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CAPITULO I - INTRODUCAO



I. INTRODUCAO

I. 1. Consideracoes gerais

A familia Bromeliaceae estd dividida em trés subfamilias: Pitcarnioideae,
Bromelioideae e Tillandsioideae, cada uma compreendendo vdrios géneros e espécies
(Smith e Downs, 1974, 1977 e 1979; Leme e Marigo, 1993). Possui aproximadamente
2750 espécies conhecidas (Benzing, 2000) e apresenta seu centro de diversidade genética
no leste do Brasil, principalmente na Mata Atlantica (Reitz, 1983), sendo que 15 dos seus
54 géneros sdo endémicos desta regido. Dentre as inumeras espécies de bromélias
descritas, aproximadamente 76 delas ocorrem no Rio Grande do Sul, com representantes

das trés subfamilias.

As bromélias possuem uma distribui¢do geogrifica limitada a faixa intertropical
das Américas, com uma tnica excecdo no Oeste Africano — Pitcairnia feliciana (Harms. &
Mildbr.) (Costa, 2002). As espécies da familia Bromeliaceae passaram por uma extensa
radiagdo adaptativa, e hoje, ocupam ambientes extremos e com hdbitos que variam de
terrestre a epifito (Ranker et al., 1990). Ao longo de toda a sua drea de distribui¢do podem-
se citar exemplos de populacdes que habitam ambientes xéricos como as restingas, 0s
campos de altitude, os campos rupestres, a caatinga e os desertos mexicanos. Sdo também
muito freqiientes e abundantes em ambientes mesdfilos como a Mata Atlantica e as cadeias
montanhosas no noroeste da América do Sul e na América Central (Costa, 2002). Podem
ser encontradas desde o nivel do mar até altitudes que chegam a 4000 metros, em regides
umidas e desérticas, em locais com muita ou pouca luminosidade, apresentando

adaptabilidade a vdrios tipos de ambientes.



As espécies da familia Bromeliaceae caracterizam-se por apresentar o caule
geralmente curto recoberto por folhas dispostas espiraladamente ao seu redor formando
uma roseta. As folhas apresentam tricomas peltados na superficie, cuja principal fungao € a
absorcdo de dgua e nutrientes (Benzing, 1990). Outra caracteristica peculiar da familia € a

presenca de estigma espiral-conduplicado (Brown e Gilmartin, 1984).

As bromélias sdo utilizadas como plantas ornamentais em ambientes externos ou
internos, sendo extremamente apreciadas no mundo todo, principalmente nos Estados
Unidos, Europa e Japao, onde seu cultivo movimenta uma economia consideravel (Paula e
Silva, 2000). Além disso, podem ser utilizadas na fruticultura, como no caso do abacaxi, e
na producio de xaropes, como no caso de Bromelia antiacantha (Bert.), a “bananinha-do-
mato”. Mais de 90 espécies de bromélias sdo utilizadas para os mais diversos fins: fibras,
forragem, alimentacdo humana, ornamentacido, em rituais misticos, entre outros (Bennett,
2000). Por esses motivos, a coleta predatdria e a perda de habitat devido a a¢do antrdpica,
contribuem para o aumento da taxa de plantas vulnerdveis, ameagadas de extin¢do ou
mesmo em extingdo. Estd estimado que, de um total de 270.000 espécies de plantas,
atualmente 34.000 estejam ameacadas de extingdo (IUCN, 1998), entre as quais estdo

diversas espécies de bromélias.

O Brasil € o maior centro de diversidade da familia Bromeliaceae, onde ocorre
cerca de 50% das espécies. Todavia, o interesse pelo seu cultivo para a comercializacdo
como plantas ornamentais € muito recente, datado principalmente do inicio dos anos 90.
Atualmente, a crescente demanda de mercado vem sendo responsdvel pelo aumento na
producdo e comercializacdo de bromélias. No entanto, a intensificacdo do extrativismo
ilegal, especialmente daquelas espécies com ciclos de vida longos, vem reduzindo
drasticamente muitas populacdes, principalmente aquelas oriundas da Mata Atlantica

(Coffani-Nunes, 2002).



I. 2. Vriesea gigantea (Gaud., 1846)

A subfamilia Tillandsioideae, a qual pertence o género Vriesea (Lindl.), apresenta
nove géneros e aproximadamente 1100 espécies, sendo que os géneros Tillandsia (L.),
Vriesea e Guzmania (Mez.), sdo os que apresentam o maior nimero de espécies, 518, 230

e 175, respectivamente (Costa, 2002).

A espécie Vriesea gigantea (Figura 1), como tantas outras espécies do género e
também do restante da familia, tem alto potencial ornamental, e como muitas outras, faz
parte da lista de espécies ameacadas de extin¢do no Estado do Rio Grande do Sul (SEMA:

www.sema.rs.gov.br). E uma planta exuberante cujo individuo adulto com inflorescéncia

chega a atingir mais de 2 metros de altura (Reitz, 1983). Pode apresentar tanto habito
terrestre como epifito (Smith e Downs, 1977). Esta distribuida desde o Espirito Santo até o
Rio Grande do Sul, sendo encontrada em uma faixa altitudinal de 5 a 500 m (Smith e

Downs, 1977; Reitz, 1983).

Devido a presenca de cisternas em V. gigantea, alguns trabalhos sugerem uma
modulagdo microclimdtica funcional que possibilita o estabelecimento de vérias espécies
associadas (Stuntz, et al., 2002). Desta forma, V. gigantea participa de maneira ativa em
processos ecoldgicos das matas, sendo utilizada como fonte de dgua e abrigo para muitos
invertebrados e vertebrados, o que foi relatado por Benzing (2000), também, para outras
espécies de bromélias. Schmidt (2003) observou que a composi¢do da fauna de aranhas
residentes em V. gigantea difere substancialmente daquela encontrada nos substratos
arbdreos adjacentes da mesma regido no Parque Estadual de Itapud, Viamao, Rio Grande

do Sul.

Com relacdo aos possiveis polinizadores, Vogel (1969) sugeriu com base nos

atributos florais relacionados a sindrome de polinizagdo para quiropterofilia, que diversas



espécies de Vriesea, secdo Xiphon, como por exemplo, V. atra (Mez.), V. bituminosa
(Waw.), V. gigantea e V. longicaulis (Bak.) Mez, podem ser polinizadas por morcegos. Os
espécimes de V. gigantea possuem flores branco-amareladas, corola tubular mais larga que
as espécies de Vriesea polinizadas por beija-flores, e estigma do tipo copulato; as flores
abrem ao entardecer e murcham na manhd seguinte, coincidindo com o periodo de
atividade dos morcegos (Benzing, 1980); os morcegos alimentam-se do néctar que fica
disponivel no momento da abertura das flores (Sazima et al., 1995). Ap6s a frutificacio
ocorre reproducdo vegetativa por brotamento. Entretanto, a espécie ndo se caracteriza por
reproducdo clonal, uma vez que ndo forma touceiras, podendo ser encontrados, no
maximo, trés clones por individuo (Reitz, 1983); a dispersdo dos didsporos é anemocorica

(Smith e Downs, 1974).

Foram observadas visitas de morcegos glossofagineos nas flores de V. atra, V.
longiscapa (Ule) e V. gigantea (Sazima et al., 1995; Sazima et al., 1999), na Serra do Mar
e Serra da Mantiqueira, em Sdo Paulo. Aparentemente, Anoura caudifer (Figura 2), é o
principal morcego glossofagineo, sendo o unico, que visita flores em locais de Mata
Atlantica com grandes altitudes (Buzato et al., 1994; Sazima et al., 1994; Sazima et al.,

1999).

A distribuicdo geografica de espécies de morcegos glossofagineos no Rio Grande
do Sul foi descrita por Fabian et al., (1999), que constataram que os morcegos da espécie
A. caudifer ocorrem em dareas de Floresta Estacional Decidua. Em geral, os morcegos
glossofagineos visitam as flores seguindo um circuito denominado de “rota-de-captura”,
que se caracteriza por visitas a flores distribuidas de forma dispersa, plantas de porte
pequeno a médio, com flores tubulares e com bastante quantidade de néctar. Essas visitas
sdo repetidas e regulares as plantas de uma determinada 4rea, favorecendo a polinizacao

cruzada e o fluxo génico entre populacdes adjacentes (Webb e Bawa, 1983). O pdlen tem



sido encontrado, preferencialmente, na face e no térax dos morcegos (Sazima et al., 1999).
Segundo Sazima et al. (1999), nas populagdes de V. gigantea da Serra da Mantiqueira —
SP, em média, 6 a 7 flores abrem por noite, as quais tém comprimento médio da corola de
34,1mm. As flores produzem 152,8 pul de néctar por flor, em média, com 17,85% de

concentragdo de agucar.



Figura 1. Individuo adulto de V.gigantea do Parque Estadual de Itapua.

Foto: Clarisse Palma da Silva

Figura 2. Morcego glossofagineo Anoura caudifer.

http://filin.vn.ua/mammels/phyllostomatidae.htm



I. 3. Biologia Reprodutiva: Sistema de Cruzamento,

Fertilidade, Biologia da Polinizacao e Fenologia

I. 3. 1. Sistema de Cruzamento e Fertilidade

Diferentes espécies de plantas podem apresentar exclusivamente um dos modos de
reproducdo, assexual ou sexual, e um sistema de cruzamento, autogamia ou alogamia, mas
0 mais comum € haver um modo de reproducio e sistema de cruzamento predominante,
com eventos esporadicos do outro tipo (Bodanese-Zanettini e Cavalli, 2003). Estas
caracteristicas estdo diretamente relacionadas a composi¢do genética das populacdes
naturais, e seu entendimento € essencial para os programas de conservacio de espécies que
estdo em risco de extingdo (Wong e Sun, 1999; Bodanese-Zanettini e Cavalli, 2003).
Outros trabalhos apontam que a reproducio vegetativa (Murawski e Hamrick, 1990) e os
mecanismos de polinizagdo também tém um efeito marcante na composi¢cdo e estrutura

genética espacial e temporal de populagdes (Ritland e Jain, 1981; Ge e Sun, 1999).

