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RESUMO: O estudo da Biologia Reprodutiva pode revelar fatores chaves que —
influenciam a constituicdo genética das espécies, a estrutura e distribuicdo das
populagdes. Neste estudo busca-se compreender fatores ambientais, temporais e
etioldgicos que influenciam a reproducdo de trés espécies de Tillandsia, tal como a
fenologia de floracéo, polinizadores e viabilidade reprodutiva. Para isso, serd analisada a
distribuicdo das espécies dentro das areas de estudo, acompanhado mensalmente as
populacbes com finalidade de identificar o periodo de floracdo de cada uma das espécies
nas diferentes localidades, e possivel sobreposicdo de floracdo entre as espécies
coocorrentes. Os visitantes florais serdo acompanhados por observacdo focal, com
objetivo de identificar os polinizadores e possivel compartilhamento destes entre as
espécies de plantas. Além disso, pretende-se reconhecer o sistema de cruzamento atuando
em cada espécie e possivel variacdo na taxa de cruzamento entre as populacées, para esta
investigacdo serdo feitos tratamentos de polinizacbes manuais. Por fim, o sucesso
reprodutivo serd avaliado por meio da viabilidade polinica, producgéo de flores, frutos e
sementes, e taxa de germinagao das sementes. Serdo utilizadas andlises estatisticas, como
ANOVA, para investigar diferencas significativas nas taxas de cruzamento e fertilidade
entre as populacbes estudadas dentro da regido dos Campos Gerais. Espera-se que 0s
dados obtidos neste trabalho revelem quais dos fatores investigados estdo exercendo
maior influéncia sobre a estrutura destas populacdes.
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INTRODUCAO o

O sistema de cruzamento é um dos fatores chave na modelagem da constitui¢éo
genética das populacdes, uma vez que, especialmente por meio da reproducéo cruzada, é
possivel ampliar a variabilidade genética dentro da populacéo, prevenindo da depressao
endogamica (Barret et al., 2008; Rieseberg & Willis, 2007). Em plantas, o sistema de
cruzamento pode funcionar como uma barreira de isolamento reprodutivo, por exemplo,
variacdes nas taxas de alogamia para autogamia, podem ser interpretadas como uma
selecdo evolutiva que minimiza as chances de cruzamento heteroespecifico (Wendt et al.,
2008; Matallana et al., 2010; Palma-Silva et al., 2011; Zanella et al., 2016). Assim, em
areas onde espécies filogeneticamente proximas ocorrem em simpatria e as barreiras de
isolamento pré-polinizacdo sdo fracas, a autocompatibilidade pode ser crucial para
prevenir a hibridacdo (Wendt et al., 2008; Palma-Silva et al., 2011).

Bromeliaceae tem sido destacada como um grupo modelo para estudos evolutivos
e ecologicos que visam compreender topicos importantes da biologia, como genética
populacional, hibridizacdo, especiacdo e biologia reprodutiva (Neri et al., 2017; Palma-
Silva & Fay, 2015). A familia apresenta um notavel potencial de radiacdo adaptativa, com
3740 espécies (Gouda et al., 2023 (com. atualizado)), sendo estas, em sua maioria,
morfologicamente diversas e adaptadas a diferentes nichos, incluindo ambientes insulares
(Forzza et al., 2020; Givinish et al., 2011; Palma-Silva & Fay, 2015). Vérias bromélias
do género Tillandsia L. sdo xerofiticas de habito rupicola, o que as possibilita ocupar
rochas nuas e expostas a altas temperaturas (Tardivo et al., 2020). Espécies de Tillandsia
ocorrem frequentemente em populagdes agregadas, formando “tapetes” sobre encostas
ingremes de afloramentos rochosos em varias regides do Brasil (Tardivo et al., 2020;
Porembski et al., 2007).

