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RESUMO

O estudo da Biologia Reprodutiva em plantas é uma ferramenta para entender 0s
processos envolvidos na reproducdo das espécies e suas caracteristicas evolutivas, sendo um
instrumento importante para elaboracdo de estratégias de conservacgdo. Este trabalho tem como
objetivo estudar a Biologia Reprodutiva de trés espécies de bromélias do género Tillandsia que
ocorrem no Parque Estadual de Vila Velha, em Ponta Grossa-PR. Serd investigado as
estratégias reprodutivas das espécies Tillandsia crocata (E.Morren) Baker, Tillandsia
lorentziana Griseb. e Tillandsia streptocarpa Baker, por meio de estudos da fenologia
reprodutiva, sistemas reprodutivos e avaliacdo dos polinizadores. Pretende-se tambem, testar
hipoteses de hibridizagdo entre as trés espécies, e avaliar a eficiéncia de barreiras reprodutivas
no isolamento para cruzamentos interespecificos. Espera-se, com a conclusdo dos estudos
determinados para este projeto, ter compreendido as estratégias reprodutivas, os polinizadores
envolvidos, caracteristicas morfologicas de cada uma das espécies, constatar a possivel
ocorréncia de troca interespecifica de polen e possiveis hibridizacdes entre as espécies foco de
estudo. Espera-se, ainda, que com os resultados possa-se inferir possiveis zonas hibridas para a
regido subtropical, com base neste estudo primario no Parque Estadual do Vila Velha.

Palavras-Chaves: Biologia Reprodutiva. Isolamento reprodutivo. Bromeliaceae. Tillandsia.
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1. INTRODUCAO

O conceito que define espécie tem sido debatido a longos tempos (SOLTIS; SOLTIS,
2009). Mayr (1942) sugeriu que as espécies se mantinham reprodutivamente isoladas de outras
pelo cruzamento. No entanto o isolamento sugerido por Mayr, que ocorre a partir do isolamento
de um genoma inteiro extrapola evidéncias empiricas dos estudos mais recentes (PALMA-
SILVA et al., 2011). Atualmente espécies sdo entendidas como grupos que se mantem
conectados por um fluxo génico (WU, 2001; PETIT; EXCOFFIER, 2009). O fluxo génico e 0
isolamento reprodutivo sao forcas que atuam sobre a manutencdo da integridade das espécies
(MORJAN; RIESEBERG, 2004). O isolamento do intercruzamento entre grupos de espécies
diferentes ocorre devido a mecanismos de isolamento reprodutivo, os quais foram descritos por
Dobzhansky (1935) e sdo até hoje tidos como importante fator na delimitacdo das espécies
(MORJAN; RIESEBERG, 2004; SOLTIS; SOLTIS, 2009).

O isolamento reprodutivo nem sempre € completo, e as barreiras podem ser permeaveis,
permeabilidade a qual pode variar entre grupos de espécies distintas, e pode ser prevalente entre
grupos de radiacdo recente ou com tempos de geracdo longos (WU, 2001; RIESEBERG,;
WILLIS, 2007). O processo de especiacdo é associado a evolucdo das barreiras de isolamento
reprodutivo, mas ndo esta claro quanto isolamento € necessario para que ocorra a especiacdo
(LOWRY et al., 2009; WIDMER et al., 2009). Variados fatores estdo relacionados com o
isolamento reprodutivo entre as espécies, e entender a origem do isolamento reprodutivo e
quantidades de barreiras envolvidas na manutencdo da integridade entre as espécies € um
desafio e parece ser a ponte entre as ciéncias da Sistematica, Taxonomia e Evolucao
(RIESEBERG; WOOD; BAAK, 2006; WIDMER et al., 2009).

Nesse contexto, espécies estreitamente relacionadas que vivem em simpatria, podem ter
evoluido barreiras reprodutivas que propiciam a manutencdo de sua integridade taxonémica
(WENDT et al., 2002). Os mecanismos de isolamento reprodutivo podem atuar em diferentes
etapas do processo reprodutivo, sendo mencionadas como pré-zigoticos e pds-zigoticos
(RIESEBERG; WILLIS, 2007). O isolamento de habitats, ocorréncia de polinizadores
especificos, diferencas no periodo de floragdo, ou ainda, a incompatibilidades pos-polinizacdo
sdo importantes barreiras que podem prevenir o cruzamento entre espécies, impedindo a
formagéo do zigoto (pré-zigotico). Mesmo que a germinacdo do polen ocorra, podem ainda

ocorrer mortalidade zigdtica ou embrionaria. Caso um hibrido se desenvolva e sobreviva, este
5
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pode ser parcialmente ou totalmente estéril, devido as a barreiras genéticas ou cromossémicas
que levam a irregularidade meidtica, mantendo o isolamento entre espécies (pds-zigbticos)
(SOLTIS; SOLTIS, 2009).

A hibridizagdo tem sido mencionada como importante promotor na evolugdo e
diversificacdo de espécies (MALLET, 2007; SOLTIS; SOLTIS, 2009; FOLK et al.,2018).
Sendo aceita como potencial propiciadora da especiacdo, uma vez que um hibrido estabelece
um novo genotipo e torna-se isolado reprodutivamente de seus parentais (CAMPNELL, 2004;
RIESEBERG, 2006). Em angiospermas a formacdo de espécies hibridas homoploides e
poliploides contribuiu para a diversidade (SOLTIS; SOLTIS, 2009). A ocorréncia de
hibridizacdo € descrita como prevalente em grupos de radiacdo recente, uma vez que estes
grupos permanecem geneticamente proximos e podem ndo ter estabelecido totalmente suas
barreiras de isolamento reprodutivo (MALLET, 2007).