Plantas observadas in situ e em cultivo, considerando a sua morfologia floral e
diversos experimentos de polinizacdo, confirmam a existéncia de diferentes sistemas de
cruzamento entre as bromélias, os quais demonstram correlagdes com certos aspectos da

histdria natural e ecologia das mesmas (Benzing, 2000).

Algumas caracteristicas adicionais, as quais influenciam as propor¢des da progénie
que sdo resultantes de auto-fecundag@o ou de fecundagéo cruzada, podem ser observadas.
A dicogamia (maturacdo assincronica dos Orgdos sexuais) e a heterostilia (diferenca
espacial entre os 6rgdos sexuais, que limita a autopolinizacdo) promovem a alogamia em
muitas espécies auto-compativeis, e diminuem a obstru¢do do estigma em espécies
autoimcopativeis (Benzing, 2000). A protoginia — amadurecimento do gineceu antes do

androceu — ocorre quase que sem exce¢do em mais de 150 espécies do género Tillandsia



analisadas (Gardner, 1982). Martinelli (1994) observou protandria — amadurecimento do
androceu antes do gineceu — em 17 espécies de Vriesea polinizadas por passaros e

morcegos.

Qualquer que seja a condi¢cdo fundamental para a familia em relacdo ao sistema de
cruzamento, a fecundag@o cruzada é reforcada pela auto-incompatibilidade amplamente
encontrada nas subfamilias Bromelioideae e Tillandsioideae e, embora ndo confirmado,
provavelmente em Pitcairnioideae também (Benzing, 2000). Alguns casos geneticamente
confirmados de auto-incompatibilidade em Bromeliaceae sdo os de Ananas comosus (L.

Merril), A. ananassoides (Bak.) L.B. Smith e A. bracteatus (Lindl.) Schult. & Schult.

Além da auto-incompatibilidade, existem muitos outros mecanismos que obrigam a
fecundacéo cruzada. A dioicia ocorre em todas as subfamilias de Bromeliaceae, mas em
poucas espécies, e espécies proximas algumas vezes podem se reproduzir por mecanismos
muito diferentes (Benzing, 2000). A grande maioria dos géneros exibe hermafroditismo e

alguns, como o género Catopsis, inclui espécies didicas e hermafroditas.

A biologia floral, a estrutura espacial das populagdes e as interacdes entre planta e
polinizador, sdo também determinantes do sistema de cruzamento e sucesso reprodutivo
(Gaudeul e Till-Bottraud, 2004). Além disso, recursos abiéticos, como qualidade do solo e
da agua, pluviosidade e temperatura, agem sobre a producdo de pdlen e de sementes.
Portanto, a esterilidade dos individuos é muito dificil de demonstrar, especialmente in situ,
onde uma grande variedade de fatores ambientais pode reduzir a frutificacdo. A limitacdo
de pdlen atinge 62% das espécies, ou por causa da baixa produgdo de pdlen, devido a
efeitos abidticos, ou a efeitos bidticos como a baixa freqii€ncia do polinizador (Byers,

1995).

Freqiientemente, a fertilidade das populacdes, refletida na producdo de sementes

vidveis, € afetada pela destrui¢do de habitat e conseqiientemente, pela fragmentagdo dessas



populagdes, o que, em espécies auto-compativeis, pode levar ao endocruzamento e reducgio
da variabilidade genética intrapopulacional. A reproducdo e a producdo de descendentes
sd0 os primeiros processos bioldgicos afetados. O endocruzamento, a redugdo de recursos
atrativos para polinizadores e a reducdo da qualidade do habitat sdo exemplos de fatores
negativos que surgem em fun¢do da reducdo do tamanho das populagdes (Kéry e Matthies,

2004).

A viabilidade das sementes e germinacdo € um dos aspectos menos estudados na
reproducdo de bromélias. Com relagdo a germinacdo, Downs (1963) analisou a germinacio
em diferentes condi¢cdes de luminosidade e temperatura para diversas espécies: as espécies
tropicais, como V. scalaris (E. Morren), ndo germinaram a 15°C; a melhor resposta foi
observada entre 20°C e 30°C e a porcentagem de germinacdo foi alta para a maioria das
espécies (Tabela 1). A lista de Downs (1963) contém 33 representantes das trés subfamilias
e indicou que somente 7. stricta (Bak.) Mez e V. scalaris geminaram tanto na luz como no

€scuro.

No que se refere a viabilidade das sementes, na maioria das bromélias, as sementes
perdem a sua viabilidade relativamente rdpido quando armazenadas. Entretanto, as
sementes de algumas espécies xerofiticas t€m permanecido vidveis por mais de um ano,
quando mantidas em laboratério sob condi¢des adequadas de temperatura, umidade e
luminosidade para o armazenamento (Martinelli, 1994). Alguns exemplos s@o as sementes
de Billbergia elegans, que permaneceram vidveis por até 72 semanas e as sementes de
Neoregelia concéntrica (Vell.) Smith, que germinaram até 76 semanas de armazenamento.
Além destas, sementes de algumas espécies podem permanecer vidveis por até 30 meses,

como por exemplo, as de espécies do género Puya (Benzing, 2000).

Apesar da familia Bromeliaceae apresentar uma ampla diversidade no que se refere

a diferentes sistemas de cruzamento e estratégias de reproducdo, aspectos relacionados a



fertilidade de espécies desta familia, verificando-se a producdo média de flores, formacio
de frutos, fecundidade das plantas (producdo de sementes vidveis) e viabilidade das
sementes, bem como a altura da planta e inflorescéncia, ndo foram relatados até o

momento.

Tabela 1. Efeito da exposi¢@o a luz sobre a germinagdo de sementes de bromélias.

Porcentagem de germinacao

Espécies Escuro continuo 8 h luz 1 hluz 6hluz 12hluz
Pitcairnia sp. 0 10 0 - 92
Pitcairnia flamea 0 91 0 0 -
Vriesea hematina 0 96 96 - 96
Vriesea scalaris 6 100 100 100 -
Nidularium fulgens 0 98 98 - 98
Aechmea coelestis 0 83 65 - 91
Puya berteroniana 0 100 0 100 -

(tabela resumida de Downs, 1963).



I. 3. 2. Biologia da Polinizacao e Fenologia

Apesar de ser uma familia com grandes atrativos florais, poucos trabalhos tém sido
publicados sobre a biologia da poliniza¢do de Bromeliaceae. Alguns trabalhos da metade
do século XX em diante relataram que os beija-flores sdo os principais polinizadores de
Bromeliaceae (Ruschi, 1949, 1982; Wolf, 1970; McWillians, 1974). Entretanto, grande
parte destes trabalhos, como verificado por McWillians (1974), nao identificou
precisamente os vetores da polinizacdo. Autores como Johow (1898), Porsch (1932, 1935,
1936), Abendroth, (1965), Vogel (1969), Wolf (1970), Salas (1973), e mais recentemente,
Sazima e Sazima (1989), Murawski e Hamrick (1990), Martinelli (1997) e Canela e
Sazima (2005), fizeram observacdes mais precisas sobre os polinizadores e seu

comportamento, transferéncia de pélen e producio de frutos e sementes.

A familia Bromeliaceae apresenta uma ampla radia¢do adaptativa no que se refere a
vetores de polinizacdo (Benzing, 2000), mas estd entre as poucas familias de plantas em
que a polinizacdo por vertebrados predomina sobre a entomofilia (Sazima e Sazima, 1989;
Vogel, 1969; Martinelli, 1997). Uma pequena exce¢do ocorre na espécie Bromelia
antiacantha, na qual se observam caracteristicas tanto para ornitofilia, quanto para
melitofilia (Canela e Sazima, 2005). Nesta espécie também foi observada uma estratégia
de florescimento do tipo “big-bang” (Canela e Sazima, 2005), caracterizada por um grande
numero de flores abertas em poucos dias, em diferentes partes da inflorescéncia, um

padrdo que difere de outras bromélias (Benzing, 2000).

A biologia da polinizagfo para diferentes espécies de bromélias foi investigada por
Martinelli (1994). Todas as espécies com antese noturna e polinizadas por morcegos
apresentaram maior média de volume de néctar (=200 pl) e menor concentragio de agucar

(214%), enquanto que, em média, espécies polinizadas por beija-flores apresentam menor



volume (=26 pl) de néctar e maior concentracdo de acucar (=24%) (Martinelli, 1994;

Tabela 2).

Em sua grande maioria, as espécies do género Vriesea, secdo Xiphion, sio
polinizadas por vertebrados, principalmente beija-flores e morcegos (Martinelli, 1994;
Tabela 2). Utley (1983) encontrou trés diferentes grupos de espécies para o género Vriesea,
baseado em observacdes dos possiveis polinizadores: aquelas com antese diurna e
polinizada por beija-flores, espécies com antese crepuscular, as quais o autor sugere serem
possivelmente polinizadas por beija-flores e aquelas com antese noturna, que o autor

presumiu serem polinizadas por morcegos e insetos noturnos.

Em Bromeliaceae a quiropterofilia tem sido relatada para relativamente poucas
espécies por Porsch (1932, 1935, 1936), Vogel (1969), Salas (1973), Sazima e Sazima
(1989) e Sazima et al. (1999). Estas observacdes foram feitas apenas para a familia
Tillandsioideae (espécies do género Vriesea), entretanto, no trabalho de Sazima e Sazima
(1989), foi relatado também que a espécie Encholirium glaziovii foi polinizada por

morcego, sendo o primeiro caso de quiropterofilia dentro da subfamilia Pitcairnioideae.

