-Chalé et al., 2018).

Tanto N. ferdinandocoburgii quanto N. marigoi apresentam atributos compativeis com

a sindrome de ornitofilia, tais como: flores tubulares, inflorescéncias expostas, antese diurna,
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cores vistosas ou contrastantes, néctar como recurso alimentar apresentando concentragao
entre 20% e 32% e auséncia de odor perceptivel ao olfato humano (Grant & Grant, 1968;
Faegri & Pijl, 1980). O contraste entre a cor das flores (azul-arroxeado intenso em N.
ferdinandocoburgii e rosa em N. marigoi) com o vermelho vibrante das bracteas primdrias em
ambas as espécies maximiza sua exibi¢ao visual.

O beija-flor, Colibri serrirostris (Vieillot, 1816) foi a tnica espécie observada como
polinizador de N. ferdinandocoburgii. As visitas ocorreram mais frequentemente pela manha,
por volta das 10:00h, onde os beija-flores realizaram visitas legitimas as plantas. A espécie foi
observada introduzindo o bico entre as pétalas em direcao a base da corola, onde se encontra a
camara de néctar. Este movimento induz os beija-flores a penetrarem na flor com o bico,
enquanto coletam o néctar, realizam a polinizacdo, promovendo o contato das anteras com o
estigma receptivo (Bastos et al., 2017). Colibri serrirostris pertence a subfamilia Trochilinea,
cujos membros comumente defendem territérios de forrageamento com interacoes
agonisticas. O beija-flor foi constantemente avistado empoleirado em arbustos préximos as
plantas que visitava. Agonismos podem separar territérios de forrageamento, resultando em
compartilhamento de recursos e diminuicdo da competi¢do intra e interespecifica (Machado,
2009).

O comportamento do polinizador pode ser ainda mais importante em espécies
autoincompativeis. Embora beija-flores territoriais geralmente tragam pdlen menos
compativel de individuos dos mesmos territérios, a pequena quantidade que trazem pode ser
suficiente (Maruyama et al., 2016), como de fato, parece ter ocorrido com N.
ferdinandocoburgii, pois observamos uma alta taxa de frutificacdo (86,31% + 18,49) para a
espécie em condi¢des naturais. Outras espécies de beija-flores pertencentes a subfamilia
Trochilinae foram registradas como polinizadores de espécies do género Nidularium. Segundo

Martinelli (1994), o beija-flor Heliothryx aurita (Gmelin, 1788) (Trochilinae) foi o principal
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visitante de N. scheremetiewii, que, a semelhanga de N. ferdinandocoburgii apresenta corola
azul escura que contrasta com suas bracteas primarias vermelhas vibrantes. Esse mesmo autor
registrou Chlorostilbon aureoventris (d'Orbigny & Lafresnaye, 1838) (Trochilinae) como
polinizador de N. billbergioides (Schult. f.) L.B. Sm. Por outro lado, Phaethornis eurynome
(Lesson, 1832) (Phaethornithinae) foi registrado como polinizador de N. itatiaiae L.B.Sm.,
uma espécie autoincompativel (Wolowski et al., 2013).

Estudos anteriores sobre sistemas reprodutivos do género Nidularium identificaram
espécies autocompativeis e autoincompativeis (Matallana et al., 2010; Wolowski et al., 2013).
Nidularium ferdinandocoburgii € autoincompativel, apenas os experimentos de polinizacao
natural e polinizagdo cruzada manual resultaram na producdo de frutos férteis, portanto, a
espécie € obrigatoriamente xenogamica. Os tratamentos de polinizacdo aberta e polinizacao
cruzada manual apresentaram alto indice de frutificacdo, os percentuais foram de 86,31% e
75%, respectivamente. Esses tratamentos produziram alto nimero de sementes: 231,27 (+
93,49) sementes, sob polinizacdo aberta, e 123,26 (x 67,36) sementes, sob polinizacdo
cruzada manual. As espécies autoincompativeis sdo dependentes de polinizadores (Endress,
1994). A autoincompatibilidade tem sido amplamente relatada para a familia Bromeliaceae:
Dyckia tuberosa (Vell.) Beer (Vosgueritchian & Buzato, 2006); Bromelia antiacantha
(Canela & Sazima, 2008) e para vdérias espécies da subfamilia Bromelioideae (Matallana et
al., 2010); N. itatiaiae (Wolowski et al., 2013); Bromelia hieronymi Mez (Godoy et al., 2018);
A. kertesziae Reitz. (Goetze et al., 2018); Dyckia excelsa Leme (Lenzi e Paggi, 2020); V.
friburgensis (Paggi et al., 2012) e Tillandsia aeranthos (Loisel.) L.B.Sm. (Aoki-Gongalves et
al., 2020).

A autoincompatibilidade tem sido descrita como um importante mecanismo
reprodutivo para prevenir a depressdao por endogamia e promover a heterozigosidade ou

diversidade genética, permitindo a sobrevivéncia ou adaptacdo das espécies ao longo do



55

tempo (Charlesworth, 2006). A polinizagdo cruzada € importante para a manuten¢ido das
espécies, pois promove o fluxo génico entre os individuos, aumentando a variabilidade
genética (Vosgueritchian & Buzato, 2006). Em Bromeliaceae, embora as espécies
autoincompativeis tenham uma rejei¢do mais forte ao autopdlen antes da fertilizacdo, a
maioria também tem uma maior capacidade de hibridizagdo em comparacdo com bromélias
autocompativeis (Matallana et al., 2016; Souza et al., 2017). A autogamia atua como uma
barreira reprodutiva, onde a contaminacdo do gineceu por autopdlen impede a deposi¢cdo de
polen heteroespecifico no estigma (Matallana et al., 2010; Neri et al., 2017).

Segundo Lloyd & Schoen (1992), o grau de hercogamia pode influenciar as taxas de
autopolinizacdo, espera-se que quanto maior a distancia das anteras em relacdo ao estigma,
menor a capacidade de autopolinizagdo nas flores. Em nosso estudo, observamos que tanto N.
marigoi, espécie com hercogamia pronunciada, quanto N. ferdinandocoburgii, espécie com
breve hercogamia, ndo produziram frutos nos tratamentos de autopolinizacdo. Os mecanismos
que previnem ou minimizam a autopolinizacdo em espécies autoincompativeis parecem ser
vantajosos (Lopes & Machado, 1999), como é o caso da hercogamia presente em N.
ferdinandocoburgii e N. marigoi. Esse mecanismo facilita a ocorréncia de fecundacdo
cruzada, mas pode aumentar a possibilidade de contato com pélen heteroespecifico
(Martinelli, 2004; Neri et al., 2017). De acordo com Neri et al. (2017), em Vrisea simplex
(Vell.) Beer, a maior distancia estigma-antera devido a ocorréncia de hercogamia impede a
ocorréncia de autopolinizacdo, enquanto em V. scalaris E.Morren, o posicionamento préximo
da antera em relacdo ao estigma, resulta em uma maior capacidade de autofecundacgdo
espontanea. A ocorréncia de hercogamia, a abertura de um pequeno nimero de flores por dia
e a autoesterilidade sdo mecanismos que contribuem para aumentar a polinizacdo cruzada

(Wendt et al., 2002; Schmid et al., 2011; Paggi et al., 2012).
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Os testes de congruéncia mostraram que o sucesso reprodutivo foi de 100% nos
cruzamentos heteroespecificos quando N. marigoi atuou como espécie receptora de pélen de
N. ferdinandocoburgii produzindo frutos com média de 83,5 sementes. A rejeicdo ao pdlen
em cruzamentos heteroespecificos depende das espécies envolvidas e de sua proximidade
taxonOmica, uma vez que espécies intimamente relacionadas tendem a hibridizar mais
facilmente do que aquelas distantemente relacionadas (Vervaeke, 2002). Espécies simpatricas
e filogeneticamente semelhantes podem apresentar semelhancas na morfologia floral e na
sindrome de polinizacdo (Field et al., 2008), o que pode maximizar o potencial de
transferéncia de polen heteroespecifico entre as espécies envolvidas (Martinelli, 1994;
Barbara et al.,, 2007; Wendt et al., 2008; Versieux & Wanderley, 2015; Matallana et al.,
2010).

De acordo com Souza et al. (2017), os cruzamentos entre Vriesea carinata Wawra e V.
paraibica Wawra resultaram em 100% de sucesso nas hibridiza¢Oes unilaterais. Segundo os
mesmos autores, outras combinacdes entre espécies de Vriesea também foram congruentes e
produziram elevado nimero de sementes nas hibridizacdes. Matallana et al. (2016) relataram
que os cruzamentos entre Aechmea araneosa L.B.Sm. e A. capixabae 1.B.Sm. e entre A.
araneosa e A. mutica L.B.Sm. eram congruentes em ambas as direcdes, enquanto os
cruzamentos entre Quesnelia quesneliana (Brongn.) L.B.Sm. e Q. blanda (Schott ex Beer)
Mez eram congruentes apenas quando a primeira atuava como receptora de pdlen, mas nao
como doadora. Neri et al. (2017) relataram que cruzamentos entre as espécies Vriesea scalaris
e V. simplex resultaram na producdo de frutos e sementes para ambas as espécies (74% em V.
scalaris € 93% em V. simplex). Palma-Silva et al. (2011) também observaram a ocorréncia de
hibridizacdo entre Pitcairnia albiflos Herb. e P. staminea LLodd. em ambas as direcdes. De
acordo com Wendt et al. (2002), Pitcairnia flammea Lindl., P. corcovadensis Wawra e P.

albiflos sdo interespecificamente compativeis.
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Os frutos produzidos por N. marigoi a partir dos cruzamentos heteroespecificos com
N. ferdinandocoburgii produziram um elevado nimero de sementes vidveis, que apresentaram
alta taxa de germinacgdo (76%) e originaram plantas bem desenvolvidas. Wendt et al. (2002)
também relataram uma alta porcentagem de germinacdo (72,1%) para as sementes resultantes
dos cruzamentos entre Pitcairnia albiflos e P. flammea. Souza et al. (2017) observaram que a
taxa de germinacdo das sementes produzidas a partir de hibridizacdes em espécies do género
Ananas foi superior a 93%. De acordo com Neri et al. (2017), a taxa de germinacdo das
sementes foi de 44% quando V. scalaris atuou como receptora de pdlen de V. simplex. Nos
cruzamentos entre Tillandsia polystachia (L.) L. e T. juncea (Ruiz & Pav.) Poir. e entre
Tillandsia polystachia e T. variabilis Schltdl. as taxas de germinacdo das sementes foram
(95%) e (93%), respectivamente, mas quando 7. polystachia foi a receptora de polen, as taxas
de germinacdo foram menores (23,8%) e (37,5%), respectivamente (Ramirez-Rosas et al.,
2020).

A hibridiza¢c@o pode influenciar a criagdo, a manuten¢do e a perda de biodiversidade,
permitindo o fluxo génico e a recombinacdo entre linhagens divergentes, podendo também
acelerar a extin¢do local de espécies raras (Wolf et al., 2001; Mota et al., 2018). Porém, a
hibridiza¢do natural é um processo importante na evolucao das plantas (Neri et al., 2018) e
comum em espécies recentemente divergentes, como aquelas que apresentam ripida radiacao
de espécies (Mallet et al., 2007). Bromeliaceae é bem conhecida por sua radiacdo adaptativa
recente (Benzing, 2000) e Bromelioideae € a subfamilia mais recentemente divergida em
Bromeliaceae. Problemas de delimitagdo taxondmica sdo comuns em muitos de seus géneros,
que podem estar relacionados a rdpida especiacdo e aos altos niveis de plasticidade fenotipica,
comumente observada entre seus representantes (Benzing, 2000; Givnish et al., 2011).

Em espécies estreitamente relacionadas, os sistemas de incompatibilidade

interespecifica podem falhar em rejeitar ativamente uma carga de pdlen estranho, permitindo



58

a hibridizacdo (Hiscock & Allen, 2008). Em estudo sobre a morfologia polinica e o potencial
germinativo de graos de pdlen de N. ferdinandocoburgii e N. marigoi, Fernandes et al. (2019)
observaram grande afinidade na morfologia polinica e alto potencial germinativo (superior a
90%) para os graos de pélen dessas espécies.