A regido subtropical brasileira € composta por uma variedade de fitofisionomias
(LABIAK, 2014). A dindmica climatica responsavel pela formacdo desses ambientes revela o
contato entre espécies de diferentes formacdes. Durante periodos glaciais, espécies de
ambientes secos podem ter expandido sua distribuicao e ter entrado em contato com populacdes
de outras espécies, facilitando a ocorréncia simpéatrica e podendo desencadear evento de
introgressdo génica (PALMA-SILVA et al., 2011; PINHEIRO et al., 2013; GOUVEIA, 2015;
MAIA et al., 2017). Portanto, muitas espécies proximas filogeneticamente e que ocorrem de
forma simpaétrica podem ser modelos interessantes para avaliarmos a existéncia de barreiras
reprodutivas que promovam eventualmente o isolamento reprodutivo entre elas (WENDT et
al., 2002).

A regido fitogeogréfica dos Campos Gerais do Parand compreende campos cerrados
naturais remanescentes do quaternario, preservados e isolados pela Escarpa Devoniana (MELO;
MORO; GUIMARAES, 2007). A regido sobre a Escarpa Devoniana abriga uma alta
biodiversidade em suas formacGes geomorfologicas, sendo um dos grandes pontos de
biodiversidade da América do Sul (CERVI et al., 2007). O Parque Estadual de Vila Velha
(PEVV) € uma das unidades de conservacdo situado nos Campos Gerais, apresenta vegetacdo
caracteristica adaptada a um microclima seletivo e integra tdxons endémicos dos Campos

Gerais, representando importante patrimonio genético para a regido (CERVI et al.,2007).
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Bromeliaceae é a maior familia dentro das angiospermas, 79 géneros, 3684 espécies
(GOUDA; et al.,, 2021 (com. atualizado)), que detém ocorréncia predominantemente
neotropical, com radiacdo adaptativa recente (GIVINISH, 2011). O Brasil configura a maior
riqueza do grupo, 1379 espeécies, sendo 1179 endémicas, distribuidas em 56 géneros, 24
endémicos, distribuidos em todos os biomas brasileiros, com maior ndmero de taxons na
Floresta Atlantica seguido pelo Cerrado (FORZZA et al., 2020). Biomas estes, considerados
Hotspots, devido a grande diversidade de espécies endémicas, ameacadas (MYERS et al.,
2000). As espécies de bromélias podem se reproduzir tanto por vias sexuadas quanto por
assexuadas. Tanto a autocompatibilidade quanto a autoincompatibilidade s&o descritas para a
familia (VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006; MATALLANA et al.,2010; ZANELA et al.,
2012). Os Beija flores sdo os agentes polinizadores mais mencionados para bromélias
(GARNER, 1986; VARASSIN; SAZIMA, 2000; KAEHLER; VARASSIN; GOLDENBERG,
2004; MACHADO; SEMIR, 2006).

Dentro da familia Bromeliaceae, subfamilia Tillandsioideae, Tillandsia é o maior
género com 764 espécies (GOUDA et al. (cont.upd.). Beija flores sdo importantes polinizadores
para o género Tillandsia, mas tem sido descrito polinizacdo por insetos para espécies do género,
como borboletas abelhas e mariposas. A flexibilidade de polinizadores é sugerida como fator
importante no sucesso evolutivo (GARNER, 1986; VARASSIN; SAZIMA, 2000).

Tem sido documentado ocorréncia de hibridizacdo em espécies simpatricas
filogeneticamente proximas, inclusive em Bromeliaceae, que possuem morfologia floral e
sindrome de polinizacdo semelhantes, com sobreposicdo do periodo de floracdo e
compartilhamento de polinizadores (WENDT et al.,2002; WENDT et al., 2008;
MATALLANA et al., 2010; PALMA-SILVA et al., 2011; MOTA et al.,2019). Estudos tém
relatado a ineficiéncia dos mecanismos de isolamento reprodutivos em espécies simpatricas de
Bromélias, constatando fluxo génico interespecifico (WENDT et al.,, 2001; WENDT et
al.,2008; PALMA-SILVA et al.,, 2011; MOTA et al.,2019). Barreiras pré-zigoticas sédo
mencionadas como fracas ao isolamento interespecifico, propiciando a introgresséo e
hibridizagdo (WENDT et al., 2001; WENDT et al., 2008; PALMA-SILVA et al., 2016). No
entanto, poucos casos de hibridizacdo natural sdo descritos para bromélias (GIVNISH, 1986;
WENDT, 2008).

Inserido ao protocolo 18.369.143-0 por: Rosangela Capuano Tardivo em: 26/11/2021 16:20.




Zonas hibridas naturais - locais onde espécies ndo isoladas reprodutivamente se
encontram - representam importantes instrumentos para o estudo da genética de populactes
selvagens, pois abrigam uma ampla diversidade genética. Configuram laborat6rios onde em
condi¢des naturais podem ser analisados individualmente fatores envolvidos no isolamento
reprodutivo e suas interagdes (WIDMER et al., 2009). O processo de hibridizacdo nestas areas
pode estar ocorrendo por um longo tempo, sendo particularmente importantes para o estudo de
espeécie de dificil propagacao para culturas de estudo. Zonas hibridas naturais sdo areas 6timas
para analisar a arquitetura genética de espécies e entender seus processos evolutivos
(RIESEBERG; WHITTON; GARDNER, 1999; SCOPECE et al., 2020).