Espécies polinizadas por morcegos, como o cactus Stenocereus eruca, exibem
sistemas de polinizagdo altamente especializados, enquanto que espécies que ndo ocorrem
nos trépicos, exibem um sistema moderadamente generalizado, provavelmente devido a
incerteza da atividade do morcego, sendo polinizadas tanto por morcegos quanto por

visitantes diurnos, (Clark-Tapia e Molina-Freaner, 2004).

Os ciclos de floracdo e de frutificacio de uma espécie podem estar ligados a

dindmica dos herbivoros, a maximizacdo da polinizac¢do e a competi¢do por polinizadores



Tabela 2. Sistema de cruzamento e biologia da polinizacao em espécies do género Vriesea da regido sudeste da Mata Atlantica (Martinelli,
1994). FC = fecundacio cruzada; AC = autocompativel, (-) ndo-analisado.

Espécie Antese Principal Volume médio de Concentracao média de Sistema de
Polinizador néctar (ul) acucar no néctar (%) Cruzamento

Vriesea altomacaensis diurna beija-flores - 25,6 -

Vriesea atra var. atra noturna morcegos 209 13,3 FC/AC
Vriesea bituminosa var. bituminosa noturna morcegos 207 13,4 FC/AC
Vriesea ensiformis var. ensiformis diurna beija-flores 32,4 21,9 FC/AC
Vriesea flamea diurna beija-flores - - -

Vriesea haematina diurna beija-flores 137 21,1 FC/AC
Vriesea heterostachys diurna beija-flores - 27.4 FC/AC
Vriesea hydrophora noturna morcegos 90,8 13 FC/AC
Vriesea incurvata diurna beija-flores 32,58 22,2 FC/AC
Vriesea longicaulis noturna morcegos - 17 FC/AC
Vriesea longiscapa noturna morcegos - 15,9 FC/AC
Vriesea neglutinosa diurna beija-flores 63,3 19,8 FC/AC
Vriesea paraibica diurna beija-flores 20,2 22 FC/AC
Vriesea psittacina var.psittacina diurna beija-flores - - FC/AC
Vriesea regina noturna morcegos 218 12,4 FC/AC
Vriesea sparsiflora var. sparsiflora diurna beija-flores 19,6 22,7 FC/AC
Vriesea vagans diurna beija-flores - 25,1 FC/AC

(modificado de Martinelli, 1994)



e dispersores. Assim, entender o padrao fenoldgico de uma espécie vegetal € relevante para

compreender sua dindmica e a de populagdes animais relacionados a ela.

Com relacio ao desenvolvimento floral em Bromeliaceae, alguns estudos
mostraram que o tempo necessario para o desenvolvimento da inflorescéncia é varidvel, o
que aparentemente estd relacionado ao gé€nero ou subfamilia. O periodo requerido para
todas as flores da inflorescéncia abrirem também é bastante varidvel, com algumas
espécies necessitando de um dia, como Tillandsia usneoides, e outras de 71 dias, como
Alcantarea imperialis (Martinelli, 1994). Em geral, a abertura das flores ocorre da base
para o apice nas inflorescéncias, com algumas excecdes em que a antese ocorre primeiro
no centro seguindo para a base e para o dpice (Downs, 1974) ou de forma aleatdria, como
Bromelia antiacantha (Canela e Sazima, 2005). Na Tabela 3 esta apresentada a fenologia

de algumas espécies do género Vriesea do estado do Rio de Janeiro.

Tabela 3. Fenologia floral de espécies do género Vriesea.

Espécies

Vriesea altomacaensis

Vriesea atra var. atra

Vriesea bituminosa var. bituminosa
Vriesea ensiformis var. ensiformis
Vriesea flamea

Vriesea haematina

Vriesea heterostachys

Vriesea hydrophora

Vriesea longicaulis

Vriesea neglutinosa

Vriesea paraibica

Vriesea psittacina var. psittacina
Vriesea sparsiflora var. sparsiflora

Vriesea vagans
Meses Ag Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr

(modificado de Martinelli, 1994).



I. 4. Marcadores Moleculares

Na tultima década, um grande nimero de novas ferramentas genéticas moleculares
tornou-se disponivel para detalhar os estudos de processos genéticos das populacdes.
Estudos de polinizagdo e biologia reprodutiva, utilizando marcadores moleculares, podem
fornecer informacgdes precisas e detalhadas sobre o sistema de cruzamento de uma espécie
(Dawson et al., 1997; Ge e Sun, 1999; He et al., 2004; Sgorbati et al., 2004). A grande
maioria destas técnicas pode ser utilizada também, para resolver questdes de ecologia
populacional, tais como, variacdes na sobrevivéncia, fertilidade, fluxo gé€nico, reproducio
e imigracdo, as quais podem ajudar também a compreender os processos de adaptacdo a

circunstancias ecoldgicas particulares (Parker ez al., 1998).

Além disso, andlises utilizando marcadores moleculares fornecem informacdes
sobre alguns fatores que determinam a estrutura genética populacional, tais como
estimativas de padrdes de dispersdo do pdlen, distancia de dispersdo e fluxo génico, as
quais sdo particularmente importantes para a otimizacdo de programas de conservagido in
situ (Dawson et al., 1997; Grashof-Bokdam et al., 1998; He e Smouse, 2002; He et al.,

2004; Ouborg et al., 1999).

Os marcadores moleculares do tipo SSR (“simple sequence repeat”) ou
microssatélites consistem de pequenos motivos (1 a 6 nucleotideos) repetidos lado a lado
em regides ndo codificadoras do DNA. Sao marcadores de natureza codominante que
possibilitam, para um determinado locus, a distincdo entre individuos homozigotos e
heterozigotos. A grande vantagem na utilizagdo de marcadores do tipo microssatélites
parece estar associada ao fato de, na maioria dos casos, representarem um tnico locus, o
qual é freqiientemente multialélico (Parker et al., 1998; Pinto, 2001). Desse modo, estes

marcadores podem ser utilizados como ferramentas que auxiliam na determinag¢do do



modo de reproducdo, questdes relacionadas a paternidade, a estrutura genética de
populagdes, a comparacdo entre espécies e determinacdo de géneros (McDonald e Potts,

1997; Parker et al., 1998).

Boneh et al. (2003) descreveram loci de microssatélites para Tillandsia fasciculata
(Swartz) e Guzmania monostachya (L.) Rusby ex Mez, ambas pertencentes a subfamilia
Tillandsioideae. Foram desenhados “primers” para 15 loci, sendo que sete “primers”
resultaram em produtos de amplificacdo interpretaveis e cinco loci foram polimérficos em
uma ou ambas as espécies. Destes cinco, quatro “primers” foram desenvolvidos utilizando
seqiiéncias de T. fasciculata, e um utilizando seqiiéncias de G. monostachya. Os “primers”
foram utilizados nas duas espécies, confirmando as relacdes de proximidade entre elas
(Terry et al., 1997; Horres et al., 2000). Os loci descritos para essas espécies foram usados
para estudar a estrutura da populagdo das mesmas, em relacio ao seu sistema de
reproducdo bem como o seu papel de (re)colonizacdo de florestas secunddrias. Os
“primers” de microssatélites desenvolvidos para 7. fasciculata e G. monostachya podem
ser usados para outras espécies dentro do género e talvez para outro género correlato como

Vriesea, pertencente a mesma subfamilia (Boneh et al., 2003).

Sarthou et al. (2003) desenharam sete “primers” que flanqueiam regides de
microssatélites polimorficos tteis para acessar a estrutura genética de Pitcairnia geyskesii
(L.B. Smith), investigar os niveis de autofecundagdo, fluxo génico e diferencas entre e
dentro de populacdes fragmentadas. Em outro trabalho, Sarthou et al. (2001) utilizaram
isoenzimas para acessar a variabilidade genética de P. geyskesii e encontraram um alto
nivel de polimorfismo, o que revelou que esta espécie utiliza a fecundacio cruzada como

sistema de cruzamento preferencial.



Um estudo amplo sobre diversidade genética e biologia reprodutiva em
Bromeliaceae foi realizado por Sgorbati et al. (2004). Esses autores estudaram populagdes
de Puya raimondii, espécie nativa dos Andes peruanos que estd em risco de extin¢do. Para
as andlises de variabilidade genética foram utilizados dois marcadores moleculares, cSSR
(“cloroplast simple sequence repeat”’) e AFLP (“amplified fragment Ilength
polymorphism™); para as a anélises de biologia reprodutiva foram utilizados cSSR e RAPD
(“random amplified polymorphic DNA”), e citometria de fluxo para a andlise da
quantidade de DNA. Os pesquisadores concluiram que hd uma baixissima diversidade
genética entre as populacdes, apesar de ter sido constatado que a espécie realmente realiza
fecundacg@o cruzada. Os autores atribuem a baixa variabilidade genética encontrada a um

possivel gargalo de garrafa que poderia ter ocorrido repetidas vezes nas populagdes.

Estudos de correlagio envolvendo um grande nimero de espécies
filogeneticamente divergentes, indicam que o sistema de cruzamento, bem como fatores
histéricos e ambientais afetam a distribuicdo da diversidade aloenzimética em plantas
(Hamrick e Godt, 1989). Em adi¢do, estudos de biologia reprodutiva incluindo a biologia
da polinizacdo e andlises com marcadores genéticos podem fornecer informagdes
detalhadas do sistema de cruzamento de uma espécie (Ge e Sun, 1999). Essas estimativas
sdo geradas pela andlise da variacdo genética da progénie de plantas de populacdes

naturais, usando o modelo de Ritland e Jain (1981).