Nidularium ferdinandocoburgii € N. marigoi ocorrem em simpatria no Parque
Estadual do Ibitipoca, apresentam grande semelhanca morfoldgica, sendo dificil diferencid-las
na auséncia de inflorescéncias. Nidularium ferdinandocoburgii ocorre em alta densidade na
area de estudo, ao contrdrio de N. marigoi, que possui pequena populacio no local. Em nosso
estudo, N. marigoi foi encontrada em flor somente no més de fevereiro e N.
ferdinandocoburgii inicia a floracdo em outubro e termina em janeiro. Segundo Monteiro &
Forzza (2008), hd registros de floracdo de N. marigoi nos meses de dezembro e marco no
PEIB. Portanto, os periodos de floracdo dessas espécies podem coincidir na area de estudo,
possibilitando, a ocorréncia de hibridizacdo natural entre essas espécies. A sobreposi¢do de
floracdo favorece potencialmente a troca de pdlen interespecifico (Neri et al., 2018). As
espécies podem ainda, apresentar a mesma sindrome de polinizacdo e eventualmente,
compartilhar os mesmos polinizadores, uma vez que suas inflorescéncias apresentam atributos
e arquitetura floral semelhantes. Apesar de terem se formado em cruzamentos manuais, a
ocorréncia de hibridos naturais no campo nao foi observada. Futuros estudos genéticos e
moleculares serdo importantes para identificar a possivel ocorréncia de barreiras reprodutivas
entre essas espécies e sua relacdo com a evolucdo dos sistemas de acasalamento dessas

espécies.
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4. Biologia reprodutiva de Vriesea penduliflora L.B. Sm. (Bromeliaceae): uma bromélia

da Floresta Atlantica ameacada de extincao
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Resumo: Bromeliaceae apresenta distribuicdo essencialmente neotropical, com elevada
riqueza de espécies e endemismo na Floresta Atlantica. No presente estudo, investigamos a
biologia reprodutiva e a ecologia da polinizagc@o de Vriesea penduliflora, espécie endémica da
Serra da Mantiqueira e ameacada de extingdo. Em nivel populacional, a espécie apresentou
padrao fenolégico de floragdo anual e estratégia de florescimento individual caracterizada
como “steady state”. A antese € diurna e as flores permanecem abertas por 11 horas. A
produgdo de néctar foi continua durante a antese, com volume médio produzido de 101,78 pL
e contelido médio de acuicares de 27,69 mg. As flores de V. penduliflora apresentam atributos
compativeis a sindrome de ornitofilia. O beija-flor Colibri serrirostris foi considerado seu
principal polinizador, mas Apis mellifera também foi frequentemente observada polinizando
suas flores. Vriesea penduliflora é autocompativel, com potencial tanto para autofecundacao
quanto para cruzamento. A espécie, no entanto, ndo produz frutos sob autopolinizagdo
espontanea, sendo dependente do servico do polinizador. Acreditamos que a ocorréncia de
florivoria ocasionada por formigas do género Camponotus possa estar associada ao baixo
sucesso reprodutivo apresentado pela espécie em condi¢Oes naturais. Vriesea penduliflora esta
sujeita ao declinio continuo da qualidade de habitat, principalmente devido a incéndios
recorrentes em sua j4 limitada drea de ocorréncia. Desse modo, sugerimos que os esforcos de
conservagdo para V. penduliflora devem se concentrar, principalmente na conservacao do

habitat e de seus polinizadores.

Palavras-chave: autocompatibilidade, biologia da poliniza¢do, florivoria, Serra da

Mantiqueira, sucesso reprodutivo.
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Introducao

Bromeliaceae caracteriza-se como um grupo altamente diversificado de plantas
monocotiledoneas essencialmente neotropicais (Benzing, 2000). A familia apresenta elevada
riqueza, diversidade e endemismo, tanto genérico como especifico no Dominio Atlantico,
sendo este um de seus principais centros de diversidade (Martinelli et al., 2008; Givnish et al.,
2011). A maioria das espécies apresenta distribuicao restrita, com pequenas populagdes e alta
especificidade de habitat (Martinelli & Moraes, 2013). Muitas espécies de Bromeliaceae sao
microendémicas ou regionais e formam nicleos de endemismo (Zanella et al., 2012).

O género Vriesea Lindl. (Tillandsioideae) apresenta seu centro de diversidade na Mata
Atlantica brasileira, e neste bioma foi registrada a maior riqueza especifica para o género
(Wanderley & Martins, 2007; Forzza et al., 2015). Considerando o numero absoluto de
espécies de plantas ameacadas de extingdo, Vriesea € o segundo género mais ameacado do
Brasil devido a continua perda e degradacdao do habitat e a distribuicdo restrita, caracteristica
de muitas espécies pertencentes ao género (Martinelli & Moraes, 2013). Este é o caso de
Vriesea penduliflora L.B.Sm., endémica do Brasil e com populacdes restritas a Serra da
Mantiqueira. Essa espécie foi avaliada como “Em Perigo” pelo Livro Vermelho da Flora
Brasileira (CNC Flora, 2013). A fragmentacdo e a destruicio do habitat estdo entre as
principais ameacas a diversidade biolégica (Kuussaari et al., 2009). Vriesea penduliflora esta
sujeita ao declinio continuo na qualidade do habitat, principalmente devido a ocorréncia de
incéndios em algums dreas de ocorréncia (Martinelli & Moraes, 2013), o que pode agravar
ainda mais a situacao da espécie em seu ja limitado habitat natural em curto e longo prazo.

O conhecimento dos aspectos do sucesso reprodutivo € fundamental para a
compreensdo da evolucdo e manutencao das espécies, bem como para o desenvolvimento de
estratégias de conservagdo bem-sucedidas (Biittow et al., 2020). As bromélias t€m sido
amplamente estudadas em relacdo a muitos aspectos de sua biologia reprodutiva, tais como:
sistemas de reproducdo, biologia floral, fenologia de floracdo, ecologia de polinizacdo e
sucesso reprodutivo (Wendt, Canela, Klein, & Rios, 2002; Machado & Semir, 2006;
Matallana et al., 2010; Paggi et al., 2013; Marques, Tagliati, & Faria, 2015; Magalhaes,
Maruyama, Tavares, & Martins, 2018; Biittow et al., 2020; Lenzi & Paggi, 2020; Velasquez-
Noriega et al., 2020). Apesar do crescente nimero de estudos sobre aspectos reprodutivos em
Bromeliaceae, ainda hd uma grande lacuna de conhecimento a ser preenchida, sobretudo,
considerando o grande numero e diversidade de representantes da familia, os quais
desenvolveram uma grande diversidade de histérias de vida, estruturas vegetativas e florais,

bem como estratégias reprodutivas (Pool-Chalé et al., 2018).
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A familia exibe grande variacdo nos sistemas reprodutivos (Benzing, 2000). Tanto a
autogamia quanto a autoincompatibilidade foram registradas em Bromeliaceae (Matallana et
al., 2010; Wolowski, Ashman, & Freitas, 2013). Diversas espécies do género Vriesea sao
autocompativeis (Martinelli, 1994; Paggi et al., 2007; Matallana et al., 2010; Rocca &
Sazima, 2013; Wolowski et al., 2013) e seus principais polinizadores sdao beija-flores,
morcegos e insetos (Martinelli, 1994; Sazima, Buzato, & Sazima, 1996; Varassin & Sazima,
2000; Kaehler, Varassin, & Goldenberg, 2005; Schmid, Schmid, Kamke, Steiner, & Zillikens,
2011; Wolowski et al., 2013 ; Magalhaes et al., 2018).

A ornitofilia € o principal sistema de polinizagdo em Bromeliaceae e os beija-flores
sdo seus principais polinizadores (Benzing, 2000; Givnish et al., 2014). As bromélias
representam cerca de 30 a 45% dos recursos alimentares, principalmente néctar, usados por
beija-flores na Floresta Atlantica (Sazima, Buzato, & Sazima, 1996; Buzato, Sazima &
Sazima, 2000; Vizentin-Bugoni, Maruyama, & Sazima, 2014). Bromeliaceae também fornece
alimento e abrigo para uma ampla fauna associada e atrai uma variedade de polinizadores
durante o periodo de floragdo, caracterizando-se como amplificadoras da biodiversidade local
(Rocha et al., 2004), especialmente as chamadas “bromélias-tanque”, as quais atuam como
espécies-chave para a manuten¢do da biodiversidade e da complexidade estrutural de diversos
ambientes (Benzing, 2000).

Neste trabalho, investigamos o sistema reprodutivo, a fenologia e a ecologia da
polinizacdo de Vriesea penduliflora, uma espécie endémica da Serra da Mantiqueira e
ameacada de extin¢do. As seguintes questdes motivaram nosso estudo: (i) Qual € a natureza
dos sistemas de cruzamento da espécie? (ii) Quais sdo as sindromes de polinizacdo de V.
penduliflora? (ii1) Quais sdo os polinizadores da espécie? (iv) A espécie é dependente de
animais para a poliniza¢dao? (v) Qual € a taxa de sucesso reprodutivo de V. penduliflora sob
condig¢des naturais? Para tanto, investigamos a fertilidade e a viabilidade de seus individuos
por meio dos seguintes parametros: producdo de flores, frutos e formacdo de sementes.
Nossos resultados fornecem recomendacdes para o desenvolvimento de estratégias de
conservagdo diante das ameacas a que a espécie estd submetida em seu ja restrito habitat

natural.
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Material e métodos
Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB), localizado na Serra da
Mantiqueira, no estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. O PEIB localiza-se
hidrograficamente na regido do Alto Rio Grande e Alto Paraiba (Menini Neto et al., 2007). O
clima da regidao € classificado como Cwb, segundo Koppen (1948) com invernos secos e
verdes amenos a chuvosos. Com temperaturas médias de 12 a 15 ° C na época mais fria e
entre 18 a 22° C na época mais quente, ocorrem no parque altitudes superiores a 950 m,
atingindo até 1784 m em seu ponto mais elevado, correspondente ao Pico da Lombada
(Rodela & Tarifa, 2002; Menini Neto, Alves, Barros, & Forzza, 2007).

Em decorréncia dos gradientes altitudinais, fatores edéficos e disponibilidade de
umidade, no parque, ocorre um mosaico de fisionomias vegetais, compreendendo: floresta
nebular, nanofloresta nebular, arbustal nebular, savana arbustivo-arborea nebular, savana
arbustiva nebular, campina lenhosa nebular e campina lenhosa (Oliveira-Filho et al. 2013). O
Parque Estadual do Ibitipoca estd entre as dreas prioritirias para a conservacdo da flora no
Estado de Minas Gerais, citada na categoria de importancia bioldgica especial, sendo este o
nivel maximo adotado (Drummond, Martins, Machado, Sebaio, & Antonini, 2005). As
populacdes de V. penduliflora estudadas localizam-se no parque em elevagdes de c. 1.640-

1.670 m acima do nivel do mar (asl) (coordenadas 21°42°03.5 "S - 43°52°27.1" W).

Fenologia reprodutiva

As observagdes fenoldgicas foram realizadas no periodo de outubro a junho, entre os
anos de 2017 e 2019. Foi registrada a presenca ou a auséncia das seguintes fenofases: escapo
da inflorescéncia; inflorescéncia jovem; botdo floral; flores abertas, flores senescentes; frutos
imaturos e frutos maduros, monitoradas em visitas a campo a cada dois meses para um total
de 12 individuos. A classificacdo dos padrdes fenoldgicos de floracdo seguiu Newstrom,
Frankie e Baker (1994). O pico de floragao foi considerado o periodo no qual mais de 50%

dos individuos amostrados apresentavam flores (Machado & Semir, 2006).