Com base em dados bibliograficos (Kremer, 2011; Tardivo & Cervi, 2003) e de
herbario (Reflora, 2023), espécies do género Tillandsia sdo encontradas como rupicolas
entre a vegetacdo caracteristica dos afloramentos areniticos que ocorrem nos Campos
Gerais do Parana (CGP), no Sul do Brasil, o que tornam estas areas oportunas para estudos
bioldgicos com este género de bromélias. Afloramentos rochosos geralmente estdo
isolados espacialmente pela matriz circundante, a qual pode ser constituida de campos
abertos ou capdes de floresta (Porembski et al., 2007). Condic¢des edafoclimaticas de

baixa disponibilidade hidrica, solo raso ou ausente, maior exposic¢éo a radiacéo solar e
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ventos fortes sdo caracteristicas de areas rochosas, e apenas populacdes de plantas bem —

adaptadas e estruturadas se mantém nesses ambientes (Barbara et al., 2009; Porembski et
al., 2007). Tais peculiaridades tornam esses ambientes propicios para estudos ecolégicos
e evolutivos, visando compreender processos que impactam na estrutura e manutencéo
de populacbes, bem como fatores que podem ser relevantes para o entendimento da
radiacdo adaptativa continental em plantas, como a evolugdo do isolamento reprodutivo
entre espécies (Barbard et al., 2009; Palma-Silva et al., 2011; Widmer et al., 2007).

Investigar aspectos relacionados a reproducéo das plantas pode ser essencial para
entender estratégias evolutivas importantes & manutencao de populacgdes, especialmente
em regides altamente diversas, é crucial para estimar riqueza de espécies e suas interacoes
com o ambiente (Pinheiro et al., 2018). Considerando a notavel radiacdo adaptativa da
familia Bromeliaceae, e sua abundancia em espécies, das quais apenas uma pequena
parcela foi explorada por estudos na &rea da biologia reprodutiva (Aoki-Goncalves et al.,
2020; Bianchi & Vesprini, 2014; Cavalcante et al., 2020; Freitas et al., 2020; Goetze et
al., 2017; Gomes et al., 2020; Lenzi & Paggi, 2019; Matallana et al.,2010, 2016; Neri et
al., 2017, 2018; Orozco-Ibarrola et al., 2014; Paggi et al., 2007, 2012;Ramirez-Morillo
et al., 2009; Schmid et al., 2010 Wendt et al., 2002, 2008; Zanela et al., 2016), propomos
neste projeto estudar a biologia reprodutiva em espécies de Tillandsia presentes em

afloramentos areniticos na regido dos CG, Sul do Brasil.
OBJETIVOS PRETENDIDOS

Este trabalho tem como objetivo principal investigar variacbes no sucesso
reprodutivo de populacdes de Tillandsia crocata, T. streptocarpa e T. lorentziana, e quais
fatores podem estar influenciando tal variacdo, dentro de uma escala regional, nos
Campos Gerais do Parana. Para isso sera investigado aspectos da Biologia Reprodutiva

das trés espécies, tais como; polinizacdo, sistema de cruzamento e fertilidade.
Para tal, pretende-se:

- Avaliar se ha compartilhamento de visitantes florais e de polinizadores entre
espeécies de ocorréncia simpatrica, que demonstrarem fenologia de floracdo sobrepostas,

e identificar os polinizadores de cada uma das espécies em diferentes areas.
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- Investigar a variacdo morfolégica em atributos reprodutivos (tamanho da
inflorescéncia; numero de flores; cor, comprimento e didmetro da corola) entre

populacdes das trés em &reas distintas.

- Reconhecer os sistemas de cruzamento das espécies T. crocata; T. streptocarpa
e T. lorentziana e avaliar se ocorre variagdo na taxa de cruzamento entre populacoes de

uma mesma espécie.

- Avaliar o sucesso reprodutivo de diferentes populacGes das espécies trés
espécies por meio da analise de: viabilidade polinica, produgdo de flor, frutos e

viabilidade das sementes.
METODOLOGIA
Area e espécies de estudo:

Neste estudo, serd investigado populac@es de Tillandsia crocata, T. streptocarpa e
T. lorentziana, espécies que ocorrem como rupicolas em afloramentos rochosos na regido
dos Campos Gerais do Parand (Figura 1). Os CG combinam campos rupestres de
vegetacdo herbacea-arbustiva, matas de galerias ou capdes isolados de floresta Ombrofila
Mista, em meio a formagdes geolodgicas, situados no Segundo Planalto Paranaense, sobre
a APA da Escarpa Devoniana (Labiak, 2014; Maack, 2012; Melo et al., 2007).
Atualmente na APA da Escarpa Devoniana ha cinco unidades de conservacao

implementadas (Quadro 1), pretendemos estudar as populacdes presentes nestas areas.
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Figura 1- Mapa da Regido dos Campos Gerais-PR. Em destaque APA da
Escarpa Devoniana, e locais onde ha registro da ocorréncia das espécies de
Tillandsia focos deste estudo.
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Parque Estadual do Monge, Lapa-PR