I. 5. Parque Estadual de Itapua

O Parque Estadual de Itapua - PEI (Figura 3) esta localizado ao sul do Distrito de
Itapud, no municipio de Viamao, a 57 km de Porto Alegre, entre as coordenadas 30° 22'
46" S e 50° 58' 59" W. Tem como limites o Hospital Colonia de Itapud e o Beco Santa Fé
ao norte; ao sul e ao leste a laguna dos Patos e a oeste o lago Guaiba. O Parque destina sua
drea para trés fins principais: pesquisa, educagio e recreacdo. Desde o Decreto n® 25.162,
de 23 de dezembro de 1976, que considerou a drea do Parque de 1535 ha, houve sucessivas
incorporagdes de areas adjacentes, fazendo com que a drea total atualmente seja de

aproximadamente 5566 ha (Ilha, 2000).

De maneira geral, o clima local classifica-se como subtropical imido, sem estagao
seca, com temperaturas médias anuais oscilando em torno de 17,5°C e precipitacdo média
anual entre 1100 a 1300 mm. As chuvas sdo bem distribuidas ao longo do ano e os verdes
quentes, com temperatura média de 22°C. A predominincia dos ventos € no sentido

nordeste, sendo que ocorrem ventos sul e sudoeste durante o inverno, condicionando uma

alteracdo bem pronunciada na dindmica das dguas que limitam o Parque.

Apesar da diversidade de ambientes encontrados - morros cobertos por mata,
afloramentos graniticos e vegetacdo rupestre, dunas, restingas, banhados, lagoas, praias e
costdes rochosos — (Figura 4), o PEI abriga uma amostra significativa, embora
empobrecida, da fauna que habitava a regido em épocas anteriores ao povoamento. De
qualquer maneira, a ocorréncia de espécies animais ameagadas de extingdo (e.g. Lutra
longicaudis - lontra, Alouatta guariba - bugio-ruivo, Caiman latirostris - jacaré-do-papo-
amarelo) serve como indicativo de que a drea merece atencdo especial como reftigio das

populagdes naturais destas espécies.



Na flora, destaca-se a ocorréncia da vegetagdo caracteristica dos morros graniticos
(do chamado Escudo Rio-grandense) e da vegetacdo nativa da orla do Lago Guaiba, cada
vez mais rara devido a expansdo urbana. Sao encontrados figueiras e butiazeiros, além de
diversos tipos de orquideas e bromélias (Rambo, 1942), como Aechmea recurvata,
Bromelia antiacantha e V. gigantea, as espécies de bromélias mais abundantes do PEL E
importante notar que a vegetacdo arbdreo-arbustiva, tipica de restinga, sofreu grande
impacto antrépico no periodo compreendido entre as décadas de 1970 a 1990, como
exploragdo de pedreiras, criacdo de gado e agricultura de subsisténcia (Da Silva, 1994), o

que levou a destruicdo de parte desse habitat.

No Parque, V. gigantea estd representada por numerosos individuos de grande
porte, vivendo no interior de capdes de mata. Segundo Schmidt (2003), um dos locais de
maior abundancia de V. gigantea dentro do PEI é o Morro da Grota. Ainda ndo se sabe se a
menor densidade encontrada em outros locais do PEI é reflexo de perturba¢des ambientais
mais severas no passado, ou se realmente este morro possui caracteristicas uinicas que o
diferencia em relagdo aos outros morros graniticos da regido. No entanto, é possivel

encontrar aglomerados de individuos por varios locais do PEL.



A Parque ltapua -
ar
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Figura 3. (A) Mapa do Rio Grande do Sul mostrando a localizagdo do Parque Estadual de

Itapud; (B) Detalhe do PEI mostrando o limite do Parque, linha vermelha (---).

Figura 4. Vista do Morro da Pedra da Visdo: Lagoa Negra (esquerda), Praia de Fora -

Lagoa dos Patos (direita) - Parque Estadual de Itapua.



I. 6. OBJETIVOS

I. 6. 1. Objetivo Geral

O presente estudo estd inserido em um projeto amplo que visa contribuir para os

estudos genéticos e biologicos da familia Bromeliaceae, enfocando principalmente

espécies nativas do Rio Grande do Sul. Devido a falta de informagdes sobre a biologia

reprodutiva de Vriesea gigantea, bem como acerca das conseqiiéncias da ac¢do antrépica

sobre as populacdes e sua reprodugdo, este projeto tem como objetivo geral investigar

caracteristicas relacionadas a biologia reprodutiva desta espécie, tais como o sistema de

cruzamento, fertilidade e viabilidade das sementes.

I. 6. 2. Objetivos Especificos

Avaliar a fertilidade de plantas de V. gigantea através da viabilidade das sementes e da

producio de flores, frutos e sementes.

Identificar o sistema de cruzamento preferencial de V. gigantea através de
experimentos controlados de polinizacdo e da andlise de progénies utilizando

marcadores moleculares do tipo microssatélites.

Comparar quatro populagdes do Parque Estadual de Itapud, considerando todos os

parametros descritos acima.
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ABSTRACT

Vriesea gigantea Gaud. is an epiphytic bromeliad species occurring in the Atlantic
Rainforest, in Southern and South-eastern Brazil. In plants, the pollen availability and
abiotic resources can limit fruit and seed production. Open pollination has been
investigated and pollen supplementation undertaken to estimate the possibility of pollen
limitation in natural populations. The flowering pattern in the inflorescence is another
intrinsic feature that may limit the fruit and seed production. The investigation of the
relative importance of these factors can help elucidate their impact on the overall
reproductive success of V. gigantea. The fertility of V. gigantea was studied in four natural
populations of Itapua State Park, Southern Brazil. Plant fertility was assessed considering:
plant and inflorescence size, flower production, fruit and seed set, flower and fruit set
pattern and seed viability and germination rate. Supplemental pollination was performed in
adult plants in order to determine whether fruit production in V. gigantea is limited by
reception of pollen. The average number of flowers per plant was 143.93. The fruit set per
population ranged from 9.88 to 69.92%, and the number of seeds per fruit ranged from
zero to 839. The results showed that V. gigantea has a high production of flowers, fruits
and seeds. Seeds are highly viable in all populations, presenting average germination rate
of 94%. Plants of V. gigantea from Itapua State Park are highly fertile. A high proportion
of fruits matured in the manual hand pollination treatment, indicating that species is self-
compatible. Pollination treatments showed evidence of pollinator limitation in the Itapua

State Park population.

Key words: Bromeliaceae; Flower production; Fruit set; Itapud State Park; Pollen-

limitation; Seed viability; Self-compatibility



INTRODUCTION

The Bromeliaceae family has nearly 3000 species divided into three subfamilies:
Pitcairnioideae, Bromelioideae, and Tillandsioideae (Smith and Downs, 1974). Vriesea
gigantea Gaud. (Tillandsioideae) is an epiphytic, saxicolous, and terrestrial bromeliad that
occurs in the Atlantic Rainforest, Brazil, and is very appreciated as an ornamental plant.
The wild populations of V. gigantea have been reduced by anthropogenic disturbance of its
habitat and by predatory collection practices, being included in the list of endangered
species of Rio Grande do Sul State. In spite of this, there are no publications about the
fertility of V. gigantea.

Several features associated with plant fertility have been used to determine the
population viability, such as flower production, fruit and seed set, pattern of fruit
production, pollen limitation, seed viability and plant size (Ishii and Kadono, 2002;
Mclntosh, 2002; Burne et al., 2003; Ortiz et al., 2003; Buide, 2004; Clark-Tapia and
Molina-Freaner, 2004; Johnson et al., 2004; Kéry and Matthies, 2004; Hampe, 2005). The
fruit and seed production in plants can be limited by the availability of pollen and abiotic
resources. The decrease of seed production can be the result of insufficient pollinator visits
or reduction in both pollen quantity and pollen quality deposited per visit (Huang and Guo,
2002; Ashman et al., 2004; Buide, 2004). Abiotic resource limitations include inadequate
soil nutrients, water, light and climatic factors (Willson and Burley, 1983; Mclntosh, 2002;
Gaudeul and Till-Bottraud, 2004). Although pollen- and abiotic resource-limitation
appears to be an alternative hypothesis for inadequate seed production in plants, some
authors have suggested that in equilibrium, seed production in plants should be limited by
both factors (Haig and Westoby, 1988; Dogterom et al., 2000). Moreover, the disruption of

plant-pollinator mutualisms has the potential of affecting the viability of populations. This



phenomenon may occur when habitat fragmentation directly affects the pollinator
populations or when plant population drops below the critical size threshold needed to
attract and sustain pollinators (Johnson et al., 2004). Forest fragmentation and the resulting
spatial isolation of plant species can modify the activity of pollinators and may have
important implications for the reproductive success and reproductive systems in plants they
pollinate (Byers, 1995).

The flowering pattern is another intrinsic feature that may limit the fruit and seed
production. When fruit set is low, the distribution of fruits and seeds within an individual
plant is not uniform and frequently fruit maturation has been to decrease according to the
position from the base to the apex of individual inflorescence (Diggle, 1995; Ortiz et al.,
2003). This could be a consequence of the opening sequence, since flowers that open first
have the opportunity to be pollinated and fertilized earlier (Diggle, 1995).

Seed viability and germination rate are among the less studied aspects of bromeliad
fertility and reproductive biology (Benzing, 2000). These aspects vary within
Bromeliaceae because most species respond differently to light and temperature. The
temperatures prevailing in sifu allow us to predict their behavior in the laboratory (Downs,
1963; Benzing, 2000).