Biologia floral

Os dados sobre a biologia floral foram coletados em 14 individuos de V. penduliflora
no campo e / ou trazidos do campo e cultivados na Estacdo Experimental de Cultivo e
Manutencao de Plantas da UFJF. Um total de 16 flores foram amostradas para registrar o

volume de néctar produzido (ul), a porcentagem e o contetido de agticares no néctar, a cor das
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pétalas e bricteas, a presenca ou auséncia de odor, o nimero de flores abertas por dia, o
comprimento do tubo da corola (cm) e o tempo de antese. A determinacdo do volume do
néctar foi realizada com microsseringas de 50 uL. (Hamilton, NV, EUA) e a concentracio de
acucares no néctar foi determinada com o uso de um refratdmetro portatil com escala BRIX
de 0 a 33% (Atago, Toquio, Japao). As medicdes foram realizadas em diferentes horarios ao
longo do dia, em flores de V. penduliflora (n = 16) previamente isoladas.

A receptividade do estigma foi testada quimicamente utilizando solucdo de peréxido
de hidrogénio a 3% (H,0,), em diferentes hordrios do dia. A consequente liberacao de bolhas
de oxigénio foi utilizada como indicador da receptividade do estigma (Kearns & Inouye,
1993). A disponibilidade de pdlen foi analisada tocando as anteras e observando-se a

consequente liberacdo de pdlen.

Sistema reprodutivo

Os experimentos de polinizagdo manual controlada foram conduzidos em 2019,
utilizando plantas transplantadas do campo para casa de vegetacdo. Os botdes florais foram
isolados antes dos experimentos. Cada flor recebeu um dos seguintes tratamentos: (1)
autopolinizacdo manual, a flor foi polinizada manualmente com pélen fresco obtido da mesma
flor; (2) autopolinizacdo espontianea, as flores ndo foram manipuladas; (3) polinizacdo
cruzada manual, os botdes florais foram emasculados e as flores foram polinizadas
manualmente usando pdlen fresco obtido de outra planta da mesma espécie (garantimos que
essas duas plantas eram de populacOes diferentes para evitar o uso de rametes dos mesmos
genetes); ou (4) agamospermia, os botdes florais foram emasculados e a inflorescéncia foi
ensacada. Cada inflorescéncia foi identificada e as pétalas das flores foram codificadas com
tinta acrilica de cores diferentes de acordo com o experimento de polinizagdo. As
inflorescéncias foram monitoradas até que a frutificacdo pudesse ser avaliada. Para cada
tratamento, a frutificacdo foi calculada como a porcentagem do nimero de frutos formados
dividido pelo nimero de flores testadas.

Os indices de autofertilidade (AFI) e autocompatibilidade (SCI) foram calculados
(Lloyd & Schoen, 1992). O indice de autofertilidade foi calculado como a porcentagem de
frutificacdo (AFIy) ou média de sementes por fruto (AFI) produzida por autopolinizagdao
espontanea dividida pela porcentagem de frutificacdo ou média de sementes por fruto, via
polinizagdo cruzada manual. O indice de autocompatibilidade foi calculado dividindo a
porcentagem de frutificacdo (SCly) ou média de sementes por fruto (SCI;) via autopoliniza¢io

manual pela porcentagem de frutificacdo ou média de sementes por fruto por polinizacdao
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cruzada manual. Segundo Ramirez & Brito (1990), as espécies autocompativeis ou
parcialmente autocompativeis apresentam valores entre 0,30 e 1,00. Valores abaixo de 0,30
caracterizam espécies autoincompativeis.

O desenvolvimento dos frutos foi monitorado periodicamente e cerca de quatro meses
apos a realizagdo dos cruzamentos experimentais, o nimero de sementes produzidas por fruto
em cada tratamento foi contabilizado. Os valores médios de sementes produzidas por fruto
nos tratamentos de polinizagdo foram comparados por meio de andlise de varidncia
(ANOVA). Apés a ANOVA unilateral, as médias obtidas para cada tratamento avaliado
foram comparadas pelo teste de Tukey (HSD, N desigual) a 5% de probabilidade usando o
software R (R Development Core Team 2019).

Sucesso reprodutivo

Além dos cruzamentos experimentais, a avaliagdo da polinizacdo aberta natural foi
realizada em 8 individuos que permaneceram no campo ao longo dos experimentos. O
sucesso reprodutivo foi avaliado nesses individuos estimando-se os seguintes parametros: 1)
altura da planta e inflorescéncia (cm); 2) potencial reprodutivo (numero total de flores
produzidas / individuo); 3) taxa de frutificacdo (fracdo das flores desenvolvidas em frutos
maduros sob condi¢des de polinizacdo natural); 4) nimero de sementes produzidas / fruto. A
taxa de frutificacdao foi baseada na contagem dos frutos maduros que produziram sementes. O

numero de sementes foi determinado em uma amostra de 16 frutos.

Visitantes florais

Ao longo da antese, a presenca de polinizadores e visitantes florais foi realizada por
meio de observacdes naturalisticas e registrada por meio de videos e fotografias, no periodo
da manha (9h) até o inicio da tarde (15h), em outubro de 2017 e em janeiro e marco de 2019,
totalizando 40 horas de observagdo. Os beija-flores foram identificados no campo e a
nomenclatura taxondmica seguiu as recomendacgdes do Comité Brasileiro de Registros

Ornitoldgicos (Piacentini et al., 2015).

Resultados

Fenologia reprodutiva

O florescimento de Vriesea penduliflora ocorreu no periodo chuvoso, com inicio em

novembro. Foram observadas as seguintes fenofases: escapo floral / inflorescéncia jovem:;
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botdo floral e flores abertas, estendendo-se até o més de fevereiro. O pico de floracdo da
espécie ocorreu no més de janeiro. A espécie apresentou apenas um evento de floragdo / ano.
A estratégia de floracdo de V. penduliflora é do tipo de disponibilidade regular ou "steady
state" (sensu Gentry, 1974). Em escala populacional, o padrdo foi caracterizado como
intermedidrio, podendo variar de um a cinco meses de floracdo, de acordo com os padrdes
propostos por Newstron et al. (1994). A frutificacdo iniciou em fevereiro, estendendo-se até

julho.

Sucesso reprodutivo

A altura média das plantas de V. penduliflora incluindo a inflorescéncia foi de 118,16
cm + 6,45 e a altura média da inflorescéncia foi de 98 cm + 2,60 (Tabela 1). O potencial
reprodutivo da espécie apresentou um nimero médio de 130 flores produzidas por individuo.
Sob condi¢des naturais, V. penduliflora apresentou taxa de frutificacdo de apenas 29,81%.
Foram produzidas, em média, 156,06 + 27,03 sementes por fruto. Os frutos sdao do tipo
capsula e quando maduros apresentam tamanho médio de 3,4 cm de comprimento. As
sementes tém comprimento médio de 0,47 cm + 0,04 e sdo dotadas de apéndices plumosos,
que evidenciam a ocorréncia da sindrome de dispersdo anemocoérica. O comprimento médio

das sementes com os apéndices plumosos foi de 1,77 cm £ 0,09.

Biologia floral e polinizadores

Vriesea penduliflora apresenta inflorescéncia paniculada, laxa, excedendo a roseta
foliar. As flores de V. penduliflora apresentam corolas de formato tubular, com comprimento
médio de 3,5 cm e coloragdo amarela, assim como as sépalas. A espécie apresenta pedinculo
da inflorescéncia ereto, glabro, de coloracdo vermelha intensa. As bricteas do pedunculo e as
brécteas florais apresentam cor vermelha com édpice amarelo (Figura 1-a). O contraste entre o
amarelo das flores e o vermelho do pedinculo, torna as inflorescéncias muito vistosas e
atrativas aos beija-flores.

O numero médio de flores abertas por dia foi de 3,24 + 2,31 e variou de uma a, no
maximo, sete flores abertas por individuo. Nao observamos uma ordem de abertura das flores
ao longo da inflorescéncia, as quais se desenvolveram de maneira aleatdria. As flores sao
inodoras e apresentam antese diurna (com inicio as 6:00 horas). O periodo de disponibilidade
das flores foi de aproximadamente 11 horas. Durante este periodo a producdo de néctar foi
constante, as anteras ja estavam abertas, os grdos de pdlen podiam ser removidos com

facilidade e o estigma apresentava-se receptivo. As flores de V. penduliflora produziram um
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volume médio de néctar de 101,78 pL £ 22,20 e a producao foi continua ao longo do periodo

de antese da flor. A concentracdo de aguicares no néctar variou de 20% a 26%, com

concentracdo média de 24,67% + 1,9 e contetido médio de acticares de 27,79 mg por flor.

Tabela 1. Caracteristicas reprodutivas e parametros de fertilidade analisados em Vriesea

penduliflora: Nimero (N), média (X), desvio padrdo (+ DP).

Caracteristicas Reprodutivas N X +DP
Altura da planta com inflorescéncia 16 118,16
Altura da inflorescéncia 16 98
Flores por inflorescéncia 20 130
Numero médio de flores abertas/dia 40 3,24 +2.31
Comprimento da corola (mm) X + s 6 3,5+0,45
Tamanho dos frutos 10 3,4+0,16
Sementes por frutos 16 156, 06 += 27,03
Tamanho das sementes 30 0,47 + 0,04
Volume de néctar (uL) 30 101,78 uL £22,2
Concentragdo de agucares no néctar (%) 30 24,67 % + 1,9
Contetdo de agicares no néctar (mg) 30 27,69

Horario da antese

Disponibilidade da flor aos visitantes

Horas de observagao

6:00 as 17:00

11 horas

40

Observamos duas classes de visitantes florais para V. penduliflora: o beija-flor, Colibri

serrirostris e a abelha Apis mellifera, caracterizando um sistema de polinizacdo misto (Figura

1- b, e). Ambos foram frequentes ao longo do dia durante todo o periodo de floracdo de V.
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penduliflora. Colibri serrirostris foi o polinizador mais frequente, durante uma hora de
observacao, até 16 visitas do mesmo polinizador foram registradas em cada inflorescéncia. As
visitas ocorreram ao longo de todo o dia e foram mais frequentes no periodo da manha. A
espécie permaneceu de trés a seis segundos em cada flor, sendo o bico o principal local de
deposicdo dos graos de pdlen.

Os beija-flores foram observados pairando em frente as flores coletando néctar,
introduzindo seus bicos entre as pétalas em dire¢cdo a base da corola, onde se localiza a
camara de néctar, entrando em contato com as anteras e o estigma, realizando, portanto,
visitas legitimas as flores. As visitas dos beija-flores foram rdpidas, com um curto intervalo de
tempo entre as visitas, aproximadamente 15 minutos, por vezes, eles visitavam flores da
mesma inflorescéncia, assim como, flores de individuos distintos. Ocasionalmente, entre 0s
intervalos de visitas as flores, C. serrirostris foi observado, empoleirado em arvores proximas
a V. penduliflora, exibindo comportamento agonistico em relacdo a outros beija-flores que
tentavam se aproximar e emitiam vocalizacdes caracteristicas.

A abelha Apis mellifera também foi considerada um polinizador legitimo de V.
penduliflora, com alta frequéncia de visitas as suas flores. A espécie foi registrada visitando
as flores das 9:00 as 15:00 horas, a abelha foi observada com maior frequéncia forrageando
flores da mesma inflorescéncia, e, ocasionalmente, visitavam flores de inflorescéncias
distintas. As abelhas pousavam na corola e se prendiam a ela usando as pernas e dobrando a
parte ventral do corpo, acessando o tubo da corola, contactando as anteras e o estigma com a
cabeca e a parte ventral do térax (Figura 1- e).

O forrageio de flores, botdes florais e estruturas vegetativas por formigas pertencentes
ao género Camponotus foi frequentemente registrado no campo. Acreditamos que a
ocorréncia de florivoria possa estar relacionada a baixa frutificacdo apresentada pela espécie
sob condicdes naturais. A presenga continua de formigas durante a floracdo (Figura 1- f, g) e
seu registro em dois anos consecutivos na populacdo estudada revelam que hd uma relacio
muito mais comum entre as espécies de Camponotus e V. penduliflora do que um mero
registro acidental. Um dos individuos selecionados aleatoriamente para o estudo da fenologia

e do sucesso reprodutivo foi totalmente consumido pelas formigas no campo.
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Figura 1 (a) Inflorescéncia de Vriesea penduliflora. (b) Colibri serrirostris polinizando as
flores de V. penduliflora. (c, d) C. serrirostris empoleirado em arbustos préximo a plantas de
V. penduliflora. (e) Apis melifera polinizando flores de V. penduliflora. (f, g) Camponotus

rufipes consumindo corolas de V. penduliflora.