Para o PEVV sdo citadas 11 espécies de Tillandsia (CERVI et. al, 2007), entre elas, T.
lorentziana Griseb. (subg. Anoplophytum), T. crocata (E. Morren) Baker e T. streptocarpa
Baker (subg. Phytarrhiza) espécies rupicolas, que ocorrem nos afloramentos rochosos,
apresentando sobreposicdo de floragdo (TARDIVO; CERVI, 2001). Neste contexto,
Bromeliaceae por ser descrita como uma familia que sofreu radiacdo adaptativa recente, e em
especial as trés espécies de Tillandsia, mencionadas anteriormente, por coexistirem em
simpatria sdo modelo interessante para testar hipoteses relacionadas a hibridacdo e eficiéncia
de barreiras de isolamento. O principal objetivo deste estudo é investigar, analisar, testar e
compreender as estratégias reprodutivas, e a influéncia destas sobre o sucesso reprodutivo das
espécies de bromélias T. lorentziana, T. crocata e T. streptocarpa visando entender possiveis

barreiras de isolamento reprodutivo, ou possivel ocorréncia de cruzamento interespecifico.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral:

e Estudar a biologia reprodutiva de espécies do género Tillandsia (Bromeliaceae),
investigando as estratégias reprodutivas das espécies T. crocata T. lorentziana e T.
streptocarpa através de estudos sobre a fenologia reprodutiva, sistemas reprodutivos e
avaliacdo dos polinizadores;

e Testar hipdteses de hibridizacdo entre as espécies T. crocata, T. lorentziana e T.
streptocarpa e avaliar o desenvolvimento de possiveis hibridos putativos entre essas

espécies.
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2.2. Objetivos especificos:

e Observar e descrever a fenologia reprodutiva das espécies, procurando identificar possiveis
barreiras pré-zigoticas no &mbito temporal;

e Realizar observagdes focais dos visitantes florais visando identificar a ocorréncia de
possiveis deposicOes interespecificas de pdlen;

e Testar cruzamentos reciprocos objetivando detectar cruzamentos interespecificos entre as
espécies parentais selecionadas para este estudo, e possiveis barreiras de isolamento
reprodutivo desenvolvidas por estas espécies;

e Realizar a caracterizacdo morfométrica das trés espécies no PEVV, utilizando uma
abordagem multivariada;

e Avaliar o sucesso reprodutivo por intermédio de estudos de producdo e germinacdo de

sementes, também mediante a testes de viabilidade e formacédo de sementes.
Esses objetivos foram construidos para testar as seguintes hipoteses:

I). As espécies de bromélias (T. crocata, T. lorentziana e T. streptocarpa) ocorrentes nos
pareddes rochosos do PEVV compartilham polinizadores, favorecendo o espalhamento restrito

de pdlen e, consequente cruzamentos interespecificos.

I1). O compartilhamento de polinizadores entre as espécies (T. crocata, T. lorentziana e T.
streptocarpa) leva a ocorréncia de cruzamentos interespecificos, uma vez que ocorrem como

rupicolas, coabitam os mesmos extratos e apresentam sobreposicéo de periodo de floracéo.

I11). As espécies se mantém isoladas reprodutivamente por barreiras pré-zigéticas, tal como a

incompatibilidade genética gametofitica.
3. MATERIAL E METODOS:
3.1 Area de estudo

O presente estudo serd desenvolvido no Parque Estadual de Vila Velha (PEVV) no
municipio de Ponta Grossa-PR, no periodo de outubro de 2021 a dezembro de 2022, tendo
como alvo de investigacdo a Biologia Reprodutiva de trés especies de bromélias que ocorrem
nas areas de afloramento rochosos do Parque. Dados climatoldgicos atualizados referentes a
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area de estudo serdo obtidos do Sistema de Tecnologia e Monitoramento Ambiental do Parana
(SIMEPAR).

O PEVV possui uma area de 3.122,11 ha, situado a 25°12'34" e 25° 15'35"de latitude
Sul, 49°58'04" e 50°03'37" longitude Oeste, com uma altitude maxima de 1.068m na area
denominada Fortaleza. De acordo com a classificacdo climéatica de Koppen o Parque possui
clima Cfb, clima temperado propriamente dito, com temperatura media no més mais frio abaixo
de 18°C, com verdes frescos, temperatura média no més mais quente abaixo de 22°C e sem
estacdo seca definida (INSTITUTO AMBIENTAL DO PARANA, 2004).

Localizado as margens da rodovia BR-376, no municipio de Ponta Grossa, regido dos
Campos Gerais do Parand, sobre o Segundo Planalto Paranaense, o Parque € uma area de
preservacdo que inclui espécies vegetais raras e endémicas da regido dos Campos Gerais
(CERVI etal., 2007). As principais atracoes do PEVV sdo os Arenitos Vila Velha, afloramentos
rochosos de coloragdo avermelhada, com formas diversas que foram esculpidas ao longo do
tempo principalmente pela acdo de &guas pluviais (CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). Os
arenitos do PEVV suportam espécies vegetais rupicolas, tais como cactos, bromélias, orquideas,
samambaias, musgos e liquens. Entre as bromélias encontradas nos pareddes rochosos,
prevalecem espécies do género Tillandsia (Figura 1) (TARDIVO; CERVI, 2001).

Figura 1- Imagens de Tillandsia

N

lorentziana e Tillandsia crocata sobre rochas no PEVV.

AN RS, T

Legenda: A- Tillandsia lorentziana; B- Tillandsia crocata;
Fonte: Tardivo, R. C. (2020)

De acordo com o Plano de Manejo do Parque Estadual de Vila Velha (2004), estdo
descritos 16 sitios vegetacionais, que “se tratam de unidades de paisagem com peculiaridades
em nivel de microhabitats(...)” (IAP, 2004 p. 129). Dentre estes, 3 estdo descritos como

10
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“Refugios Vegetacionais Rupestres - vegetacdo dos afloramentos de arenito e pareddes de

rocha” (grifo nosso). Uma vez que as espécies de Bromélias selecionadas para este estudo séo
caracterizadas como rupicolas, ocorrentes nos afloramentos rochosos do PEVV, delimitamos
como areas de observacgdes e coletas de dados os sitios de “Refugios Vegetacionais Rupestres

(1; 8; 14)”, figura 2.