The investigation of the relative importance of the factors described above will help
elucidate their impact on the overall reproductive success of V. gigantea. The present study
aimed to evaluate the fertility of V. gigantea in four populations from southern Brazil.
Specifically, our goals were: (1) to record flower, fruit and seed production, pattern of
fruiting in the inflorescence, and plant/inflorescence height, (2) to evaluate whether there
are fertility differences among populations; (3) to investigate whether fruit and seed set are

pollen- or abiotic-resource limited; (4) to determine the seed germination and viability.



MATERIALS AND METHODS

Study species — Vriesea gigantea Gaud. is basically an outcrossing (Vogel, 1969)
bat pollinated bromeliad species (Sazima et al., 1999) (Fig. 1-A). It ranges from Espirito
Santo (ES) to Rio Grande do Sul (RS) in the Atlantic Rainforest - South-eastern and
Southern Brazil - respectively. Futhermore, V. gigantea plays an important role in
ecosystems, because its vegetative structure form tanks that are able to hold many liters of
water, providing a resource base for the associated biota (Benzing, 2000). Typical
inflorescence has a central axis with several branches on each side and one flower on each
side of the lateral axis (Reitz, 1983). The flowers (Fig. 1-B) are tube-shaped with three
petals and its colour agreeing with the chiropterophilous syndrome (Vogel, 1969). Flowers
in the basal position of the inflorescence open first, whereas flowers in the center and apex

position open later (Reitz, 1983; Benzing, 2000).

Study sites — The Itapua State Park (50° 50" and 51° 05' W, and 30° 20" and 30° 27"
S) is located in Viamao, RS, 57 Km from Porto Alegre (Fig. 2). The average temperature
for the area is around 17.5 °C and annual rainfall averages 1200 mm/year. The four
populations studied are located in the Trilha do Fenomeno, Praia do Aracd, Pedra da Visdo
and Morro da Grota, which are 5 to 25 km apart (Table 1). Vriesea gigantea is common in
the vegetation predominantly formed by Butia capitata (Mart.) Becc. and Ficus organensis
(L.). The Itapua State Park holds a large number of V. gigantea specimens with more than

1,000 adult plants distributed in clustered populations.

Reproductive Success: Flower Production, Fruit and Seed Set — Field studies

were carried out during the reproductive period of plants (August/2004). The reproductive



success was evaluated taking into account the parameters related to flower production, fruit
and seed set as following: (a) plant and inflorescence height (m); (b) the reproductive
potential: total number of flowers per plant; (c) fruit set (i.e. the fraction of flowers
developing into a mature fruit): % fruits = total number of fruits per plant/total number of
flowers per plant x 100 (according to Burne et al., 2003); (d) number of seeds per fruit
(from five fruits randomly collected from 10 plants): estimated by comparing the weight of
20 seeds with the weight of all seeds from each fruit; (e) flower and fruit set position:
proportion of flowers and fruit set in the base, center and apex of the inflorescence. The
position of each flower and fruit was recorded for each inflorescence and was classified
into three categories: apex (when found in the upper third of the inflorescence), center (in

the middle third), or base (in the lower third).

Seed viability and germination rate — To analyze seed viability, five plants of V.
gigantea were randomly sampled in each population (August 2004), totalling of 20 plants.
Two fruits (30 seeds/fruit) were used per plant. Seeds were disinfected and placed in Petri
dishes with a culture medium, containing Y2 MS salts (Murashige and Skoog, 1962), B5
vitamins (Gamborg et al., 1968), 3% sucrose, 0.3% Phytagel™, pH 6.4. The dishes were
incubated in a climate-control chamber (Digmec — YTWC-1) with relative humidity near
100 % and photoperiod of 16 h light at 25°C and 8 h dark at 22°C. Germination was

monitored daily for 30 days.

Pollen-supplementation — Field studies were conducted during the plant
reproductive cycle, from January to March and August/2005. To determine whether fruit
production in V. gigantea is limited by reception of pollen, supplemental pollination was

performed in the four populations studied. The pollination treatments were accomplished



as follows: a) Open-pollination (OP): flowers, which opened during the day and were
available to any visitor, were tagged. b) Manual self-pollination (MSP): when flowers
opened around midday and pollen was available, they were hand-pollinated by rubbing
anthers with fresh pollen in the stigma from the same flower and then bagged. Two or
three flowers from 16 plants distributed throughout the populations were pollinated,
whereas three other single flowers on each plant were marked as control (OP treatment).
The results (i.e. aborted or developing fruit) of the pollination treatments were recorded six
months later and the fruit set was calculated using the formula described above. Mature
fruits were collected and the number of seeds per fruit estimated through the weight
method. To evaluate whether pollen-supplementation had an effect on seed set, the number

of seeds from hand-pollinated and naturally pollinated fruits were compared.

Statistical analyses — All statistical analyses were performed using the SAS
software package (Version 8, SAS Institute, Cary, USA). When necessary, data
transformation was performed to stabilize variances and achieve approximate normality of
residuals. The plant height parameter and pollen-supplementation data were analyzed by
the nested Kruskal-Wallis test. The inflorescence height (square root transformed), flower
production, fruit set, flower/fruit set position and the number of seeds per fruit were
analyzed by the nested ANOVA test followed by the Tukey test to determine if the

differences among plants or populations were significant.



RESULTS

Reproductive Success: Flower Production, Fruit and Seed Set — The overall
means of plant and inflorescence height were 0.95 m and 1.51 m, respectively, without
significant differences among populations (Table 2). The mean of flowers per plant was
143.93, without significant differences among populations (Table 3). The fruit set per plant
ranged from 9.88 to 69.92% with an overall mean of 42.71%. Significant differences were
detected among populations. Fruit set was higher in Pedra da Visdo and lower in Trilha do
Fendmeno and Praia do Aragé populations (Table 3). The number of seeds per fruit ranged
from zero to 839, with significant differences among plants (Fig. 3). Plants number 6, 8
and 10 had significantly lower production of seeds per fruit when compared with plant
number one; no seeds were obtained from plant 9.

The architecture of the inflorescence did not affect the flower production pattern
(Fig.4). On the other hand, fruits were not homogeneously distributed within the
inflorescence: the upper third (apex) presented significantly lower fruit set than the lower

third (base) (Fig. 4).

Seed viability and germination rate — The seed viability and germination rate of V.
gigantea were very high. An average of 94% of seeds from open-pollinated flowers

germinated in vitro. After 15 days in culture, most seeds had germinated.

Pollen-supplementation — On average, 47.92 % of open-pollinated flowers
developed fruits.The mean fruit set of manual self-pollinated plants was 85.40 % (Table 4).
In spite of the higher fruit production in the manual self-pollinated plants, there was no

significant difference between treatments. In contrast, there was a significant effect of



pollen-supplementation in seed set per fruit. Manual self-pollinated flowers produced more
than twice as many seeds as naturally-pollinated flowers (549.97 vs. 237.51, Table 4).
Data on pollen-supplementation per population are displayed in Table 5. The mean
of seeds per fruit in Morro da Grota was significantly higher than the Pedra da Visdo
population, under manual self-pollination. Nonetheless, there was no significant difference
in the fruit set among populations.
In the open treatment (control), although the differences among populations were not
significant, Praia do Aracd population yielded only a mean of 102.89 seeds per fruit,

around 3.8 times lower than the Morro da Grota population (Table 5).

DISCUSSION

Reproductive Success: Flower Production, Fruit and Seed Set — The adult
individuals of V. gigantea presented a height general mean of 2.46 m, with inflorescences
(Table 2). This is in agreement with Reitz (1983) who reported an average height of 2.00 m
for adult individuals of this species. The four analyzed populations of V. gigantea
produced a high number of flowers, fruits and seeds. Considering mean of flowers per
plant (143.93), the mean of seeds per fruit (303) and taking into account that 43% of
flowers developed into fruit it is possible to estimate that one plant can produce about
18,753 seeds in each reproductive cycle. Intriguingly, although differences among
populations were detected only on fruit set, plants from Praia do Araca presented lower
values in all parameters evaluated (Table 2 and 3). These results suggest lower plant
fertility in this population. Several factors may have been responsible for this phenomenon.

As the Praia do Aragé population is located near (Sm) the Guaiba Lake (Figure 2), the local



growth conditions may be quite different from those of other populations. McIntosh (2002)
and Kéry and Matthies (2004) reported that the reduction in plant size, flower size, number
of seeds per plant or fruit and flower number in small populations can be a consequence of
lower habitat quality, reduced pollination or inbreeding depression. The relative
importance of each factor in limiting fruit set in the Praia do Araca population is difficult
to be determined. Nevertheless, we assumed that abiotic resources, such as climatic
variation and soil conditions, and other factors as pollen limitation may have contributed to
the reduced plant fertility in this population.

It was observed a decrease on fruit set from the base to the apex of the
inflorescence in V. gigantea (Fig. 4). Similar result was reported by Ortiz et al. (2003) in
Stryphnodendron adstringens. Factors as the timing, frequency, duration of the flowering
period and flowering pattern seem to affect the reproductive success of flowering plants
(Rathcke and Lacey, 1985; Diggle, 1995; Ortiz et al., 2003). According to Thomson
(1989), in some species the reproductive potential differs from one flower to another, e.g.,
number of ovules may be few in flowers which open later, having low chance of producing
fruits, and usually found in the apex of the inflorescence. It seems that the plant directs
little resources to the production of ovules which have less chance to be converted into

seeds (Ortiz et al., 2003).

Seed viability and germination rate — Seeds from all analyzed populations were
highly viable, presenting a germination rate of 94%. Similar results were reported by
Downs (1963) for other bromeliad species. Seed production, seed viability and germination
rate, longevity and mortality rate of plants may have an effect on the population dynamics
(Kéry and Matthies, 2004). As far as we know, the results here described are the first

reported on seed viability and germination rate in V. gigantea. Further studies on plant



longevity, mortality rate and recruitment of new individuals will be essential to evaluate

the V. gigantea populations dynamic.