N
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Sistema reprodutivo de Vriesea penduliflora

Vriesea penduliflora é autocompativel, considerando seu ISIf de 0,79 e ISI de 1,15.
Os tratamentos de autopolinizacdo manual e polinizagdo cruzada manual apresentaram a
maior frutificagdo, os percentuais foram de 69,23% e 55%, respectivamente (Tabela 2). A
taxa de frutificacdo sob condi¢des naturais foi de apenas 29,81%, evidenciando baixa
fertilidade natural. Nos tratamentos de autopolinizacdo espontinea e agamospermia, nao

houve formacao de frutos férteis.

Tabela 2. Frutificacdo e nimero médio de sementes vidveis por fruto (média = 1 DP) apds
tratamentos de polinizagdo em Vriesea penduliflora. O nimero de plantas indica quantas
inflorescéncias diferentes estavam disponiveis para cada tratamento. Os indices de
autofertilidade e autocompatibilidade sdo baseados na frutificacdo ou média de sementes por

fruto em autopoliniza¢do espontanea, autopolinizacao e polinizacio cruzada.

Numero de Taxa de Sementes
Tratamento . ~
plantas frutificaciao por fruto
Polinizacao 3 69.23% (9/13) 154.56 (% 45.20)

cruzada manual (n =9 frutos)

Autopohr}lzagao 3 0 (0/16) 0P
espontanea
Autopolinizag¢io 3 55% (11/20) 179.18 (+ 32.74)*
manual (n =11 frutos)
C 29.81% 156.06 (£23.03)"
Polinizacdo aberta 8 (311/1043) (n = 16 frutos)

Indice de Autofertilidade (AFIy) =0; (AFL) =0
Indice de autocompatibilidade (ISIy) = 0.79; (ISIy) = 1.15

O numero de frutos formados e o numero de flores testadas sdo apresentados entre parénteses
(frutos / flores). O teste de ANOV A seguido do teste Tukey HSD foi realizado entre o ndmero
médio de sementes por fruto registrado apds os tratamentos de poliniza¢do controlada (F =
29,54) e entre os tratamentos de polinizacdo aberta e controlada (F = 18,79). Os valores
seguidos por uma letra sobrescrita diferente dentro de uma coluna sdo significativamente

diferentes de acordo com o teste t (valor P <0,0001).
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A ANOVA unilateral seguida pelo teste de Tukey ndo detectou diferencas
significativas entre os tratamentos de autopolinizacdo manual, polinizacdo cruzada e
polinizacdo natural com relacdo ao nimero médio de sementes produzidas (Tabela 2). O
indice de autogamia foi zero, evidenciando que a espécie ndo é capaz de frutificar
espontaneamente na auséncia de polinizadores, sendo estes essenciais para a reprodugdo da
espécie. Nossos resultados evidenciam que V. penduliflora requer a presenca de agentes
polinizadores para a produgdo de frutos férteis, sendo estes necessarios para a reprodugdo

tanto por meio de autopdlens quanto de cruzamentos.

Discussao

Vriesea penduliflora apresentou padrao de floracdo anual em nivel de populacdo e
uma estratégia de florescimento individual caracterizada pelo padriao “steady state” (Gentry,
1974). A espécie floresceu na estacdo chuvosa com pico de floragdo no més de janeiro.
Vriesea penduliflora apresenta flores com corolas de formato tubular, com comprimento
médio de 3,5 cm e coloragdo amarela. O nimero de flores abertas por dia variou de uma a no
maximo sete flores por individuo e o nimero médio de flores abertas por planta a cada dia foi
de 3,24 + 2,31. Esses valores sdo semelhantes aos observados por Nunes, Briet, Galetto,
Sazima, & Amorim (2018) para V. altodaserrae LBSm., cujo nimero de flores abertas por
individuo por dia variou de uma a seis, com média de 3,4 flores abertas por dia. A estratégia
de abertura de poucas flores por dia com periodo de floragdo relativamente longo, classificada
como “‘steady state” por Gentry (1974), caracteriza uma disponibilidade regular ou constante
de recursos alimentares aos visitantes florais.

Essa estratégia favorece o aumento de cruzamentos aleatdrios entre individuos e o
numero de fecundacdes cruzadas na populacdo (Siqueira-Filho & Machado, 2001). Esse
padrdo foi relatado por Martinelli (1994) para vdrias outras espécies pertencentes ao género
Vriesea, tais como: Vriesea flammea LBSm., V. haematina LBSm., V. paraibica Wawra e V.
vagans (LBSm.) LBSm., todas com antese diurna e flores, que se abrem por volta das 6h,
assim como observado para V. penduliflora. O mesmo padrdo também foi documentado para
V. carinata Wawra, V. ensiformis (Vell.) Beer e V. incurvata Gaudich. (Aratjo, Fischer &
Sazima, 1994) e para V. rodigasiana E.Morren (Rocca & Sazima, 2013). O padrao fenoldgico
“steady state” estd amplamente disseminado entre as espécies da familia Bromeliaceae. Para
além do género Vriesea, também foi relatado para: Canistrum aurantiacum E.Morren

(Siqueira-Filho & Machado, 2001); Dyckia brevifolia Baker (Rogalski, Reis, Reis, &
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Hmeljevski, 2009); Canistropsis micros (E. Morren ex Mez) Leme (Nunes-Freitas & Rocha,
2011); Encholirium spectabile Mart. Ex Schult. f. (Queiroz, Quirino, Lopes, & Machado,
2016) e Aechmea bracteata (Sw.) Griseb. (Pool-Chalé et al., 2018). Essa estratégia ocorre
comumente em plantas especializadas em um determinado tipo de polinizador (Stiles, 1978;
Fleming, 1982) e € comum em espécies ornitdfilas de Bromeliaceae (Martinelli, 1997).

Em V. penduliflora a producdo de néctar foi continua ao longo de toda a antese, o
volume de néctar produzido variou de 75 a 129 pL e o volume médio de néctar foi de 101,78
pL com concentracdo média de aguicares de 24,67% =+ 1,9. Estes dados sdo compativeis com
os registrados para outras espécies ornitofilas congéneres. Segundo Martinelli (1994), para V.
altomacaensis A.F.Costa, a concentracdo de acucares no néctar foi de 24% e para V.
heterostachys (Baker) L.B.Sm. a concentracdo de acucares no néctar foi de 27,4%. Em V.
friburguensis Mez., a concentracdo média de acucares no néctar foi de 25,6% e o volume
médio de néctar produzido foi de 23,75 pL (Paggi et al., 2012). Para V. altodaserrae, uma
outra espécie ornitdfila, a concentracdo de actcares no néctar foi de 26,5 uL (Nunes et al.,
2018). No caso das bromélias, o néctar é o recurso floral mais atrativo para os beija-flores
(Bastos et al., 2017) sendo estes seus principais polinizadores (Benzing, 2000; Givnish et al.,
2014).

A producdo continua de néctar durante o periodo de antese pode estimular a visitacao
de polinizadores, aumentando as chances de polinizacdo (Lenzi & Paggi, 2020). Vriesea
penduliflora possui atributos compativeis com a sindrome de ornitofilia, tais como:
inflorescéncias expostas, flores tubulares e inodoras, cores brilhantes ou contrastantes, antese
diurna, néctar como recurso, apresentando concentracdo entre 20% e 32% (Grant & Grant,
1968; Faegri & Pijl, 1980). Vriesea penduliflora apresenta pedinculo da inflorescéncia de cor
vermelho intenso e as bracteas do pedunculo apresentam cor vermelha com 4pice amarelo. O
contraste entre o amarelo das flores e o vermelho brilhante do pedunculo, torna suas
inflorescéncias muito vistosas e atrativas aos beija-flores. O beija-flor Colibri serrirostris
apresentou comportamento de polinizador efetivo de V. penduliflora e foi um visitante
frequente, as visitas foram mais frequentes pela manha, por volta das 10h00 e no inicio da
tarde, por volta das 13h00. Os beija-flores realizavam visitas legitimas as flores, a espécie foi
observada introduzindo o bico entre as pétalas em direcdo a base da corola. Esse movimento
induz os beija-flores a penetrarem na flor com seus bicos, enquanto coletam o néctar realizam
a polinizacdo, permitindo o contato das anteras com estigma receptivo (Bastos et al., 2017).

Nas visitas realizadas por C. serrirostris houve deposicao de pdlen no bico proximo as

narinas, o que segundo Siqueira-Filho & Machado (2001) é comum em beija-flores ndo
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ermitdes de bico mais curto, como os da subfamilia Trochilinae, os quais frequentemente sao
registrados como polinizadores de Bromeliaceae, inclusive de espécies pertencentes ao género
Vriesea. Os principais visitantes de V. altomacaensis e V. haematina foram os beija-flores:
Stephanoxis lalandi (Vieillot, 1818), Clytolaema rubricauda (Boddaert, 1783) e Leucochloris
albicollis (Vieillot, 1818) e o tnico visitante das flores de V. flammea L.B.Sm. foi o beija-flor
Clytolaema rubricauda (Martinelli, 1994). Rocca & Sazima (2013) registraram os beija-
flores, Amazilia versicolor (Vieillot, 1818), Thalurania glaucopis (Gmelin, 1788) e
Ramphodon naevius (Dumont, 1818) como polinizadores de V. rodigasiana, sendo T.
glaucopis, de bico curto, seu polinizador mais eficaz. Os Troquilineos, Thalurania glaucopis
e Leucochloris albicollis foram os principais visitantes e polinizadores das flores de V.
altodaserrae (Nunes et al., 2018). O beija-flor Amazilia fimbriata (Gmelin, 1788) foi
registrado como importante polinizador de V. neoglutinosa Mez. (Magalhaes et al., 2018).

Os beija-flores realizam visitas rdpidas em cada individuo e podem voar por longas
distancias em curto espago de tempo (Gill, 1985), visitando mais plantas do que visitantes que
passam muito tempo em cada individuo. Esse comportamento pode favorecer a ocorréncia de
polinizacdo cruzada (Canela & Sazima, 2003). Colibri serrirostris comumente estabelece
territorios em torno das bromélias visitadas (manchas florais ricas em recursos) defendendo os
territérios de forrageamento, por vezes apresentando comportamento agonistico e emitindo
vocalizagdes caracteristicas. Persegona, Corréa e Roper (2009) observaram a ocorréncia de
fortes interagdes entre C. serrirostris € Leucochloris albicollis. Machado (2014) relatou a
ocorréncia de eventos agonisticos envolvendo vérias espécies, entre as quais C. serrirostris.
Os ndo ermitdes tipicamente apresentam comportamento de forrageamento caracteristico,
possuem territério (Stiles, 1975). No presente estudo, as visitas do beija-flor foram registradas
em areas mais abertas, com vegetacdo esparsa. Colibri serrirostris € uma espécie campestre,
comum em cerrados e paisagens abertas (Sick, 1997; Silva, Souza, Bieber, & Carlos 2003),
sendo incomum em areas florestais (Machado, 2009).

Apis mellifera também foi frequentemente observada polinizando as flores de V.
penduliflora. As abelhas visitaram as flores individualmente e permaneceram por longos
periodos em suas inflorescéncias. A espécie € considerada um visitante floral dominante em
diversas comunidades neotropicais (Souza, Maruyama, & Aoki, 2018) e comumente
registrada como polinizadora de Bromeliaceae. Apis mellifera foi registrada como
polinizadora das seguintes espécies: Pitcairnia angustifolia Aiton. (Fumero-Caban &
Meléndez-Ackerman, 2007), Hechtia schottii Baker (Ramirez Morillo et al., 2008),

Alcantarea nahoumii (Leme) J.R.Grant. (Bastos et al., 2017). Foi considerada um visitante
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muito frequente e abundante de Dyckia brevifolia (Rogalski et al., 2009) e relatada como uma
eficiente polinizadora de V. neoglutinosa (Magalhdes et al., 2018). No entanto, para D.
excelsa, a espécie foi relatada apenas como um polinizador ocasional (Lenzi e Paggi, 2020).
Em nosso estudo, consideramos que A. mellifera ¢ um importante polinizador de V.
penduliflora. Assim como reportado por Magalhdes et al. (2018), para V. neoglutinosa,
mesmo a carga de pdlen trazida por polinizadores menos mdéveis, como abelhas e formigas
(potencialmente contendo mais autopdlens), € suficiente para produzir frutos e sementes,
sobretudo, considerando-se que V. penduliflora € uma espécie autocompativel.