O “Sitio 1” denominado Platé da Fortaleza, compreende uma area de 72 hectares no
limite norte do Parque Estadual, com altitudes de 1000 a 1068 metros. Caracteriza-se pela
extensa ocorréncia de Refugios Vegetacionais Rupestres em meio a formacdo de savana
gramineo lenhosa, a restritos capdes de Floresta Ombrofila Mista Montana e pequenas areas de
Savana Higrofila, formadas nas imediagdes de olhos d'agua (AP, 2004).

A area do “Sitio 8” denominado Arenitos, detém 118 hectares, com altitude que varia
de 850 a 900 metros. Trata-se de uma area alta e seca, de boa drenagem, com vegetacdo
herbacea predominante em relevo suave ondulado. Caracteristicas especialmente importantes
para fauna e flora sdo os nichos formados entre os blocos de rocha, que criam condigfes
microclimaticas Unicas e propiciam o desenvolvimento de vegetacdo especializada e, em
diversos casos, endémica. Agregam valor bioldgico a area a ocorréncia de espécies endémicas
das formacdes areniticas e a integridade ecoldgica dessas formacGes nos pontos onde ndo se
permitiu a visitagdo. Este sitio € um local de intensa visitacdo turistica (IAP, 2004).

O “Sitio 14” denominado Furnas, possui uma area de 122 hectares, altitude de 770
metros. No local das Furnas, observa-se um ambiente singular, em boa integridade ecoldgica
em termos da vegetacdo que cobre as paredes de rocha. A area tem como caracteristicas
especiais a historia geoldgica, a funcdo de refagio de flora e fauna, incluindo espécies altamente
especializadas as condi¢Ges do microambiente, e 0 aspecto cénico. As Furnas também sdo um

dos principais pontos de visitacdo turistica dentro do PEVV (IAP, 2004).

11
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Figura 2- Mapa da vegetacdo do Parque Estadual de Vila Velha-PR.
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Fonte: Imagens adaptada do Plano de Manejo do PEVV, IAP (2004).

A coleta de dados demandara expedicBes a campo com frequéncia quinzenal durante
0s estagios de vegetativos das espécies e semanais durante o periodo de floracdo. O
deslocamento até a area de estudo serd realizado com auxilio de um veiculo disponibilizado
semanalmente pelo Setor de Transportes da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
A observacdo e coleta de material em campo estardo sob a licenca 308/11 do Instituto Agua e
Terra (IAT). O material coletado seré depositado no Herbério do departamento de Boténica da
Universidade Federal do Parand (UPCB) e no Herbario da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (HUPG). Os estudos Morfoldgicos serdo realizados no laboratério M41 do
Departamento de Biologia Geral (DEBIO), Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (SEBISA)
da UEPG.

3.2. Descricdo das espécies em estudo
A familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae é um grupo monofilético pertencente ao clado das
monocotileddneas, ordem Poales (APG IV, 2016). A familia é dividida em 8 subfamilias

(Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae,

12
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Puyoideae e Tillandsioideae), possui 3684 espécies, distribuidas em 79 géneros (GOUDA et al,
2021 (cont. upd.)).

Bromeliaceae € a maior familia dentro das angiospermas que detém ocorréncia
predominantemente neotropical, nativa da América Central a América do Sul, apenas a espécie
Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & Mildbr., nativa para o continente Africano. A familia
é descrita como a segunda maior em numero de espécies epifiticas, sendo Orchidaceae a
primeira (GIVNISH et al., 2014). O Brasil configura a maior riqueza do grupo, 1379 espécies,
sendo 1179 endémicas, distribuidas em 56 géneros, 24 endémicos, com 0 maior nimero de
tAxons descritos para o Biomas Floresta Atlantica seqguido pelo Bioma Cerrado (FORZZA et
al., 2020).

Representada por plantas herbaceas epifitas, rupicolas ou terrestres, apresentando
poucos centimetros até lenhosas de grande porte. Caracterizada por apresentar caule curto,
raramente desenvolvido, folhas alternas-espiraladas em roseta ou mais raramente alternas-
disticas. As raizes podem ser absorventes nas plantas terrestres ou fixadoras nas epifitas.
Inflorescéncia simples ou composta, na maioria dos casos terminal, raramente axilar, em geral
com brécteas vistosas, com poucas a muitas flores densa a laxas, raramente com flores solitarias
(FORZZA et al. 2020; WANDERLEY et al., 2007).

O estudo mais atual da familia para o Brasil, realizado por Forzza et al. (2020) aponta
56 géneros, 24 endémicos, 1379 espécies, 1178 endémicas e 10 subespécies, sendo 9

endémicas, sendo a segunda maior familia de espécies ameacadas de extingéo.
O Género Tillandsia

Dentro da familia Bromeliaceae, subfamilia Tillandsioideae, Tillandsia é o maior
género com 764 espécies descritas (GOUDA et al, 2021 (cont. upd.)). Distribuidas na regido
neotropical, (BARFUSS, et al. 2016). As espécies de Tillandsia possuem tamanhos variaveis,
epifiticas, rupicolas ou raramente terrestres, xeromorficas com folhas suculentas, mesomarficas
ou semi-xeromorficas. O caule pode ser curto ou bem desenvolvido com presencga ou auséncia
de ramificacGes. As folhas podem ser polisticas, rosuladas ou disticas, liguladas, triangulares,
lineares ou filiformes, eretas, secundas, reflexas ou as internas eretas e as externas reflexas,
verdes ou densamente cinéreo-lepidotas, membranaceas, suculentas ou rigidas, base da roseta
bulbiforme ou n&o. Flores disticas ou polisticas, em inflorescéncias simples ou compostas,

raramente uniflora; pétalas de cores variadas (amarelas, esverdeadas, brancas, lilases, azuis,
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roseas, vermelhas ou alaranjadas), livres, geralmente formando uma corola tubular, com
laminas eretas, recurvadas ou revolutas, com ou sem apéndices basais; estames inclusos ou
exsertos da corola, filetes livres, eretos ou plicados; grdos de pdlen sulcados com exina
geralmente reticulada; ovario infero, 6vulos obstusos. (BARFUSS et al. 2016; TARDIVO et
al., 2020).