Pollen-supplementation — The mean fruit set from manual self-pollinated plants
was 85.40% indicating that V. gigantea is self-compatible as described to other members
of this genus (Martinelli, 1994). In natural conditions, 47.92% of open-pollinated flowers
developed fruits (Table 4). Similar result was recorded by Canela and Sazima (2005) for
Bromelia antiacantha (Bert.), whose fruit set under natural conditions, occurred in 50% of
the flowers. The differences among populations regarding seed production in the pollen-
supplementation experiments may be associated with the lower level of genetic variability
found in Pedra da Visdo population (Paggi et al., in prep). Reduced genetic variability may
result in inbreeding depression, decrease in plant size and fruit/seed set (Huang and Guo,
2002; Buide, 2004; Kéry and Matthies, 2004; Yang et al., 2005).

Under open-pollination, plants from Praia do Ara¢4 yielded 3.8 fold less seeds than
those from Morro da Grota (Table 5). It could be hypothesized that the low seed
production may be due to pollen-limitation in Praia do Ara¢d. Similarly, Clark-Tapia and
Molina-Freaner (2004) and Ishii and Kadono (2002) concluded that pollen-limitation may
be the most important factor contributing to the low seed productivity for Stenocereus
eruca and Poaceae species, respectively. Furthermore, in Ferocactus cylindraceus species,
both extrinsic and intrinsic factors were considered important in limiting reproductive
output (Mclntosh, 2002).

Pollen-limitation is fairly common in plants and can be considered a natural
phenomenon (DiFazio et al., 1998; Thomson, 2001; Ishii and Kadomo, 2002). According
to Buide (2004), evidences from pollination treatments and spatial variation in fruit set

seem to indicate that pollinators limit female fecundity. As V. gigantea is a bat-pollinated



species (Sazima et al., 1999), observations on pollinator visits could provide important
information to confirm our hypotheses of pollen-limitation. The occurrence of
glossophagines bats, such as Anoura caudifer and Glossophaga soricina, has been
recorded throughout the Itapua State Park (Fabian et al., 1999; Thales Freitas, personal
communication). Moreover, the largest bat population was observed in Morro da Grota
(Wander Silva, personal communication). The high abundance of bats in this population
could explain the high number of seeds and fruit setting under open-pollination (Table 5).
However, our observation on pollinator visits are limited and further field studies must be
done to best understand the bats and other pollinator activities.

In conclusion, this study demonstrates that the analyzed populations are viable.
Plants produce large number of flowers, fruits and highly viable seeds. A high proportion
of fruits matured in the manual hand pollination treatment, indicating that species is self-
compatible. Reduction in seed set of individuals from Praia do Araca was probably due to
pollinator limitation. The pollen-limitation is most likely a consequence of habitat

fragmentation, and, specifically, a disruption of the bat pollination mutualism.
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TABLES

TABLE 1. Location of the four study sites (populations) within the Itapud State Park, Brazil.

Population Location
Morro da Grota 30°22° 13,37 5,51°01° 42,2 W
Pedra da Visao 30°22° 40,2” S, 51°01° 44,7” W

Trilha do Fenomeno 30° 21’ 40,3” S, 51° 01’ 51,17 W
Praia do Araca 30°21° 31,57 S, 51°02° 41,1” W




TABLE 2. Reproductive success: Means of plant and inflorescence height of the four

studied populations.

Population Analyzed Meanof plant  Mean of inflorescence
plants (n) height (m) ! height (m) 2
Morro da Grota 6 1.04 (0.75-1.50) 1.70 (1.40-2.00)
Trilha do Fendmeno 8 1.03 (0.75-1.25) 1.57 (1.30-1.75)
Pedra da Visdo 5 0.93 (0.80-1.20) 1.46 (1.35-1.50)
Praia do Araca 4 0.78 (0.70-1.10) 1.29 (1.20-1.50)
Total 23 0.95 (0.70-1.50) 1.51 (1.20-2.00)

' Kruskal-Wallis Test (5%), P = 0.0941; 2 Anova Test (5%) (square root transformed), F =

2.63 and P = 0.0757.



TABLE 3. Reproductive success: Means of flower production and rate of fruit setting in four

populations of Vriesea gigantea.

Population Plants sampled (n) Mean of flower Fruit set (%) >

production !

Pedra da Visao 5 120.40 (88-130) 69.92 (41.22-95.45) a
Morro da Grota 8 182.25 (114-267)  48.32 (23.20-65.40) ab
Trilha do Fendomeno 8 159.88 (86-220) 42.72 (10.00-70.05) b
Praia do Araca 5 113.20 (45-206) 9.88 (6.30-16.66) b
Total 26 143.93 (45-267) 42.71 (6.3-95.45)

a, b — Means with the same letter are not significantly different by the Anova test (5%);

T'F=250and P = 0.0864; > F = 6.69 and P = 0.0002.



TABLE 4. Pollen-supplementation: Means of fruit and seed set in the pollination treatments.

(MSP) Manual self-pollination; (OP) Open-pollination.

Treatments Number of Number of Fruit set

Mean of

flowers fruits (%) seed set/fruit
MSP 37 32 85.40 54997 a
OP 47 22 47.92 237.51b

Kruskal-Wallis Test (5%), P < 0.0001.



TABLE 5. The effects of pollen-supplementation on rate of fruit and seed setting in four

populations of Vriesea gigantea: MSP, Manual self-pollination; OP, Open-pollination.

Treatments
MSP OP
Population fruit set(%) N° of seeds  fruit set(%) N° of seeds
Morro da Grota 90.00 691.50 a 66.67 395.33
Praia do Aracé 100.00 652.83 ab 44.44 102.89
Trilha do Fendmeno 73.33 516.42 ab 33.33 187.71
Pedra da Visao 83.33 276.71b 44.44 186.56

a, b — Means with the same letter are not significantly different; Kruskal-Wallis Test (5%),

P =0.0179;



FIGURES LEGENDS

Fig. 1 Vriesea gigantea: (A) Aspect of plant, bar = 1 cm ; (B) Detail of the flower, bar = 1

cm; (C) Detail of the fruit, bar = 0,5 cm.

Fig. 2 (A) Brazil map; (B) Rio Grande do Sul state; (C) Parque de Itapud (Itapua State

Park) and the locality of the four study sites, bar = 25 km.

Fig. 3 Number of seed per fruit of V. gigantea estimated from five fruits from 10 plants,
during 2004. Bars show mean values and minimum and maximum values. Columns that
share the same letter are not significantly different by the Tukey test (5%), F = 4.46 and P

= 0.0004.

Fig. 4 Means of flower production and fruit set in different position of the inflorescence.
BA= base, CE= center, AP= apex. (n = 26 plants). Columns in the same category that share
the same letter are not significantly different by the Tukey test (5%), F = 3.88 and P =

0.025.
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Abstract
The reproductive system is directly related to the genetic structure and variability of natural

populations. Vriesea gigantea is an epiphytic bromeliad that occurs in the Atlantic Rainforest, southern and
south-eastern Brazil. However, little is know about the reproductive biology of this species. Information on
its reproductive system and outcrossig rate is needed to develop efficient conservation strategies. We
investigated four populations of V. gigantea from Itapud State Park, Brazil. We used hand-pollination
experiments to determine the reproductive system and progeny analyses to investigate the outcrossing rate of
this species. Manual self-pollination resulted in 85.40% of fruit production; under open-pollinization the fruit
set was 47.92%. The results showed that V. gigantea is self-compatible, the spontaneous selfing is reduced,
and the autogamy index (AI) is 0.19, suggesting that the species is nonautagamous and predominantly
pollinator-dependent for fruit setting. A quantitative analysis of the reproductive system was performed using
progeny arrays assayed for simple sequence repeats (SSR). Despite the outbreeding system of V. gigantea,
microsatellites data revealed low outcrossing rate (¢,, = 0.146), and low genetic variation at population level

(A =1.63 and H = 0.25), in comparison with other animal-pollinated outbreeding plant species.
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1. Introduction

The Bromeliaceae family has nearly 3000 species divided into three subfamilies:
Pitcairnioideae, Bromelioideae, and Tillandsioideae (Smith and Downs, 1974). Vriesea
gigantea Gaud. (Tillandsioideae, Fig. 1-A), is an epiphytic bromeliad that occurs in the
Atlantic Rainforest, Brazil. It is very appreciated as an ornamental plant, and is included in
the list of endangered species of the Rio Grande do Sul State. The wild populations of V.
gigantea have been destroyed or restricted to small size due to habitat destruction and
fragmentation caused by anthropogenic disturbance, and by predatory collections.
Notwithstanding the threat of local to global extinction, genetic diversity of bromeliads
taxa has scarcely been documented. Comparative population studies using molecular
markers are needed to collect information on the levels and patterns of genetic diversity
and outcrossing rates of wild bromeliads, which is a first step to facilitate their

conservation.

Vriesea gigantea is a bat-pollinated species (Sazima et al., 1999) and ranges from
Espirito Santo to Rio Grande do Sul. Its vegetative structures form tanks that are able to
hold many liters of water, therefore providing a resource base for associated biota
(Benzing, 2000). Typical inflorescences have a central axis with several branches on each
side and one flower on each side of the lateral axis (Reitz, 1983). The flowers (Figure 1-B)
are tube-shaped with three petals and its colour agreed with the chiropterophilous
syndrome that suggests outcrossing as the reproductive system of this species (Vogel,
1969). Flowers in the inflorescence base and center position open first, while flowers in the
apex position open later (Reitz, 1983; Benzing, 2000). Nevertheless, the knowledge about
the reproductive biology of V. gigantea is quite limited and as far as we know, no

information is available about its fertility.