Parque Estadual de Vila Velha, Ponta Grossa-PR
Parque Estadual Guarteld, Tibagi-PR

Parque Estadual Vale do Codo, Jaguariaiva-PR

Parque Estadual do Cerrado, Jaguariaiva-PR

Quadro 1- Unidades de Conservacdo localizadas sobre a APA da Escarpa Devoniana.

Fenologia de floracéo:

Para identificar a sobreposicdo na fenologia de florac&o entre diferentes espécies, cada
uma das populacdes sera acompanhada mensalmente, contando o total de individuos de
cada espécie floridas em um trecho de aproximadamente 1000 metros, em cada uma das
areas de estudo. Nas observacdes serdo contados o total de individuos em fase de floracéo,
considerando a inflorescéncia bem desenvolvida e flores em antese (Machado & Semir,
2006; Wendt et al., 2008). O padréo da fenologia de floracéo sera classificado de acordo
com o padrdo de duracdo (Newstrom et al.,1994) e sera considerado como pico de
floracdo quando 50% dos individuos acompanhados, em cada espécie, estiverem floridos
(Machado & Semir, 2006).

Caracteristicas florais:

Para reconhecer possiveis variacdes morfolégicas nas caracteristicas florais de cada
espécies em diferentes populacdes, serdo avaliados um conjunto de atributos
morfoldgicos da inflorescéncia em cada espécie entre diferentes populagdes (comp. da

inflorescéncia; n° de botdes; cor, comprimento e diametro da corola).

Visitantes florais:

Afim de identificar os grupos de visitantes florais das trés espécies em diferentes
populagdes nos CG, serédo realizadas observagdes focais dos visitantes florais para as
especies. Serd registrado as informacOes sobre o comportamento do visitante na
inflorescéncia em uma mesma planta, e entre plantas diferentes, buscando identificar os
polinizadores e o compartilhamento destes entre espécies de Tillandsia. Os insetos serdo
coletados com rede entomoldgica, armazenados em frascos de coleta com solugéo

alcoolica (70%) e posteriormente enviadas a especialistas para identificacdo. Por fim,

UNIDADE DE CONSERVACAO —
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depositaremos os exemplares como material testemunho na Colecdo Entomoldgica da —

UFPR.

Sistemas de cruzamento:

Com intencdo de compreender o sistema de cruzamento de cada espécie em
diferentes populagdes serdo realizados tratamentos de polinizagdo manual. Em cada
tratamento sera utilizado um nimero minimo de 10 individuos por espécie, repetido em
cada uma das populagdes. Os individuos serdo selecionados pela presenca de flores
saudaveis, apenas botbes florais em pré-antese serdo utilizados (Dafni, 2005; Paggi et al.,
2012). Para cada espécie, em cada uma das populagdes, serdo realizados os seguintes

tratamentos:

Polinizacdo natural (PN): As flores serdo marcadas e ndo serdo manipuladas, este

tratamento serd utilizado como controle.
e Apomixia (APX): As flores serdo emasculadas e isoladas com sacos voile.
e Autopolinizagéo espontanea (AE): As flores seréo ensacadas.

e Autopolinizagdo manual (AM): As flores serdo emasculadas e receberdo uma

suplementacédo de polen oriundo de outra flor do mesmo individuo.

e Polinizacdo cruzada (PC): As flores serdo emasculadas e receberdo uma

suplementacédo de pdlen oriundo da flor de outro individuo da mesma espécie.
Viabilidade polinica:

A viabilidade polinica sera avaliada por meio de teste histoquimico, seguindo o
método de Alexander (1980). O método de Alexander ja foi utilizado para anélise da
viabilidade polinica em espécies de Bromeliaceae em estudos anteriores (Palma-Silva et
al., 2008; Sousa et al., 2021) pois oferece bons resultados, uma vez que ficam préximos
aos resultados obtidos com a germinacdo in vitro, quando comparado ao corante carmim

acético (Souza et al., 2021).