Tillandsia esta dividido em 7 subgéneros:
T. subg. Aerobia Mez, T. subg. Anoplophytum (Beer) Baker, T. subg. Diaphoranthema (Beer)
Baker, T. subg. Phytarrhiza (Vis.) Baker, T. subg. Pseudovriesea Barfuss & W. Till, T.
subg. Tillandsia e T. subg. Viridantha (Espejo) W.Till & Barfuss (BARFUSS et al.,2016). No
Parand sdo citadas 17 espécies, distribuidas em 4 subgéneros, a maioria encontrada na regido
dos Campos Gerais (Kremer, 2011). Para o PEVV sdo citadas 11 espécies, entre elas, T.
lorentziana Griseb. (subg. Anoplophytum), T. crocata (E. Morren) Baker e T. streptocarpa
Baker (subg. Phytarrhiza) espécies xerofiticas predominantes nos pareddes rochosos do Parque
(TARDIVO; CERVI, 2001).

Tillandsia crocata (Figura 2- A): Plantas isoladas ou em pequenas touceiras, rupicola,
xerofitica, com 15 a 40 cm de altura. Caule curto conspicuo, rizomatoso. Folhas disticas,
patentes ou recurvas, com apice ereto, densamente lepidotas; laminas foliares estreitas,
cilindricas, involutas, subuladas, triangulares, reflexadas, densamente lepidotas, com a presenca
de tricomas assimétricos; bainhas ovais, pouco alargadas. Escapo da inflorescéncia filiforme,
densamente lepidoto, ereto, delgado, tomentoso, ultrapassando as folhas. Inflorescéncia
simples com 2-6 flores disticas; bracteas florais ovais, semelhantes as sépalas; sépalas
lanceoladas, assimétricas, conatas na base; pétalas com laminas obtusas, odoriferas de
coloracdo amarelo-ouro; estames inclusos, excedendo o estilete; évulo eliptico; fruto capsula
cilindrica. (Tardivo et al. 2020; KREMER, 2011; TARDIVO; CERVI, 2001; WANDERLEY
et al., 2007). Periodo de floragdo descrito para outubro-abril (TARDIVO; CERVI, 2001).
Tillandsia crocata apresenta-se distribuida desde a Bolivia, Uruguai, Brasil, até o sul da
Argentina. No Brasil ocorre do Rio de Janeiro ao Rio Grande do Sul. No estado do Parana a
espécie pode ser encontrada nos municipios de Carambei, Palmeira, Pirai do Sul, Ponta Grossa
e Tibagi, forma densas populagdes em afloramentos rochosos dos Campos Gerais (KREMER,
2011).

Tillandsia lorentziana (Figura 2- B). Espécie rupicola, xerofitica, ocasionalmente

epifitica, isolada ou formando touceiras, com aproximadamente 20 a 60 cm de altura quando
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florida. Caule curto, rizoma. Folhas polisticas, as internas eretas e as externas reflexas, cobertas
por escamas extensas cinzentas ou acastanhadas; laminas foliares estreitamente triangulares,
longamente atenuadas; bainhas achatadas. Inflorescéncia simples ou composta do tipo racemo
ou duplo racemo, com 7-8 flores disticas; escapo ereto, levemente recurvado, coloracdo verde,
glabro; bréacteas imbricadas, triangulares acuminadas, coloracao verde, vinosas em dire¢do ao
apice, lepidotas. Bracteas florais de coloracdo roseas, lanceoladas, eretas, maiores que o
comprimento das sépalas. Flores curtas-pediceladas; sépalas simétricas, oblongas, agudas,
levemente conatas na base, carenadas, de coloracdo avermelhada, glabras; pétalas eretas,
elipticas, margens levemente sinuosas, brancas; estames inclusos, filetes livres e achatados,
anteras lineares, dorsifixas, estilete branco, estigma simples ereto, branco; ovario eliptico;
frutos capsulares (TARDIVO; CERVI, 2001; KREMER, 2011; TARDIVO et al., 2020).
Periodo de floracdo descrito para dezembro- maio (TARDIVO; CERVI, 2001). Tillandsia
lorentziana tem distribuicdo descrita para Bolivia, Paraguai, Argentina e Brasil. No Brasil a
ocorréncia € descrita para 0s estados Rio grande do Sul e Parana. No estado do parana é
encontrada somente na regido dos Campos Gerais, nos municipios de Ponta Grossa, Carambei
e Tibagi. O PEVV em Ponta Grossa é o local de maior ocorréncia da espécie no Brasil.
(TARDIVO; CERVI, 2001; KREMER, 2011)

Tillandsia streptocarpa (Figura 2- C): Planta rupicola ou epifitica, xérofitica, de 10 a
70 cm de altura. Caule curto conspicuo. Folhas polisticas ao longo do caule, as externas
recurvadas; laminas foliares lineares triangular, apice longo atenuado, tomentosas, densamente
lepidoto; bainhas ovais, imbricadas ao longo do caule, densamente lepidotas. Escapo floral
ereto, glabro, ultrapassando as folhas, bracteas lanceoladas, com éapice aristado, conduplicadas,
imbricadas, as basais foliaceas, densamente lepidotas. Inflorescéncias simples ou composta,
em espigas, eretas, flores disticas, complanadas; bracteas lanceoladas, agudas, ligeiramente
mais curtas que sépalas, glabras ou lepidotas de coloragdo esverdeada- rosea. Flores sésseis,
disticas, odorifieras; sepalas livres ou conatas, simétricas, oblongas, apice agudo a obtuso,
geralmente glabras; pétalas vistosas de coloracdo violetas ou azuis, espatuladas, apice obtuso,
laminas largas; estames livres, inclusos, excedendo o estilete, anteras dorsifixas; ovario oval;
frutos capsulares, cilindricos (TARDIVO; CERVI, 2001; WANDERLEY et al., 2007;
KREMER, 2011; TARDIVO et al., 2020) Periodo de floracdo descrito para janeiro-maio
(TARDIVO; CERVI, 2001). O taxon Tillandsia streptocarpaé registrada para a Bolivia, Peru,