Os sistemas de polinizacao mistos podem ser mais efetivos se comparados aqueles que
apresentam apenas um grupo de polinizador (Muchhala, Caiza, Vizuete, & Thomson, 2009).
A ocorréncia de sistemas mistos de polinizacdo é amplamente documentada para a familia
Bromeliaceae (Canela & Sazima, 2005; Kamke, Schmid, Zillikens, Lopes, & Steiner, 2011;
Schmid et al., 2011; Magalhdes et al., 2018; Godoy et al., 2018; Lenzi e Paggi, 2020).
Segundo Magalhaes et al. (2018), em V. neoglutinosa a polinizagdo foi promovida por grupos
distintos de visitantes (beija-flores, abelhas e formigas). Em Alcantarea nahoumii foram
registrados como polinizadores: beija-flores, abelhas, borboletas e o passaro Coereba flaveola
(Linnaeus, 1758) (Bastos et al. 2017). Godoy et al. (2018) relataram falcdes e beija-flores
como polinizadores potenciais de Bromelia hieronymi Mez. e as borboletas foram
consideradas seus polinizadores ocasionais. As espécies Bromelia antiacantha Bertol e
Dyckia brevifolia Baker foram polinizadas por beija-flores e abelhas (Canela & Sazima, 2005;
Rogalski et al., 2009). Para D. excelsa, beija-flores, abelhas e borboletas foram registrados
como polinizadores (Lenzi & Paggi, 2020).

Observamos a ocorréncia de florivoria ocasionada por formigas do género
Camponotus em V. penduliflora. Esse processo pode estar associado ao baixo sucesso
reprodutivo apresentado pela espécie. Sob condi¢des naturais, a taxa de frutificagdo de V.
penduliflora foi de apenas 29,8%, evidenciando baixa fertilidade natural, o que pode, em
longo prazo, comprometer localmente a viabilidade da populacdo. A incidéncia de florivoria e
os danos dela decorrentes foram relatados para diversas outras espécies de Bromeliaceae.
Cascante-Marin Oostermeijer, Wolf, e Den Nijs (2005) relataram que formigas cortadeiras
(Atta sp.) cortavam os lobos da corola, os estames e o pistilo de Werauhia gladioliflora
(H.Wendl.) J.R.Grant, reduzindo o conjunto de frutos produzido. Para essa mesma espécie, foi
relatada a ocorréncia de florivoria ocasionada por vespas, que provocaram uma reducdo de

70% em seu sucesso reprodutivo (Cascante-Marin, Wolf & Oostermeijer, 2009).
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Grohme, Steiner & Zillikens (2007) observaram que os botdes florais de V.
Jfriburgensis foram parasitados por vespas do género Eurytoma, que esterilizavam as flores,
com isso, 0s botdes ndo se abriam e secavam, impedindo a formacdo de frutos. Em Puya
nitida Mez., os primérdios das inflorescéncias e flores foram afetados por Dipteros,
Himenopteros e Coledpteros (Saldarriaga, 2014). A incidéncia de florivoria também foi
relatada em Tillandsia carlos-hankii Matuda, nesse caso, ocasionada por vertebrados e insetos
(Palacios-Mosquera, Mondragén & Santos-Moreno, 2019). Em Neoregelia ibitipocensis
(Leme) Leme foi relatada a ocorréncia de florivoria ocasionada por formigas cortadeiras
(Freitas et al., 2020). A herbivoria nos tecidos reprodutivos das plantas pode provocar severas
consequéncias para o fitness (Carlson & Harms, 2007).

Estudos anteriores sobre sistemas de reproducdo demonstraram a predominéincia da
autocompatibilidade no género Vriesea (Martinelli, 1994; Paggi et al., 2007; Matallana et al.,
2010; Rocca & Sazima, 2013; Wolowski et al., 2013). Vriesea penduliflora é autocompativel,
nossos dados indicam o potencial da espécie tanto para autofecundacdo quanto para
fecundacdes cruzadas. Nos tratamentos de polinizagdo cruzada e autopolinizacdo manual
foram produzidos frutos férteis e elevado nimero de sementes. A espécie, no entanto, nao
produz frutos sob autopoliniza¢do espontanea, evidenciando sua dependéncia do servico do
polinizador para manter a viabilidade de suas popula¢des naturais. Segundo Wolowski (2013)
dentre as espécies V. longicaulis (Baker) Mez., V. carinata Wawra, V. gradata (Baker) Mez e
V. penduliflora apenas a ultima ndo foi capaz de produzir sementes por meio de
autopolinizacdo espontinea, assim como observamos no presente estudo. Matallana et al.
(2010) investigaram o sistema reprodutivo de diversas espécies de Bromeliaceae, dentre as
quais, doze espécies pertencentes ao género Vriesea. Destas, somente V. bituminosa Wawra
nao produziu frutos sob autopolinizacdo espontanea e apenas V. longicaulis apresentou
autoincompatibilidade.

Embora a autocompatibilidade ocorra amplamente nas trés subfamilias de
Bromeliaceae (Matallana et al., 2010; Wolowski et al., 2013), a maioria das espécies
autocompativeis necessitam de servi¢os de polinizacdo, pois, muitas vezes, a autopolinizagdo
espontianea ndo culmina na producdo de sementes. A autocompatibilidade pode ser resultado
de eventos de dispersdo e fragmentacdo, o que comumente ocorre em plantas raras que
exigem habitats especificos (Wendt et al., 2002) como € o caso de V. penduliflora, uma
espécie com distribuicdo altamente restrita as areas de Matas Nebulares e vegetacdes
campestres de altitude, endémica da Serra da Mantiqueira nos estados de Minas Gerais e Rio

de Janeiro (CNCFlora 2012).



90

Vriesea penduliflora estd sujeita ao declinio continuo da qualidade de habitat,
principalmente devido a ocorréncia de incéndios nas regides mais elevadas das Serras de
Ibitipoca e do Itatiaia, suas principais areas de ocorréncia (Martinelli & Moraes, 2013). A
fragmentacdo e a destruicdo de habitats estdo entre as principais ameagas a diversidade
bioldgica (Kuussaari et al., 2009). A ocorréncia de incéndios severos e recorrentes em uma
formacdo florestal pode conduzir a desestruturacdo da composic¢ado floristica, com reflexos na
diversidade de espécies (Malkisnon, Wittenberg, Beeri, & Barzilai, 2011; Peixoto et al.,
2012). Em 2020 ocorreu um incéndio de grandes propor¢des no Parque Estadual de Ibitipoca
que atingiu cerca de 330 hectares dentro do Parque e 40 hectares no entorno desta Unidade de
Conservacao (Clarice Silva, comunicacdo pessoal), o parque possui drea total de 1.488
hectares (IEF, 2007). A ocorréncia de incéndios de tamanha propor¢ao, sobretudo, dentro de
uma UC, ressalta a fragilidade dos habitats e o elevado grau de ameaca a que as espécies se
encontram submetidas, reforcando a necessidade do desenvolvimento e implementacdo de
estratégias que promovam a conscientizacao da sociedade em geral, uma vez que grande parte
dos incéndios tem origem antropica. Desse modo, sugerimos que os esfor¢cos de conservacao
para V. penduliflora devem se concentrar, principalmente na conservacao do habitat e de seus
polinizadores. Estudos futuros devem investigar questdes relacionadas a eficdcia dos
diferentes polinizadores e explorar questdes relacionadas ao efeito da florivoria sob o sucesso
reprodutivo da espécie. Estes estudos poderiam auxiliar na compreensdo da estabilidade e
viabilidade das populacOes naturais de V. penduliflora e serdo importantes para avaliar as
consequéncias das ameacas sofridas pela espécie sob a fertilidade de suas populagdes e nas

relacdes com seus polinizadores.
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5. CONCLUSAO

Os resultados gerados nos capitulos que compreendem esta tese ampliam o
conhecimento a respeito dos diversos mecanismos reprodutivos que ocorrem na familia
Bromeliaceae e contribuem para o desenvolvimento de iniciativas de conservagdo para
espécies de Bromeliaceae endémicas e ameacgadas da Floresta Atlantica.

Nidularium ferdinandocoburgii e N. marigoi exibem grande similaridade morfolégica
e seus periodos de floragdo podem se sobrepor. Nidularium ferdinandocoburgii possui
numerosas populacdes no PEIB, enquanto N. marigoi apresenta apenas uma pequena
populacdo na drea de estudo. Os cruzamentos heteroespecificos resultaram na producdo de
frutos férteis quando N. marigoi atuou como receptora de pdlen, originando plantas vigorosas.
Constatamos que ambas as espécies sao autoincompativeis. Colibri serrirostris foi registrado
como polinizador frequente de N. ferdinandocoburgii.

Vrisea penduliflora € autocompativel, no entanto, ndo produz frutos sob
autopolinizacdo espontanea, sendo, portanto, dependente dos servigos prestados pelos
polinizadores. O beija-flor C. serrirostris foi considerado o principal polinizador da espécie,
embora Apis mellifera também tenha sido registrada polinizando suas flores. Vriesea
penduliflora apresentou baixo sucesso reprodutivo sob condi¢des naturais, provavelmente
devido a ocorréncia de florivoria ocasionada por formigas do género Camponotus, as quais
foram frequentemente observadas consumindo suas flores.

Neoregelia ibitipocensis € parcialmente autoincompativel, apresenta potencial tanto
para autofecundacdo quanto para cruzamentos. As populacdes da espécie foram afetadas por
intensa predacdo de frutos e sementes ocasionada por larvas de Tipulidae em seu habitat
natural. A herbivoria reduziu drasticamente o sucesso reprodutivo da espécie, comprometendo
a fertilidade e a viabilidade de suas populacdes naturais. Observamos a producio de frutos
partenocérpicos tanto nos experimentos de polinizacdo controlada quanto sob condicdes
naturais. A partenocarpia parece representar uma estratégia para aumentar O Sucesso
reprodutivo de N. ibitipocensis, amenizando os efeitos causados pela predacdao em seu habitat
natural. Desenvolvemos um protocolo eficiente para introducido e multiplicacdo in vitro de N.
ibitipocensis, fornecendo alternativas para o desenvolvimento de estratégias de conservacao in
situ e ex situ para a espécie.

Todas as quatro espécies foco deste estudo, sdao dependentes dos servicos dos
polinizadores para a sua reproducdo, desde as espécies altamente autoincompativeis, como
Nidularium ferdinandocoburgii e Nidularium marigoi, até Neoregelia ibitipocensis, uma

espécie parcialmente autoincompativel e Vriesea penduliflora, uma espécie autocompativel,
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porém autoestéril, todas as espécies podem ser consideradas preferencialmente xenogamicas.
Esse fato ressalta a importancia dos agentes polinizadores para a manutencao da fertilidade e
viabilidade de suas popula¢des naturais. Desse modo, reforcamos aqui a necessidade urgente
de se priorizar a conservacdo das florestas, uma vez que a principal ameaga para a
biodiversidade, sobretudo, em regides tropicais € a fragmentacio e a destruicdo do habitat. A
Mata Atlantica representa o centro de diversidade da familia Bromeliaceae, no entanto, este é
um dos biomas mais ameacados do planeta, com indices de desmatamento crescentes e
alarmantes em seus territorios.