Serédo coletadas flores de 10 individuos por espécie em pré-antese, sendo duas
por planta, para cada populacdo. O material sera fixado em FAA(70%). Com auxilio de

uma pinga, serdo esmagadas sobre a lamina duas anteras por flor, em seguida adicionado
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duas gotas da solucdo de Alexander (2%) e coberto com laminula. As laminas serdo —
examinadas em microscopio de luz, e a contagem de gréos viaveis sera feita pelo método
de varredura da lamina. Serdo considerados inviaveis os graos de pélen corados em verde,

e viadveis os corados em roxo (Palma-Silva et al., 2008; Sousa et al., 2022).

Producao de flores, frutos e sementes

O sucesso reprodutivo no estagio de formacéo de frutos sera avaliado a partir da
analise da producdo de botdes florais na inflorescéncia; formacéo de frutos oriundos das
flores produzidas ( N. total de frutos/ N. de total de flores por planta). O conjunto de
sementes formadas seré estimado por massa de sementes, sera usado como massa média,
0 peso de 20 sementes retiradas de um total de 10 frutos, coletados aleatoriamente de 10

plantas, de cada espécie ( Burne et al., 2003; Paggi et al., 2007)

Taxa de germinacao:

Para avaliar a viabilidade das sementes, serdo amostrados aleatoriamente dois
frutos de 10 plantas, e 30 sementes por fruto, totalizando (1200 sementes/espécie) em
cada populacdo. As sementes serdo desinfetadas e colocadas em placas de Petri com meio
de cultura, conforme protocolo descrito em Paggi et al. (2007). As placas seréo incubadas
em uma camara de controle climatico com umidade relativa proxima a 100% e
fotoperiodo de 12 h de luz a 25°C e por 12 h no escuro a 22°C, a germinacdo sera

monitorada diariamente por 30 dias (Kowalski et al., 2019; Paggi et al., 2007).

Andlises estatisticas:

A viabilidade dos frutos e sementes, oriundos de cada categoria de cruzamentos
heteroespecificos, seré calculada a partir do indice de isolamento reprodutivo nos estagios
de formacdo de fruto e sementes, conforme o método descrito em Gouveia e Pinheiro
(2015). O indice de isolamento reprodutivo no estagio de formacéo de fruto (IRF) sera
calculado como (1) menos a viabilidade dos frutos (IRF = 1 — [numero frutos
viaveis + numero de flores polinizadas]). Do mesmo modo, o indice de isolamento
reprodutivo no estagio de formacdo de sementes (IRS) sera calculado como (1) menos
a viabilidade das sementes (IRS = 1 — [nUmero de sementes vidveis + numero
total de sementes amostradas por frutos]). O indice com valor (0) indicara auséncia de

isolamento reprodutivo, ja com valor de (1) indicara que o isolamento é total.
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Para investigar diferencas significativas nos atributos morfologicos da inflorescéncia =
entre as populagdes, e avaliar a fertilidade (viabilidade polinica, producéo de flores,
frutificacdo, nimero de sementes e germinacao de sementes), serdo realizadas analises de
variancia (ANOVA), seguidas por testes de Tukey, utilizando o software R-Studio (Paggi
et al., 2007).

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

O quadro a baixo, apresenta o cronograma com a relacdo de atividades desenvolvidas
em periodos semestrais, com estimativa de inicio do trabalho em campo a partir do
segundo semestres de 2024, assim que as licengas de coleta expedidas pelos 6rgaos IAT
e SISBIO forem liberadas.

2024 2025 2026 2027 | 2028
100128 | 1° |28 |10 |28 | 10 | 228 1°

Solicitagdo de licenga de pesquisa
(IAT; SisBio)

Reconhecimento das é&reas de
estudo e populacdes
Acompanhamento da fenologia de
floracéo

Instalacdo e acompanhamento dos
tratamentos de polinizacao
Acompanhamento dos visitantes
florais

Analise da fertilidade a partir da
producdo de flores, frutos e
sementes

Anélise das caracteristicas florais
Analise da viabilidade polinica
Germinagdo de sementes para
estimar a taxa de germinacéo
Anélises estatisticas

Revisdo bibliografica
Qualificacdo

Escrita da tese
Defesa
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