Paraguai e Brasil, encontrada nas regiGes nordeste, sudeste e sul. No estado do Parana ocorre
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em Arapoti, Carambei, Ledpolis, Ortigueira, Ponta Grossa, Porto Rico, S&o Jer6bnimo da Serra
e Tibagi, geralmente como rupicola nos afloramentos rochosos dos Campos Gerais e menos
frequente no Norte do Parana, como epifita (KREMER, 2011).

Figura 3- Imagens das espécies selecionadas para o estudo.

Legenda: A- Tillandsia crocata; B Tillandsia lorentziana -; C- Tillandsia streptocarpa
Fonte: Adaptada de Gouda, Butcher e Gouda (2021) “Encyclopaedia of Bromeliads”, Version 4.
<http://bromeliad.nl/encyclopedia/ University Botanic Gardens, Utrecht (accessed: [02 de set. 2021])>

Segundo o descrito no estudo de Tardivo e Cervi (2001) as trés espécies de Tillandsia

apresentam periodos de floracdo sobrepostos nos meses de dezembro-abril (Quadrol).

Quadro 1- Sobreposicao do periodo de floragéo das espécies T. crocata, T. lorentziana e T. streptocarpa

M ‘ Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Out ‘ Nov | Dez
T.c.
T. L
T.s.
Fonte: Adaptado de Tardivo e Cervi (2001) < Bromeliads of the State Park of Vila Velha, Ponta Grossa, Parana,
Brazil.>

3.3. Estudos Reprodutivos
3.3.1. Fenologia reprodutiva

A observacdo e descrigdo da fenologia reprodutiva das especies selecionadas para este
estudo sera realizada entre dezembro/2021 a dezembro/2022. A metodologia para a avaliacdo

fenoldgica das espécies sera procedida qualitativamente (analise das épocas em que ocorre a
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fenofase), conforme Fournier (1974). Os individuos serdo previamente marcadores
(n=20individuos/espécie), sendo posteriormente amostrados.

Serdo considerados os eventos de floragdo quando pelo menos metade dos individuos
marcados possuirem flores abertas, e as frutificacbes quando a mesma proporcao de individuos
possuirem frutos maduros. Os dados permitirdo inferir informagdes sobre os periodos de
floracéo e frutificagdo, permitindo evidenciar possiveis barreiras temporais da fenologia da

floracdo entre as espécies estudadas.
3.3.2. Visitantes florais

Os visitantes florais serdo observados e fotografados em campo, sendo verificados a
frequéncia e comportamento ao longo do periodo de antese da flor durante a estagéo de floracéo,
totalizando 20 horas de observacdo para cada espécie selecionada para este estudo. Também
serdo realizadas coletas dos insetos que visitarem as flores com rede entomolégica (mediante
autorizacdo de coleta ao SISBIO), estes serdo sacrificados com acetato de etila e encaminhados
para identificacdo por especialistas e depositados no Museu de Entomologia Pe. Jesus S. Moure
(DZUP). De acordo com o comportamento apresentado, os visitantes serdo considerados
polinizadores (DAFNI, 1992) ou pilhadores (INOUYE, 1980).

3.3.3. Estudo da viabilidade de polen

Para este estudo, serdo utilizados 3 botdes florais para cada individuo em pré-antese,
coletados em campo das 3 populacdes (1pop/espécie), cerca de 10 individuos cada populacéo.
A técnica de esmagamento das anteras, determinada por Guerra e Souza (2002), sera aplicada

no preparo das laminas. O material sera corado com carmim acético 1%.

Para cada botdo, serdo utilizadas 4 anteras (duas maiores e duas menores), preparando
duas laminas para cada botdo (uma antera maior e uma antera menor por lamina), totalizando 6
laminas por individuo. Serdo avaliados 400 grdos de pélen por lamina (200 para cada antera) e
serdo analisadas ap6s 24 horas do preparo, tempo suficiente para que o corante possa agir nos

gréos de pdlen, colorindo-os.

Na sequéncia, as laminas serdo analisadas em microscéopio 6ptico no aumento de 40X. Os

grdos de pdlen corados com carmim acético quando viaveis apresentardo coloragdo vermelha e
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0s ndo corados ou com morfologia andmala serdo considerados invidveis. A viabilidade
polinica ser& estimada por meio da porcentagem de graos de polen viaveis. Os dados seréo
submetidos a uma analise de variancia seguida de Teste de Tukey (com correcdes de bonferroni)

para verificar a variacdo de pdlen viavel tanto dentro das espécies quanto entre elas.
3.3.4. Cruzamentos reciprocos

Em cada cruzamento sera utilizado um par de individuos (n=10 pares), selecionados
pela presenca de uma flor saudavel em cada um deles. Serdo formadas trés combinacdes entre
as trés espécies estudadas (T. crocata T. lorentziana, e T. streptocarpa). Todos os cruzamentos
serdo realizados de forma bidirecional, isto €, cada individuo ir4 tanto doar quanto receber pélen
do seu parceiro. Em cada cruzamento a flor demarcada terad seu pélen removido e transferido
para o estigma de uma flor do seu parceiro. As flores polinizadas terdo seu desenvolvimento
acompanhado nos meses subsequentes para que se possa Verificar a formagdo dos frutos
(GOUVEIA; PINHEIRO, 2015). Esquema de cruzamentos representados no quadro 2.