Sugerimos que os esforcos de conservacdo sejam concentrados principalmente na
preservacdo do habitat e consequentemente dos agentes polinizadores. Para tanto, €
necessdrio que a preservacdo do meio ambiente seja pauta de politicas de governos que
resultem efetivamente na implementacao de politicas publicas que promovam a conservacgao

da natureza, assegurando o direito de todos a um meio ambiente ecologicamente equilibrado.
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6. APENDICE - Artigo: Sucesso reprodutivo, herbivoria e conservacao ex
situ de Neoregelia ibitipocensis (Bromeliaceae): uma espécie endémica e
ameacada de extin¢iao da Floresta Atlantica
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Abstract. Herbivory in plant reproductive tissues can severely reduce the fitness of the species, especially for those
threatened with extinction. We investigated aspects of the reproductive ecology of Neoregelia ibitipocensis (Leme)
Leme, an endangered species restricted to a few cloud forests sites in the Brazilian Atlantic Forest. Data on breeding
systems, fertility, and viability of its populations are provided, as well as alternatives for development of strategies for
ex situ conservation. Hand pollination experiments revealed that N. ibitipocensis is partially self-incompatible. Fruit
and seeds were affected by intense herbivory caused by Tipulidae (Diptera) larvae. The predation reached 100% of the
analysed infructescences during the first year of the study. We observed the production of parthenocarpic fruit both
through controlled pollination experiments and under natural conditions. The potential for self-pollination and
autogamy probably compensate for the reduced ability of the species to attract pollinators due to its small floral
display. In the same way, parthenocarpy seems to represent a strategy to enhance the fitness of N. ibitipocensis,
mitigating the effects of the predation. We developed an efficient protocol of in vitro multiplication, which represents a
viable alternative for ex situ conservation of the species.
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Introduction

Bromeliaceae comprises 3657 species (Gouda et al. 2021) with
a distribution restricted to the Neotropics (Benzing 2000). It is
the fourth richest family in the number of species in the
Atlantic domain (Stehmann et al. 2009). In the Brazilian
Atlantic Forest, Bromeliaceae also has the highest number
of threatened species, a factor that places it as a priority in
biodiversity conservation programs (Pilatti et al. 2011).
Bromeliads have established important ecological
interactions with diverse vertebrate and invertebrate fauna
that are often partially or totally dependent on them for
their survival. They are sources of pollen, nectar, fruit,
water, shelter or breeding sites (Benzing 2000). Given that
many key functional aspects of ecosystems closely depend on
biotic interactions (Diaz et al. 2013), the potential extinction of

Journal compilation © CSIRO 2021

bromeliad species may accelerate the local extinction of other
species.

The family Bromeliaceae have been extensively studied
with regard to many aspects of their reproduction, such as
breeding systems (e.g Wendt ez al. 2002; Matallana ez al. 2010;
Palma-Silva et al. 2015; Lenzi and Paggi 2020), floral biology
(e.g. Nara and Webber 2002), flowering phenology
(e.g. Machado and Semir 2006; Santana and Machado
2010; Nunes-Freitas and Rocha 2011), reproductive success
(e.g. Paggi et al. 2007, 2013; Biittow et al. 2020), and
pollination ecology (e.g. Kaehler et al. 2005; Rocca and
Sazima 2013; Marques ef al. 2015; Aguilar-Rodriguez et al.
2019; Velasquez-Noriega et al. 2020). By contrast, knowledge
about plant-animal relationships that negatively affect
reproductive success in Bromeliaceae is still quite scarce
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(Nara and Webber 2002; Cavallari 2004; Cascante-Marin ef al.
2005; Lenzi et al. 2006; Schmid et al. 2010; Saldarriaga 2014).
Studies on herbivory of fruit and seeds are relevant because
of the effect of this ecological interaction on the reproductive
success of populations, which is the basis for the stability of
the species in their natural habitat. Herbivory in plant
reproductive tissues can cause severe consequences for the
fitness of the species, thus promoting the evolution of
defensive floral traits (Carlson and Harms 2007).

One of the strategies employed by plants to mitigate the
effects of the herbivory is parthenocarpy (Zangerl et al.
1991). In a broad sense, parthenocarpy includes those
processes that allow the production of seedless fruit (Verdu
and Garcia-Fayos 1998). The ostensible production of seedless
fruitbrings a cost without benefits to the plant because they do not
contribute to the production of offspring; however, they can
indirectly contribute to fitness by diverting herbivores from
fruit that contain viable offspring, thereby reducing the
damage caused by predation (Zangerl et al. 1991).

Studies on reproductive biology are important to support
the development of management and conservation plans for
threatened species (Cesario and Gaglianone 2008). Similarly,
the in vitro installation of Bromeliaceae germplasm banks is
also important because several species are threatened
with extinction (Martinelli and Moraes 2013; see http://
www.iucnredlist.org, accessed 14 December 2020) due to
extractive practices and the destruction or degradation of
natural habitats, which is especially important for endemic
species (Martinelli et al. 2008).

Neoregelia ibitipocensis (Leme) Leme, the species on
which this work focuses, is an endemic and rare bromeliad
from the Brazilian Atlantic Forest. Neoregelia stands out as the
genus with the largest species number within the ‘nidularioid
complex’, which is characterised by congested inflorescences
with short peduncles that develop within the water tank formed
by the rosette of leaves (Santos-Silva et al. 2017). The
populations of N. ibitipocensis have restricted distribution
to a few portions of cloud forests in the Mantiqueira
Mountain Range, south-east Brazil (Leme 2000). Freitas
et al. (2020) suggested that this species should be classified
as ‘Vulnerable’, following IUCN criteria, supporting its
inclusion in the official Red List of the Brazilian Flora.

We aimed to evaluate aspects of the reproductive success of
N. ibitipocensis and the magnitude of damage from fruit and
seed herbivory observed for this species in a portion of cloud
forest located in the Atlantic Forest of south-eastern Brazil.
For this endeavour, we investigated its breeding systems as
well as the fertility and viability of its populations through
the following parameters: flower production, fruit and seed
set, seed viability, and germination rate. In addition, we
developed an efficient protocol for in vitro introduction and
multiplication of N. ibitipocensis. Our results provide
recommendations for the development of strategies for
in situ and ex situ conservation of this species.

Material and methods
Study area

The study was conducted in the Ibitipoca State Park, Minas
Gerais state, South-east Brazil (21°40'-21°44'S, 43°52'—
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43°55'W). The climate is Cwb (Kdppen 1948), characterised
by rainy summers and dry winters, with a mean annual
temperature of 14.8°C and mean rainfall of 1.544 mm
(Cetec 1983). The highest point in the area is 1784 m
(Menini Neto et al. 2007). A mosaic of vegetation
physiognomies occurs in the park, comprising rocky
grasslands, savannas, and forests (Oliveira-Filho et al.
2013). Of the forest physiognomies, dwarf cloud forests are
the most common being characterised by shrubs and small
trees, with a canopy 3-5 m high (Oliveira-Filho ez al. 2013).
Two populations of N. ibitipocensis in dwarf cloud forests
associated with grottoes at elevations of ~1.64—1.67 m above
sea level were studied in the park: Gruta do Pido (21°42'08"S,
43°52'42"W) and Gruta do Cruzeiro (21°41'46"S, 43°53'50"W),
which are ~2600 m from each other. A voucher specimen was
deposited at the Leopoldo Krieger Herbarium — CESJ (A.P.G. de
Faria number 235).

Breeding systems

Controlled hand pollination experiments were conducted in a
greenhouse during 2018 and 2019 using plants transplanted
from the field. Flower buds from six inflorescences were
bagged before treatments. Each flower received one of the
following treatments: (1) hand self-pollination, in which they
were hand-pollinated using fresh pollen obtained from the
same flower; (2) spontaneous selfing, in which flowers were
left unmanipulated; or (3) hand cross-pollination, in which
flower buds were emasculated and flowers hand-pollinated
using fresh pollen obtained from another plant of the same
species (we made sure that these two plants were from
different populations to avoid using ramets of the same
genets). Each inflorescence was labelled, and the flower
petals were colour-coded by pollination treatment with
acrylic paint. Inflorescences were monitored until fruit set
could be evaluated. For each treatment, fruit set was
calculated as the percentage of the number of fruit formed
divided by the number of the flowers tested.

Indices of autofertility (AFI) and self-compatibility (SCI)
were calculated (Lloyd and Schoen 1992). Autofertility index
was calculated as the percentage of fruit set (AFIy) or mean of
seeds per fruit (AFI;) produced from spontaneous self-
pollination divided by the percentage of fruit set or mean of
seeds per fruit by hand cross-pollination. This index measures
the ability of flowers to self in the absence of pollinators
(Wendt et al. 2002). The self-compatibility index was
calculated by dividing the percentage of fruit set (SCIy) or
mean of seeds per fruit (SCI;) by hand self-pollination by the
percentage of fruit set or mean of seeds per fruit by hand cross-
pollination. A value of 1.00 is interpreted as complete self-
compatibility; a value <0.75 is interpreted as being due to at
least partial self-incompatibility (Lloyd and Schoen 1992).

Fruit development was monitored periodically until
maturation. Approximately 3 months after carrying out the
experimental crosses, the number of seeds produced was
counted. The parthenocarpic fruit set was also determined in
the flowers under controlled pollination. The mean values of
seeds per fruit among pollination treatments were compared
using analysis of variance (ANOVA). Significant differences
(P < 0.05) between treatments were assessed with Tukey’s
honestly significant difference (HSD, unequal n) multiple-
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range tests using R software (ver. 1.2.5019, R Foundation for
Statistiacal Computing, Vienna, Austria).

Reproductive success and seed predation

In addition to the experimental crosses, evaluation of natural
open pollination was done on 40 individuals left in the field
throughout the experiments. Reproductive success was
assessed in these individuals by estimating the following
parameters: (1) reproductive potential (total number of
flowers produced per individual); (2) fruit set; and (3) seed
set. The fruit set was based on the count of the intact (no-
predated) mature fruit that produced seeds.

Seed set was determined in a subsampling of 20 fruit.
Observations of fruit and seed predation of N. ibitipocensis
were carried out in the field. Samples of damaged fruit and
seeds were analysed at the Behavioural Ecology Laboratory of
the Federal University of Juiz de Fora. The growth and
behaviour of the larvae of fruit herbivores were followed
until their final development, for later taxonomic
identification of the predator.

Seed viability and in vitro germination

An in vitro germination study was carried out using seeds from
fruit collected in the field (n = 16 fruit) in September 2019. The
fruit were washed under running tap water and neutral
detergent and transferred to beakers containing 0.3% (v/v)
sodium hypochlorite, for 20 min in a laminar flow chamber.
After this procedure, the berries were washed three times in
distilled and autoclaved water. The material was dissected to
extract the seeds, which were inoculated in test tubes
containing 10 mL of deionised water and agar (7%) culture
media. After inoculation, the material was kept in a growth
room under controlled conditions of temperature (26°C =+ 1),
photoperiod (16 h light-8 h dark), and light (40 umol photons
m 2 s ). The test tubes were observed weekly to check for the
development of microbiological contamination. Germination
assessment was carried out in a weekly census for 2 months.
The seeds that showed protrusion of the radicle or aerial parts
were considered germinated.

Establishment of an in vitro multiplication protocol

The seedlings from the germination experiment of
N. ibitipocensis were randomly transferred to test tubes
containing 10 mL of pure MS growth medium (Murashige
and Skoog 1962) or MS medium with different growth
regulators: naphthalene acetic acid (NAA), gibberellic acid
(GA3), 6-benzylaminopurine (BAP), or kinetin (KIN), all at a
concentration of 5.0 uM. The pH of the culture medium was
adjusted to 5.7 £ 0.1 before autoclaving, performed at 120°C
for 20 min. We evaluated the experiment after 90 days; the
following parameters were analysed: number of shoots; shoots
>2 cm; number of roots and root size. Additionally, a
qualitative  analysis was carried out, where three
independent evaluators assigned scores to the explants of
each treatment. In order to reduce the risks of bias, the
evaluators were unaware of the treatments applied. The
scores ranged from 1 to 5, with 1 being the score attributed
to the treatments that showed insufficient development, 3
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being the score attributed to the treatments that presented
intermediate development, and 5 being the score attributed
to the treatments that showed full development in relation
to the evaluated parameter. Intermediate scores (2 and 4)
were also given between the values and criteria presented to
separate small differences between treatments. The following
parameters were assessed: leaf pigmentation; potential for
acclimatisation; and future morphogenic potential (estimated
by the number of axillary buds). After one-way ANOVA, the
means obtained in each evaluated parameter were compared by
the Scott—Knott test at 5% probability. The statistical analyses
were performed using the SAEG program (ver. 9.1, System for
Statistical Analysis, UFV Brazil).