Bromeliaceae may be qualified as the most representative and important family in
both bat- and bird-pollinated flower assemblages of the Atlantic rainforest in south-eastern
Brazil (Sazima et al., 1999). The floral structure of bromeliads is generally specialized in a
manner that prevents spontaneous self-fertilization and facilities animal-mediated
outcrossing (Benzing, 2000). However, panmixia is rather rare under natural conditions
and nonrandom mating can result from animal-mediated autogamy, geitonogamous selfing,

and biparental inbreeding (Wong and Sun, 1999).

The disruption of plant-pollinator mutualisms has the potential to affect the
viability of populations. This may occur when habitat fragmentation directly affects
pollinator populations or when plant population drop below the critical size threshold
needed to attract and sustain pollinators (Kéry and Matthies, 2004). Forest fragmentation
and the resulting spatial isolation of bromeliads species can modify the activity of
pollinators and may have important implications for the reproductive success and mating
systems of the plants that they pollinate. Accordingly, the reproduction of plants in small
populations is often reduced, and this has been attributed to inbreeding depression, reduced
attractiveness for pollinators, and reduced habitat quality in small populations (Kéry and
Matthies, 2004). In fact, at a biogeographical level, the patchy distribution of epiphytes has
been suggested to be a force that induces isolation between populations and promotes fast
speciation. However, this will depend on how low are the levels of gene flow, and whether
the population was founded by few individuals with low effective population size (Gentry

and Dodson, 1987; Tremblay and Ackerman, 2001).

In plants, reproductive systems have a profound effect on the genetic composition
of natural populations (Hamrick, 1982). Genetic variability is important for genetic

viability, since evolutionary responses to environmental change hinge upon such variation



(Fisher, 1958). The disruption of gene flow via pollen transfer and seed dispersal also
contributes to the loss of genetic diversity within populations isolated by habitat

fragmentation (Hamrick, 1982).

In addition to field studies of pollination and reproductive biology, genetic marker
analysis can provide accurate and detailed information on a species’ reproductive system.
Reproductive system of plants is commonly characterized by outcrossing rates. These
estimates can be generated by examining allelic variation over many loci in progeny arrays
from plants allowed to pollinate naturally, using maximum-likelihood model to exclude
progeny resulting from self-fertilization (Ritland and Jain, 1981). The main objective of
our research was to fill important gaps in our knowledge of the reproductive system of
bromeliads. Our study aimed: 1) to investigate the reproductive system of V. gigantea
through hand-pollination experiments; 2) to estimate the outcrossing rates using

microssatelites loci (SSR — Simple Sequences Repeats).

2. Materials and methods

2.1. Study sites

We studied four populations from Itapud State Park (30° 20' and 30° 27' S, and 50°
50" and 51° 05' W) which is located in Viamao, Rio Grande do Sul State (RS), Brazil, about
57 Km from Porto Alegre (Fig. 2). The local mean temperature is about 17.5 °C and annual
rainfall averages 1200 mm/year. The vegetation consists of Atlantic Rainforest and the
area was hardly altered by human intervention. The Itapud State Park holds a large number

of specimens with more than 1,000 adults plants distributed in agglomerated populations.



The populations (Trilha do Fendmeno, Praia do Aracgd, Pedra da Visdo and Morro da
Grota) are 5 to 25 km apart from each other. Field studies were conducted during the

reproductive period of the species from January to March and August/2005.

2.2. Reproductive system

We investigated the reproductive system of V. gigantea using controlled hand-
pollination experiments with five pollination treatments during 2005 flowering season. The
treatments tested for spontaneous (autonomous) selfing, asexual reproduction
(agamospermy), self-compatibility, cross-pollinations and flowers under natural conditions
of pollination were used as controls. These treatments were achieved using various
combinations of pollinator exclusion, emasculation, and hand-pollination (Table 1).
Sixteen plants from the four natural populations were used in this study. Three to five
flowers were used per plant, per treatment. Plastic mesh bags (maximum mesh size 0.9
mm) were used to exclude insect visitors. Inflorescences were selected for the experiment
according to their phenological state and size and were randomly assigned a pollination
treatment. Flowers were emasculated before the anthers dehiscence and were pollinated
during peak stigmatic receptivity with pollen from the same plant. We gently applied

pollen across the stigmatic surface until it was saturated.

In order to determine the main reproductive system of V. gigantea, the autogamy
index (AI) was calculated as the relationship between seeds from spontaneous selfing and
self-pollination, according to Ramirez and Brito (1990). Autogamous and partially
autogamous species show indices between 0.30 and 1.00, and nonautogamous show values

below 0.30.



2.3. Plant material

For the progeny study, open-pollinates maternal half-sib seeds were collected from
three individuals from each population, totaling 12 mother-plants (MP). Fruits were
collected during fruiting set season, August/2004. Seeds were sterilized and placed in petri
dishes containing 2 MS medium (Murashige and Skoog, 1962) with B5 vitamins
(Gamborg et al., 1968). The petri dishes were incubated in a climate-control chamber
(Digmec — YTWC-1) with relative humidity near 100 % and photoperiod of 16 h light at
25 °C and 8 h dark at 22 °C for six months. Fifteen individuals from progeny of 12 MP

were used to determine outcrossing and selfing rates.

2.4. Microsatellites marker analyses

Genomic DNA extraction from fresh leaf tissue from seedlings and adult
individuals (mother-plants) followed standard CTAB procedure (Doyle and Doyle, 1990).
After quantification in agarose gels 0.8% using A marker (150png/ul), working sample
solutions of 10ng/ul DNA were prepared. The microsatellites markers used in this study
were developed for another bromeliad species (Tillandsia fasciculata) by Boneh et al.
(2003). The PCR cocktail (20ul) contained 20ng of genomic DNA, 0.2mM dNTPs
(Invitrogen), 3.0uM MgCl, (Invitrogen), 1 X PCR buffer (Invitrogen), (10mM Tris-HCl,
50mM KClI, 1:5mM MgCl, ,,pH8.3), 0.5uM of each primer (Invitrogen), and 1U of Tag
DNA polymerase (Invitrogen). Amplifications were performed with a Applied Biosystem
Gene Amp PCR System 2400 thermal controller, using the follow protocol: 94 °C for 3
min, 40 cycles of 94 °C for 20 s, the primer-specific annealing temperature for 40 s, 72 °C
for 20 s, and ending with 72 °C for 5 min. The PCR products were separated on 6%

poliacrilamide gels buffered with 0.5 X TBE, and detected by staining with silver nitrate.



2.5. Data analyses

Data of the fruit set and the mean number of seeds obtained from pollination
treatments were analyzed using the Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variance.
Media comparisons were undertaken using the SAS (Version 8, SAS Institute, Cary, USA)
software package. Number of alleles per locus (A), observed heterozygosity (H,) and
expected heterozygosity (H,) were calculated for each population using the “Tools for
Population Genetic Analysis” — TFPGA software. The multilocus outcrossing rate (z,,) was
estimated under the mixed mating model described by Ritland and Jain (1981), with the
software MLTR 2.3 (Ritland, 1990). The procedure estimates the multilocus outcrossing
rate (,,), the means single-locus outcrossing rate (), the difference between estimates (¢, —
t;) that represents the outcrossing rate between related individuals, and the inbreeding
coefficient of maternal parents (F). Standard errors were estimated based on 1,000
bootstraps between individuals within progeny array. We tested the significance level of 7,
and #; by a one-tailed Student’s r-test based on the null hypothesis that ¢, or t, = 1. To
verify the importance of the biparental inbreeding in autogamy, we also compared ¢, — 1, to
zero using a Student’s test. Variability of #, among the analyzed populations and the
significance level of F were tested using a y? test. The test was carried out by subtracting
each population estimate from the global mean, dividing these differences by the standard
error associate with each population outcrossing rate, squaring these quantities, and
summing over populations. This statistics was tested as y?-value, with degree of freedom

being one less than the number of populations (Godt and Hamrick, 1991).



3. Results

3.1. Reproductive system

The results from the controlled pollinations are summarized in Table 2 and Figure
3. The average rate of natural fruit set was 47.92% in control treatment. Fruit set was
significantly lower when we tested for agamospermy (Figure 3-A). The results obtained in
the other treatments were not different from the control. Pollination treatment had a highly
significant effect on number of seeds per fruit (Figure 3-B). The unmanipulated control
flowers produced a mean number of seeds of 237.51. A significantly higher number of
seeds per fruit was obtained when we tested for self-compatibility (Figure 3-B). However,
few fruits and seeds were set by spontaneous selfing treatment; V. gigantea is thus

classified as nonautogamous, with autogamy index (Al) of 0.19.

Variation in seed set was observed among populations. Considering self-
compatibility treatment, seed production in Morro da Grota was higher than Pedra da
Visdo population, although the fruit set had been similar (90.0 and 83.33%, respectively).
In the agamospermy treatment, only one plant from Praia do Aracd population produced
seeds, probably due to pollen contamination during emasculation (Table 2). Under open
pollination (control treatment), the mean number of seeds in the Morro da Grota population
was 3.8 times higher than Praia do Araca (Table 2), although differences were not

significant.



3.2. Outcrossing rates

Estimates of the outcrossing rate using the method of Ritland and Jain (1981) are
given in Table 3. The selfing rate (s) was high in all populations, ranging from 0.800 to
0.999, with an overall mean of 0.854, indicating that 85.4% of the progenies resulted from
selfing events. Obviously, multilocus outcrossing rates (z,) were low in all populations,
ranging from 0.001 (Trilha do Fendémeno) to 0.200 (Morro da Grota), with a mean value of
0.146, which indicates that only 14.6% of the progenies resulted from outcrossing events.
The mean single-locus outcrossing estimates (#;) for all population was 0.138. Significant
self-fertilization rate was detected, since the means ¢, and #; were significantly lower than
one (Table 3). The difference between f, and ¢, represents the outcrossing rate among
related individuals, which contributes to the increase of inbreeding within populations.
That differences ranged from —0.030 to 0.013 (Table 3). The mean ¢, - ¢, was not different
from zero (Table 3), indicating the absence of biparental inbreeding. Inbreeding coefficient
(F) based on genotypic frequencies of maternal plants were positive and significantly

greater than zero (Table 3), suggesting an excess of homozygotes in Itapua State Park.