Quadro 2- sistema de cruzamento entre as espécies.

TRATAMENTOS ABREVIACOES

Controle CONT

Autopolinizacdo Espontanea AE

Polinizacdo Cruzada T. crocata - T. lorentziana PCTCTL

Polinizacdo Cruzada T. crocata- T. streptocarpa PCTCTS

Polinizacdo Cruzada T. lorentziana- T. crocata PCTLTC

Polinizacdo Cruzada T. streptocarpa- T. crocata PCTSTC

Polinizacdo Cruzada T. lorentziana - T. streptocarpa PCTLTS

Polinizacdo Cruzada T. streptocarpa- T. lorentziana PCTSTL

Fonte: Elaborado pelos autores (2021).

3.3.5. Calculos de viabilidade e indices de isolamento

Para calcular a viabilidade dos frutos e das sementes, utilizaremos dois indices, o IRF e 0
IRS, respectivamente. O indice de isolamento reprodutivo na etapa de formacéo de frutos (IRF),
sera calculado como 1 menos a viabilidade dos frutos (IRF = 1 — [nimero frutos viaveis +
numero de flores polinizadas]). Isso para cada categoria de tratamento realizado em
cruzamentos reciprocos (PCTCTL; PCTLTS; PCTSTC).

O indice de isolamento reprodutivo no estagio de formagéo de sementes viaveis (IRS)
sera calculado como sendo (IRS =1 — [nUmero de sementes viaveis + numero total de sementes

amostradas]). Da mesma forma que nos frutos, a porcentagem de sementes viaveis vai ser obtida
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a partir da razao entre o nimero de sementes vidveis e 0 numero total de sementes computada

em cada categoria de cruzamento, como j& citado acima.

Para se obter um Unico indice de isolamento correspondente as etapas de formacéo de
frutos e semente viaveis, os indices de isolamento IRF e IRS irdo ser combinados formando o
IRFS (indice de Isolamento Reprodutivo combinado nos estagios de formacdo de Fruto e
Semente), com a seguinte formula, (IRFS = IRF + [{1 — IRF} x IRS] ). No novo indice o IRF
vai ser somado integralmente ao valor do IRS multiplicado por 1 menos IRF. Assim, levando
em consideracdo que a formacdo de frutos atuard primeiro na sequéncia de eventos na
reproducdo e que o IRS atuara limitando apenas o nimero de descendentes formados a partir
dos frutos viaveis (1 — IRF).

Deste modo, os indices de isolamento calculados poderdo ter valores que vao de “0 a
1”. O valor “0” quer dizer que ndo ha isolamento reprodutivo, isto &, a fertilidade é maxima
nesta fase da reproducédo e o maior nimero possivel descendentes poderiam ser formados entre
0s parentais. Ja os indices com valor de “1” significa isolamento total, ou seja, este estagio da
reproducdo ndo é viavel e representa por si proprio uma importante barreira reprodutiva agindo
no isolamento reprodutivo dos grupos analisados (SCOPECE et al., 2008; GOUVEIA, 2015).

3.3.6. Viabilidade das sementes e taxa de germinacao

Os frutos serdo coletados e serdo coletados e abertos para contagens das sementes. As sementes
retiradas de cada fruto ficardo mantidas sob refrigeracdo a 4° C por no maximo 7 dias. A
viabilidade das sementes formadas sera avaliada pelo teste do tetrazélio, neste teste as sementes
sdo imersas em solugdo 1% de 2,3,5-trifenil tetrazolio e mantidas por 24 horas em temperatura
de 30°C. Os embrides viaveis apresentam uma forte coloracdo vermelha e podem ser facilmente
diferenciados dos embriGes inviaveis, estes sdo identificados pela presenca da testa da semente
sem conteddo ou contendo um embrido ndo colorido em vermelho (GOUVEIA; PINHEIRO,
2015).

3.3.7 Caracterizacdo morfométrica e anélise de dados

Serdo selecionados caracteres reprodutivos e vegetativos continuos e discretos para
todos os individuos, sendo os critérios definidos de acordo com o tratamento taxonémico

(Quadro 3). Avaliaremos um total de 60 individuos, 20 individuos de cada espécie e

19

Inserido ao protocolo 18.369.143-0 por: Rosangela Capuano Tardivo em: 26/11/2021 16:20.




mensuraremos 33 atributos morfoldgicos quantitativos e qualitativos in situ, utilizando um
paquimetro digital. Tanto os caracteres florais quanto os caracteres vegetativos serdo medidos
a partir de flores em inicio de antese e dos ramos mais expostos, respectivamente. Com o intuito
de minimizar variacdes ambientais sobre os atributos (CORNELISSEN et al., 2003; PEREZ
HARGUINDEGUY et al.; 2013).

Na sequéncia, verificaremos a influéncia entre os caracteres através de correlacGes de
Spearman (rsp) para constatar possiveis variaveis redundantes (ZAR, 2010). Se houver uma
correlacdo alta (rsp = 0.85, préxima a 0.90) entre pares de caracteres, usaremos apenas 0s dados

continuos nas analises multivariadas, excluindo assim, os dados categéricos.

Para avaliar as relagcdes hierarquicas entre os grupos, sera realizada uma anélise de
cluster com todos os caracteres morfoldgicos estudados, com base no algoritmo de agrupamento
hierarquico UPGMA e usando o coeficiente de similaridade de Gower (1966). Em seguida,
calcularemos o coeficiente de correlacdo cofenético (cofr) como uma indicacdo de qudo
ajustada era a arvore aos dados (SOKAL; ROHLF, 1962).