Results
Breeding systems

All experimental treatments resulted in fruit set. The SCI;
was 0.55 and SCIy was 0.30, which indicates a partial
self-incompatibility for N. ibitipocensis. Measurements of
autofertility based on fruit set (AFI; = 0.62) and seed set
(AFI; = 0.27) showed that the species is able to spontaneously
set fruit and seeds in the absence of pollinators (Table 1).

There was higher fruit set in hand cross-pollination
(90.0%), compared with hand self-pollination (50.0%)
and spontancous self-pollination (56.2%). One-way
ANOVA followed by the Tukey’s test showed a significant
difference between open and hand cross-pollinations
compared with the self-pollinations (spontaneous and hand
self), with regard to the mean number of seeds produced
(Table 1).

The parthenocarpic fruit set evaluated for each controlled
pollination treatment (Table 1) was higher for spontaneous and
hand self-pollination (50.0%), compared with that observed
for the hand cross-pollination (11.1%).

Reproductive success and seed predation

Neoregelia ibitipocensis is predominantly terrestrial (Fig. 10).
The flowers are white with a tubular-shaped corolla and
anthesis that lasts 2 days. Owing to the curved arrangement
of the petal apices, the corolla remains partially closed
throughout anthesis (Fig. la, »). The average number of
flowers produced per individual was 12.8 £ 2.5, and the
number of open flowers per day ranged from one to a
maximum of three. Under natural conditions (open
pollination), fruit set of N. ibitipocensis was 21.2% and the
average seed number produced by non-predated fruit was
139.2 £ 67.1 (Table 1).

The fruit of N. ibitipocensis are fleshy and indehiscent, with
a white colour and persistent greenish-white sepals (Fig. l¢, d).
The parthenocarpic fruit are similar in shape, size and
colour compared to seeded fruit, making it very difficult to
differentiate between the two only by external morphology.
The seeds are elliptical, without appendages and surrounded
by a hyaline mucilage. The average size of the seeds is 3 mm
(n = 30). In all samples analysed (from parthenocarpic and
non-parthenocarpic fruit), no aborted ovules were observed.

We recorded the presence of larvae and adults of Tipulidae
(Insecta, Diptera). These insects caused an intense predation
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Table 1. Breeding systems experiments of Neoregelia ibitipocensis
Fruit set and average number of viable seeds per fruit (means + s.d.) after pollination treatments in Neoregelia
ibitipocensis. The number of plants indicates how many different inflorescences were available for each treatment.
Autofertility and self-compatibility indices are based on fruit set or mean of seeds per fruit in spontaneous self-, self- and
cross-pollination. Percentage of parthenocarpic fruit was based on flowers that developed seedless fruit. The number of
fruit formed and the number of the flowers tested are shown in parenthesis (fruit/flowers). Test of ANOVA followed by
Tukey’s HSD test were performed between the average number of seeds per fruit recorded after controlled pollination
treatments (£ = 29.54) and between controlled and open pollination treatments (£ = 18.79). Values followed by a different
lower-case, superscript letter within a column are significantly different according to 7 test (P < 0.0001)

Treatments Number Fruit set Seeds per fruit Parthenocarpic
of plants fruit set

Hand cross-pollination 6 90% (9/10) 112.0 + 27.8%° 11.1% (1/9)
(n =9 fruit)

Spontaneous self-pollination 6 56.2% (9/16) 31.0 £24.3° 50% (5/10)
(n =9 fruit)

Hand self-pollination 6 50% (5/10) 34.0 + 16.0° 50% (5/10)
(n =5 fruit)

Open pollination (2018) 20 0% (0/0) 0 -

Open pollination (2019) 20 21.2% (59/278) 139.2 + 67.1°¢ -

Autofertility index (AFIp) = 0.62; (AFI) = 0.27
Self-compatibility index (SClg) = 0.55; (SCI;) = 0.30

(n =20 fruit)

Fig.1. Inflorescences, fruit and seedlings from Neoregelia ibitipocensis:
(a) Detail of a flower in post-anthesis with completely folded petals
(arrow). (b) Flowering plant in the field. (¢, d) Infructescence and fruit
from the controlled pollination experiments. (d) From left to right, the first
six fruit are the result of hand cross-pollination. The other fruit come from
spontaneous and hand self-pollination treatments. (e) /n vitro germinated
seeds in a water-agar culture medium after 30 days of inoculation. (f) From
left to right, in vitro seedlings in MS medium and in MS medium with the
growth regulators NAA, GA;, BAP, and KIN at 5 uM and 90 days after
inoculation.

of N. ibitipocensis fruit and seeds (Fig. 2b—¢). These larvae are
found in bromeliads’ phytotelma before they even start the
flowering process. Herbivory of fruit and seeds occurred in
100% of the individuals analysed in 2018 and in 95% of them

Fig. 2. Infructescence and fruit of Neoregelia ibitipocensis in the early
stage of development, already showing damage caused by Tipulidae
larvae (a, b). (b) Arrows highlight the larvae emerging from the newly
manipulated fruit. (¢, d) Diptera larvae of the Tipulidae family.
(e) Tipulidae adult perched on the rosette of N. ibitipocensis. (f) Fruit
collected in the field with different degrees of damage caused by
herbivory.

analysed in 2019, of which 56.5% were totally damaged,
leaving no preserved fruit. Parthenocarpy was also observed
in the field, but the percentage formation of these fruit was not
evaluated under natural conditions.
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Table 2. In vitro micropropagation of Neoregelia ibitipocensis
Average number of shoots (Sh); shoots >2 cm (Sh2); roots (Ro); root size (Rs, cm); leaf pigmentation (Pig); acclimation potential (Ac) and future
morphogenic potential (Mo) in N. ibitipocensis cultures obtained in vitro in the presence of MS medium growth (control) and MS medium with different
growth regulators: naphthalene acetic acid (NAA); gibberellic acid (GAj); 6-benzylaminopurine (BAP) and kinetin (KIN), all at a concentration of 5 um
after 90 days of inoculation. Superscript letters compare different growth regulators (within a column) for each characteristic evaluated. Means followed
by the same lower-case, superscript letters do not differ statistically according to the Scott—Knott test at 5% probability

Treatment Sh Sh2 Ro Rs Pig Ac Mo
MS 1.0° 1.0 8.3° 242 47° 43% 1.0°
NAA 1.0° 1.0% 6.1 1.4% 3.6 3.0 1.0°
GA3 1.0° 1.0 7.6° 1.9° 3.0° 3.7 1.0°
BAP 7.1° 0.3° 0.0° 0.0° 2.5 1.0° 4.7
KIN 1.0° 1.0 8.5° 2.1% 4.0 3.2° 1.0°

Seed viability and in vitro germination rate

Seed germination of N. ibitipocensis started 12 days after
inoculation in vitro. Germination extended until the
24th day after inoculation, with most of the seeds
germinating until the 10th day (Fig. le). The in vitro
germination rate was 61.1% (n = 120 seeds).

Establishment of an in vitro multiplication protocol

The propagation rate of explants is a parameter of great
relevance when aiming to develop an efficient in vitro
establishment and multiplication protocols. The addition of
the cytokinin BAP to the growth medium significantly
increased the number of shoots in N. ibitipocensis cultures
(7.1 shoots per seedling inoculated, considerably increasing
the spread rate of the species (Fig. 1f). In the treatments with
NAA, GA;, and KIN, as well as in the control treatment (MS
medium without growth regulators), there was only 1.0 shoot
per explant. These data reinforce the potential of BAP to
promote the in vitro multiplication of cultures of bromeliads
(Table 2).

There were significantly fewer shoots taller than 2.0 cm in
the treatment with BAP (Fig. 1f). Such a physiological
response is expected because this growth regulator
promotes an increase in the number of shoots but does not
stimulate their elongation. In all other treatments, there was
only one shoot taller than 2.0 cm (Table 2).

In the control treatment and in the presence of growth
regulators NAA, GA;, and KIN, plantlets of N. ibitipocensis
showed root development. The mean number and root size
were statistically similar among these treatments. By contrast,
in the treatment supplemented with BAP, there was no root
development. In the qualitative analysis, the leaf pigmentation
parameter showed statistically similar averages among all
evaluated treatments (Table 2).

In the evaluation of the potential for acclimatisation, the
plantlets grown in the control treatment and in the treatments
supplemented with NAA, GA3, and KIN proved to be suitable
for acclimatisation, showing both a well-developed aerial part
and root system. Their respective averages did not differ
statistically (Table 2). By contrast, the plants grown in the
treatment with BAP were not fully developed to the point of
acclimatisation. Although the shoots were more numerous in

this growth medium, they were not properly rooted and
elongated.

The future morphogenic potential was better evaluated in
treatment with BAP. This result is in line with the evaluation
of the parameter number of axillary buds, which was also
higher in this culture medium, showing its superiority when
prioritising in vitro multiplication (Table 2). In the other
treatments, the averages were lower and did not differ
(Table 2).

Discussion

Previous studies on breeding systems of the Neoregelia genus
have identified both self-compatible and self-incompatible
species (Matallana et al. 2010; Wolowski et al. 2013).
Although Freitas et al. (2020) described N. ibitipocensis as
highly self-incompatible, they argued that the moderate
genetic diversity detected for its populations would suggest
preferential autogamy, and the percentages of polymorphic
loci were similar to those found in several other species with
mixed mating systems. Our data on self-compatibility index
indicate the potential of N. ibitipocensis for both selfing and
outcrossing and suggest the possible occurrence of a mixed
mating system for this species.

Mixed breeding systems has been recorded for several
Bromeliaceae species (Lasso and Ackerman 2004; Lenzi
et al. 2006; Hmeljevski et al. 2007; Rogalski et al. 2009;
Paggi et al. 2015; Rios and Cascante-Marin 2017; Lenzi and
Paggi 2020; Ramirez-Rosas et al. 2020). This reproductive
strategy enables plants to produce offspring in the face of
unpredictable pollination (Bush and Beach 1995) or even if the
pollinator’s visits are infrequent or there are few possible
partners available (Eckert et al. 2006). In Wittmackia
patentissima (Mart. ex Schult. & Schult.f) Mez and
Hohenbergia ridleyi (Baker) Mez, for example, Cavalcante
et al. (2020) argued that self-compatibility is maintained due to
the periodic limitation of pollen for crossbreeding, even
though the species appears to have evolved under widely
crossed mating systems.

Neoregelia ibitipocensis is partially self-incompatible but
preferentially xenogamic, as the highest rates of fruit and
seed set were obtained through cross-pollination. Our data
also bring some evidence of occurrence for inbreeding
depression, as we registered a significantly smaller number



F Australian Journal of Botany

of seeds in the fruit of spontaneous and hand self-pollination,
compared to the fruit of cross-pollination. Thus, the visit of the
pollinator is essential for its fertilisation and sexual
reproduction.

Freitas et al. (2020) registered the bee Bombus brasiliense
Lepeletier, 1836 as the only pollinator for N. ibitipocensis.
They also reported that the rosettes of the most flowered
individuals were covered with a litter layer, which hindered
the pollinator from accessing the flowers. In our 28 h of
observation in the same area and during two
consecutive years of flowering period, there were no
visitors registered for N. ibitipocensis. Given that practically
all inflorescences that we encountered were also blocked by
litter, cross pollination in this species seems to be reduced
more due to inaccessible flowers rather than pollinator
inefficacy. In this way, the potential of N. ibitipocensis for
self-pollination and autogamy probably compensates for the
reduced ability to attract pollinators due to its low floral
display and highly aggregated spatial distribution, similar to
that reported by Bush and Beach (1995) for other epiphytic
species.