Para avaliar a existéncia de grupos, de acordo com os caracteres, sera utilizada uma
analise de coordenadas principais (PCO) baseada em nos caracteres continuos (SNEATH;
SOKAL 1973; LEGENDRE; LEGENDRE 2003). O numero de eixos informativos sera
definido de acordo com o critério de quebra de brocken-Stick (FRONTIER, 1976).

Por fim, reuniremos a variacdo morfoldgica, sem considerar informacéo relativa ao
habitat individual, através de uma analise de componentes principais (PCA) com uma matriz
de correlacdo (SNEATH; SOKAL, 1973). Esta analise tem por objetivo identificar a variacdo
total que determina o padrdo encontrado e os caracteres que mais colaboram para 0s
agrupamentos detectados. Serdo escolhidos eixos de acordo com o critério de brocken-Stick
(FRONTIER, 1976).

4. RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se, com a conclusdo desse projeto de dissertacdo compreender a biologia
reprodutiva das trés espécies de bromélias focos do estudo, bem como suas estratégias
reprodutivas, polinizadores envolvidos, descrever as caracteristicas morfologicas de cada uma

das espécies e constatar a possivel ocorréncia de troca interespecifica de pélen, destacando com
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esse estudo a importéncia de estudos de hibridacdo na regido subtropical da Ameérica do Sul.
Almeja-se que os resultados possam contribuir para o entendimento da ocorréncia de individuos
com morfologia hibrida entre as espécies Tillandsia crocata, Tillandsia lorentziana e Tillandsia
streptocarpa. Espera-se inferir possiveis zonas hibridas para a regido subtropical, com base
neste estudo primério no Parque Estadual do Vila Velha. Pretende-se ainda, divulgar os
resultados obtidos no Seminério em Botéanica da UFPR e no Congresso Brasileiro de Boténica,

e publicar no minimo 2 artigos cientificos.

5. CRONOGRAMA

- 2021 2022 2023
Atividades
A|S|IO|N|D|J|IFIM|A|M|J|J|A|S|O|N|DI|JI/FIMJA|IM|[IJ|J]|A
Levantamento
Bibliografico

Elaboracéo do Projeto

Coleta de dados em
Campo

Atividades em
Laboratdrio

Andlise dos Dados

Entrega do Relatério de
12 Meses

Entrega do Relatério de
18 Meses

Congresso Nacional de | ?
Boténica

X Seminéario em Botéanica
- UFPR

Submissdo do  artigo
cientifico resultante da
dissertacdo

Escrita da Dissertagao

Defesa da Dissertacéo

6. VIABILIDADE DO PROJETO

Durante o desenvolvimento deste trabalho contaremos com a contribuicdo da Prof. Dra.
Rosangela Capuano Tardivo como coorientadora, a qual é especialista em sistematica de
Bromeliaceae, atua como professora vinculada ao Departamento de Biologia Geral da UEPG e
¢ atual curadora do Herbario da UEPG (HUPG).

Faremos uma parceria com 0 HUPG, do qual utilizaremos o acervo para consultas e as
instalagbes para os procedimentos de herborizagdo do material coletado. As analises
laboratoriais serdo realizadas no laboratorio M41 do Departamento de Biologia Geral (DEBI0O),
Setor de Ciéncias Biologicas e da Saude (SEBISA) da UEPG. O deslocamento até o campo sera
realizado com auxilio de um veiculo disponibilizado para 0 HUPG semanalmente pelo Setor de
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Transportes da UEPG. A observacéo e coleta de material em campo estardo sob a licenga 308/11
do Instituto Agua e Terra (IAT), expedida pela coorientadora deste projeto.
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8. ANEXOS

Quadro 3- Caracteres reprodutivos/vegetativos e estados de caracteres para avalicdo morfométrica
ESTADOS DE CARACTERES

CARACTERES

1. Formade vida

[0] predominantemente

epifita

[1] epifita ou rupicola

[2] exclusivamente
rupicola

2. Disposicao das folhas

[0] disticas

[1] polisticas

3. Direcéo das laminas foliares

[0] eretas

[1] secundas

[2] as internas eretas e
as externas reflexas

[3] todas reflexas

4. Forma da lamina foliar [0 ] triangular [1] cilindrica

5. Apice das folhas [0] ereto [1] recurvo

6. Altura da inflorescéncia

7. Inflorescéncia [0 ] simples [1] composta

8. Tipo de inflorescéncia [0 ] espiga [1] duplo racemo

9. Ndmero de flores na inflorescéncia

10. Disposi¢do das flores

[0 ] disticas

[1] polisticas

11. Comprimento da bréactea floral

12. Forma da bractea floral

[0 ] triangular

[1] oval

13. Area da bractea floral

14. Comprimento das sépalas

15. Forma das sépalas

[0 ] oblongas

[1] lanceoladas

16. Area das sépalas

17. Concrescéncia das sépalas [0] livres [1] conatas
18. Simetria da corola [0 ] Actinomorfa [1] levemente zigomorfa  [2] zigomorfa
19. Tipo de corola [0] aberta [1] tubular
20. Orientacéo da corola [0] Ascendente [1] descendente [2] horizontal

21. Comprimento das pétalas

22. Forma das pétalas

[0] linear-lanceolada

[1] espatulada

23. Area da pétala

24. Margem das pétalas [0] sinuosa [1] crenada [2] inteira
25. Direcéo das pétalas [0] eretas [1] reflexas [2] revolutas
26. Cor das pétalas [0] brancas [1] amarelas [2] lilases

27. Comprimento do filete

28. Filetes

[0] eretos

[1] plicados

29. Cor do filete

30. Comprimento das anteras

31. Cor das anteras

32. Insercdo das anteras

[0] basifixas

[1] dorsifixas

33. Tipo de estigma

[0] simples-ereto

[1] espiral-conduplicado

Fonte: Elaborado pelos autores (2021).
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