Aspects of reproductive success are of fundamental
importance for understanding species maintenance, as well
as formulating successful conservation strategies. Our results
showed that N. ibitipocensis presents a smaller reproductive
potential (evaluated here by the number of flowers per
individual), compared with other many-flowered Neoregelia
spp., such as N. concentrica (Vell.) L.B.Sm., N. cruenta
(Graham) L.B.Sm., N. myrmecophila (Ule) L.B.Sm.,
N. pascoalina 1L.B.Sm., and N. sarmentosa (Regel) L.B.Sm.,
which can produce more than a double the number of flowers
that N. ibitipocensis. Fruit set was lower under natural
conditions (21.2%) than after hand cross-pollination (90.0%).

The pollination success of a species can also be evaluated
by the production of parthenocarpic fruit, as this can be an
indicator of the lack of pollinators or inefficiency in pollination
(Lenzi et al. 2006). The occurrence of parthenocarpy has only
been reported in four species of Bromeliaceae: Aechmea
lindenii (E. Morren) Baker (Lenzi et al. 2006); Bromelia
hieronymi Mez (Godoy et al. 2018); W. patentissima
(Cavalcante et al. 2020), and Aechmea mariae-reginae
H. Wendl. (Cascante-Marin et al. 2020). For A. lindenii and
B. hieronymi, the highest rates of parthenocarpy (reaching
100% in B. hieronymi) occurred in spontaneous, hand self-
pollination and apomixis experiments. For A. lindenii,
parthenocarpy was associated with the low frequency of
pollinator visits in areas with high luminosity. Neoregelia
ibitipocensis seems to follow the same pattern as some of
the above-mentioned species. Half of the flowers tested for
spontaneous  self-pollination and hand self-pollination
developed parthenocarpy (fruit set of 50.0%). In the hand
cross-pollination, parthenocarpic fruit set was only 11.1%.

The production of parthenocarpic fruit can also represent a
defence strategy against predators. Once located by their
enemies, plants invite their predators to consume these
structures that would otherwise be useless and, for a low cost,
these fruit can indirectly contribute to fitness by allowing fertile
seeds to escape predation (Zangerl ef al. 1991). We observed a
high fruit and seed predation of N. ibitipocensis caused by larvae
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of Tipulidae, also known as crane-flies (Fig. 24, f). These insects
inhabit environments ranging from strictly aquatic to a small
water-filled cavity (phytotelm) in a terrestrial plant to feed on
plant material (Alexander and Alexander 1970; Rafael et al.
2012). The continuous presence of larvae (Fig. 2b—d) and the
adult record (Fig. 2¢) indicate a strong relationship between
Tipulidae species and N. ibitipocensis.

The predation rates reached 100% of the fruit from all
individuals of N. ibitipocensis monitored during 2018.
From the total individuals monitored during the 2019
fruiting season, 95% suffered predation, and in 56.5% of
them, the infructescences were totally consumed by larvae,
causing a drastic reduction in its reproductive success. High
fruit losses, which negatively affect the reproductive success,
have also been registered in Aechmea nudicaulis (L.) Griseb.,
with losses of 84.5% caused by caterpillars (Schmid et al.
2010) and in Puya nitida Mez, where herbivory caused by
dipteran and beetles larvae caused 100% fruit loss (Saldarriaga
2014).

In A. lindenii, parthenocarpy was identified as a strategy to
mitigate caterpillar predation of fruit and seeds by the butterfly
Tecla sp. (Lenzi et al. 2006). Zangerl et al. (1991) observed
that parthenocarpy reduced the damage caused by herbivores
in Pastinaca sativa (Apiaceae), suggesting that it is an
adaptable option. Similarly, Traveset (1993) observed that
how much higher the proportion of parthenocarpic fruit in
Pistacia terebinthus (Anacardiaceae), the smaller was the
amount of seeds predated by wasps. We suggest that the
occurrence of parthenocarpy in N. ibitipocensis may
represent an escape route, apparently incorporated by the
species to avoid the intense predation to which it is
subjected. According to Lenzi et al. (2006), the absence of
difference in the external morphology of the seeded and
parthenocarpic fruit corroborate this idea. We believe that
when feeding on parthenocarpic fruit, the larvae can reduce
the predation of the fertile ones, and this could be an
advantageous strategy for the reproductive success of the
species.

In Bromeliaceae, other examples of fruit and seed predation
by insects in both adults and larval stages (e.g. Diptera,
Coleoptera, leaf-cutter ants, and caterpillars) has been
registered in Aechmea beeriana L.B. Sm. & M.A. Spencer
(Nara and Webber 2002); Encholirium pedicellatum (Mez)
Rauh (Cavallari 2004); Werauhia gladioliflora (H. Wendl.)
J.R. Grant (Cascante-Marin et al. 2005); A. lindenii (Lenzi
et al. 2006); Aechmea caudata Lindm., A. nudicaulis and
Vriesea friburgensis Mez (Schmid et al. 2010); Bromelia
antiacantha Bertol. (Filippon et al. 2012), and P. nitida
(Saldarriaga 2014).

Seed herbivory can cause a significant reduction in the
reproductive potential of plants during the pre-dispersion
phase (Ribas-Fernandez et al. 2009). Limitations on seed
production and dispersal also can pose great risks to rare
species, making it more vulnerable to events that could lead
to genetic bottleneck or demographic collapse (e.g. fires,
habitat fragmentation). Although Freitas et al. (2020)
considered the vegetative reproduction by clonal growth as
the main component of population structuring in
N. ibitipocensis, in general, the persistence of clonal plants
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in the long-term depends on a balance between the survival
of genets through clonal growth and recruitment through
sexual reproduction (Mondragén et al. 2004; Jacquemyn
and Honnay 2008; Manninen and Tolvanen 2017).
Recruitment and establishment of seedlings is crucial for
the establishment and maintenance of plant populations, and
the seedling stage is one of the most vulnerable periods in the
life cycle of epiphytic plants because seedling mortality is
often high (Harper 1977; Zotz et al. 2001; Mondragén et al.
2004).

Crucial stages of the sexual reproduction of this species
are being negatively affected by environmental conditions
(low floral display due to litter coverage) and antagonistic
insect—plant interactions. It is extremely rare to observe
seedlings of N. ibitipocensis in the field, a phenomenon that
indicates a low rate of seedling recruitment. Although the high
rates of fruit and seed predation have prevented a real
evaluation of the fertility of the populations of
N. ibitipocensis in the study area, it is very likely that the
establishment of new individuals and maintenance of genetic
diversity is compromised.

To ensure the survival and maintenance of N. ibitipocensis
populations and thus maintain their evolutionary potential,
in situ and ex situ conservation strategies need to be
implemented. There are only 10 herbarium records known
for N. ibitipocensis (see http://inct.splink.org.br; http://jabot.
jbrj.gov.br/), half of which have been collected inside
Conservation Units (Itatiaia National Park, Rio de Janeiro
State and Ibitipoca State Park, Minas Gerais State). As
in situ conservation strategies, we reinforce the importance
of more field work, so that new populations can be located.
Besides, future ecological studies such as those conducted in
this work will be important to investigate the fertility, the
viability, and the threat level of the populations that are not
protected inside conservation units.

As a strategy for ex situ conservation, the importance of
tissue culture techniques stands out for the preservation of
genetic resources, because they make it possible to obtain high
multiplication rates from different explants, and can even
reverse the risks of extinction (Mercier and Nievola 2003).
In vitro multiplication protocols have already been developed
for several endemic vulnerable or endangered Bromeliaceae
species (Dal Vesco et al. 2014; Resende et al. 2016; Faria et al.
2018; Flores et al. 2018; Lima et al. 2020; Sasamori et al.
2020).

Compared to other nidularioid complex species,
N. ibitipocensis presented a low seed viability (61.1%). In
Nidularium innocentii Lem., the percentages were above 75%
(Pereira et al. 2010); for Neoregelia mucugensis Leme,
germination rates under controlled conditions varied from
93 to 95% (Bellintani et al. 2007). High germination rates
(above 90%) were observed in other Bromeliaceae genera,
such as Aechmea (Nara and Webber 2002; Lenzi et al. 2006;
Paulo and De Paula 2018; Biittow et al. 2020), Vriesea (Droste
et al. 2005; Sasamori et al. 2016), Pitcairnia (Pereira et al.
2011), and Portea, Billbergia, and Tillandsia (Oliveira 2016).

Our results demonstrated that the in vitro multiplication of
N. ibitipocensis cultures can be promoted efficiently using MS
medium supplemented with 5 uM BAP. This treatment proved
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to be the most promising option, as the addition of the BAP to
the growth medium significantly increased the number of
shoots in N. ibitipocensis cultures (7.1 shoots per explant).
In the long run, it would allow for greater production of
seedlings, this being one of the main advantages of in vitro
propagation. The use of BAP has also shown to be efficient in
multiplication in vitro for other species of bromeliads, such as:
Nidularium fulgens Lem. (Paiva et al. 2006); Vriesea scalaris
E. Morren (Silva et al. 2009); N. cruenta (Mengarda et al.
2009); Nidularium procerum Lindm. (Silva et al. 2012);
Neoregelia concentrica (Vell.) L.B.Sm. (Martins et al.
2014); Vriesea cacuminis L.B. Sm. (Resende et al. 2016),
and Aechmea ramosa Mart. ex Schult. & Schult.f. (Faria et al.
2018).

However, the number of shoots >2 cm was lower in the
presence of BAP. According to Vasconcelos et al. (2015),
the use of this cytokinin promotes larger metabolic investment
in the organisation of new meristemmatic centres (new shoots)
to the detriment of the length of shoots. Manfio ef al. (2010)
also observed a reduction in the lengthening of Orthophytum
grossiorum Leme & C.C. Paula shoots produced in response to
BAP during the in vitro multiplication phase, especially at the
highest concentrations.

In the treatment supplemented with BAP, there was no root
development. Cytokinins generally have an inhibitory effect
on in vitro rooting, interfering with the activity of auxins and
the cell division necessary for the phase of root initiation
(Grattapaglia and Machado 1998). However, we observed that
the in vitro elongation and rooting phases of N. ibitipocensis
can be performed efficiently in a medium without growth
regulators. Similar results have been reported for other
species of the nidularioid complex, such as Nidularium
innocentii and N. procerum (Silva et al. 2012).

According to Dias et al. (2020), the presence of BAP in the
culture medium significantly reduced rooting for the species
Aechmea aquilega (Salisb.) Griseb. and Bromelia balansae
Mez. These authors also reported that these species exhibited a
high rooting capacity in the absence of growth regulators, thus
reported in present study. Silva et al. (2009) reported similar
results in a study with V. scalaris. There are species that take
root without the need for additional supplementation with
auxins, probably because the endogenous level is suitable to
promote rooting, as seems to be the case for N. ibitipocensis.

The qualitative analysis carried out for the in vitro
cultures of N. ibitipocensis demonstrated that the treatment
supplemented with BAP was the most promising, as in this we
verified the highest rate of multiplication for the species, and
with this the greatest morphogenetic potential, which allows
the obtaining a greater number of explants from a single matrix
plant.

In general, in the qualitative analysis we found a similar
response pattern among the control treatment and treatments
supplemented with the growth regulators NAA, GAj;, or KIN,
this result suggests that the use of MS medium in the absence
of growth regulators is an alternative viable for the
maintenance of in vitro N. ibitipocensis cultures; it is also
less expensive, since it contributes to the reduction of the costs
of production of the culture medium and avoids the occurrence
of hyperhydricity in the tissues. However, we emphasise that,
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when aiming at the in vitro multiplication phase, the use of
MS medium supplemented with BAP is the most suitable
option, because it is possible to obtain a much larger
number of plants than in the natural reproductive processes
of the species.

We suggest that conservation efforts for this species should
focus primarily on habitat conservation and its pollinators.
Additionally, we believe that the in vitro micropropagation
protocol established in this work be of great importance for
practical management actions (e.g. future restoration programs
to establish populations of N. ibitipocensis in other sites and
areas), which will surely contribute to the conservation of this
species.
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