3.3. Genetic variation

The p2p19 and e6b microssatelite loci were examined in 12 mother-plants and 180
seedlings of their progenies. The mean number of alleles (A) within the populations was
relatively low ranging from 1 to 2.5, with a mean of 1.63 (Table 4). All populations
examined showed low levels of expected heterozygosity (H,) varying from 0.03 to 0.50,
with a mean of 0.25. The observed heterozygosity (H,) varied from zero to 0.26, with a
mean of 0.09, and generally lower than the expected heterozygosity. The population with
the lowest genetic diversity (H,) was Pedra da Visdo, which showed only one allele of the

two loci evaluated (monomorphism). The highest genetic diversity was observed in the



Morro da Grota population with observed average heterozygosity (H,) of 0.26 and mean

number of alleles per locus (A) of 2.5.

4. Discussion

4.1. Reproductive system

Our results in controlled pollination experiments (Table 2 and Figure 3A) showed
that under natural conditions (control treatment), 47.92% of flowers developed into fruits.
Similar results were recorded for Bromelia antiacantha (Bert.), in which 50% of flowers
produced fruits (Canela and Sazima, 2005). V. gigantea is self-compatible, since a high
fruit set (85.4%) was obtained in the self-compatibility treatment (Table 2). Self-
compatibility is widespread in all three subfamilies of the Bromeliaceae (Martinelli, 1997;
Benzing, 2000), although most of the self-compatible species need pollinator services and
have several floral mechanisms such as dichogamy and herkogamy, to hinder autonomous
self-pollination (Martinelli, 1997; Benzing, 2000; Wendt et al., 2001, 2002; Canela and
Sazima, 2003). Moreover, few fruits and seeds were set by spontaneous selfing treatment
(Table 2) with Al index of 0.19, typical of nonautogamous species. Autogamous and
nonautogamous reproductive systems determined by Al index, were reported for Pitcairnia

(L.B. Sm.) species (Bromeliaceae) by Wendt et al. (2001).

Considering that our results indicate that V. gigantea is an auto-compatible species
and with a low autogamy index we expected a high fruit and seed set under natural
conditions. Surprisingly, our results showed a relatively low fruit and seed production in

open and control treatments (Figure 3). Many factors may be responsible for low fruit and



seed set in the V. gigantea populations, as pollinator-limitation and floral predation. As V.
gigantea is reliant on pollen vectors for seed production, our results suggest pollinator-
limitation in all populations. The pollen limitation may be the most important factor
contributing to the low seed productivity in plants (Ishii and Kadono, 2002; Clark-Tapia
and Molina-Freaner, 2004). Furthermore, a moderate dependence on pollinator for seed
production has been recorded for some endangered species from Florida (Evans et al.,
2003). In addition, we recorded some bees of Trigona genus visiting V. gigantea flowers.
These species spent a long time in the same flower or inflorescence, rarely moving among
plants. Similar behavior was reported by Wendt et al. (2001) at Pitcairnia species
(Bromeliaceae), were these bees acted as pollinators. However, in V. gigantea they were
observed stealing pollen and later nectar through holes at the corolla base. The bees
behavior may affect pollinator visits through aggressive interactions and reduction of

resources, as reported for B. antiacantha (Canela and Sazima, 2005).

Comparing the open and control treatment, although the statistic analyses did not
detected significant difference, it is remarkable that the fruit set in the control was 70.0%
higher than in the open treatment (Figure 3). The high fruit production in the control
treatment may be due to pollinator-mediated selfing, since the flowers were not

emasculated.

Considering differences among populations in the self-compatibility and control
treatment (Table 2), one factor responsible for low seed production in Pedra da Visdo
population could be inbreeding, since a reduced genetic variability (H, = 0) was estimated
in this population (Table 4). Accordingly, the F value calculated was the highest (0.776,
Table 3). The reduced seed production due to inbreeding has been reported for a great

number of species (Severns, 2003; Leimu, 2004; Kéry and Matthies, 2004).



4.2. Outcrossing rates

The low multilocus outcrossing rate (14.60%) and the high selfing rate (85.40%)
observed in the V. gigantea populations agree with a self-compatible reproductive system.
Spontaneous autogamy, pollinator-mediated selfing and geitonogamy could all contribute
to a high selfing rate in self-compatible species, as V. gigantea. Differently of our results, it
would be expected that outcrossing species with a mixed mating system would have a low
level of selfing rate and high genetic variability (Soltis et al., 1987). Different factors may,
individually or together, explain the poor outcrossing rate in the studied populations.
According Patterson et al. (2004), a reduction in the density of flowering plants decrease
outcrossing rates in native populations; in 2003/2004 reproductive season we estimate that
only 5% of the V. gigantea plants flowered at Itapud State Park. A second and related
explanation is that there may have been a reduced number of effective pollinators in that
year, contributing to decrease of outcrossing rate. The outcrossing and selfing rates
confirm that V. gigantea has mixed reproductive system as we described previously in the

pollination experiments.

The statistic analyses did not detected significant difference between multilocus
(t,,) and single locus (#) estimates of outcrossing rates, indicating an absence of
consanguineous mating. However, the inbreeding coefficient was high (F = 0.653, Table
3), which can be explained because of very low genetic variability found at Itapua State
Park (A = 1.63 and H, = 0.09, Table 4). Moreover, as each plant produces many flowers
concurrently at anthesis and some pollinators often visit several flowers consecutively on
the same plant, geitonogamous selfing is probably substantial. These results are quite

similar to those reported for Vincetoxicum hirundinaria, which selfing seems occur mainly



geitonogamously, but autogamous self-pollination is also possible and the flowers can be

pollinated without pollen vectors (Leimu, 2004).

4.3. Genetic variability

Microssatelites data indicate higher level of genetic variability in V. gigantea
populations from Itapud State Park (H, = 0.09, Table 4) than previously reported on
allozymes, AFLP, cSSR, and RAPD markers for Aechmea magdalenae, Tillandsia
recurvata ((L.) L. and Puya raimondii (Harms) (Soltis et al., 1987; Murawski and
Hamrick, 1990; Sgorbati et al., 2004), and similar to four other Bromeliaceae species, T.
ionantha (Planch.), A. tuitensis, and Pitcairnia geyskesii (Soltis et al., 1987; Izquierdo and
Pifiero, 2000; Sarthou et al., 2001). Actually, the level of genetic variability in V. gigantea
populations were very low, similar to values reported for species with the same
characteristics, i.e. monocots, and herbaceous and perennials plants. Several factors may
influence the genetic variability of plant populations. Among these, the more important are
the reproductive systems (Lande and Schemske, 1985) and seed dispersal mechanisms
(Hamrick and Godt, 1996). Instead, knowledge of several aspects of population biology are
necessary to predict risks to population viability of species in small and fragmented

populations.
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Tables and Figures

Table 1

Experimental pollination manipulations and number of flowers used for assessing the

reproductive system of Vriesea gigantea

Manipulation Pollination treatment

Self-compatibily Agamospermy Spontaneous selfing Open Control

Bagging v v v

Emasculation v v
Hand-pollination v

N°in treatment 37 36 48 35 47

Bagging excludes insect or vertebrate visitors and emasculation removes all anthers. In the

self pollination treatment it was used pollen from the same plant.



Table 2

Rate of fruit setting and mean number of seeds in four populations of Vriesea gigantea. SC,

self-compatibility; AG, agamospermy; SS, spontaneous selfing; O, open; C, control

Treatments
SC AG SS O C
Population fruit N°seed fruit N°seed fruit N°se fruit N°see fruit N°see
set ! set set ed set d set d
(%) (%) (%) (%) (%)
Morro da Grota 90.00 691.50 0 0Ob 27,67 105, 0 0 66.67 395.3
a 13 3
Praia do Aragd  100.0 652.83 33,33 41,11a 44,44 154, 33,33 16,22 44.44 102.8
0 ab 11 9
Trilha do 73.33 516.42 0 0Ob 27,67 102, 16,67 64,87 33.33 187.7
Fendmeno ab 87 1
Pedra da Visao 83.33 276.71 0 0b 11,11 56,6 33,33 34,33 44.44 186.5
b 7 6
Total 85.40 549.97 5.60 10.28 27.10 104. 14.30 40.80 47.92 237.5
52 1

! Kruskal-Wallis Test (5%), P < 0.0001.

% Kruskal-Wallis Test (5%), P < 0.0001.



Table 3

Estimates of the reproductive system parameters for the four populations of Vriesea

gigantea from Itapud State Park; 7, is the multilocus outcrossing rate; z, is the mean single

locus outcrossing rate among not related individuals; 1,-f, is the outcrossing rate among

related individuals; s is the selfing rate; and F is the inbreeding coefficient of maternal

parents.

Population tn ts -t s F
Morro da Grota 0.200 0.204 -0.030 0.800 0.703
Trilha do Fendmeno  0.001  0.001 0 0.999 -0.200
Pedra da Visdo 0.113 0.102 0.011 0.887 0.776
Praia do Aracd 0.180 0.156 0.013 0.820 0.493
Total 0.1461 0.1382 0.0083 0.854 0.653°

11=-19.534, P =0.0003; 2t = -20.302, P = 0.0003; 3t = -0.151, P = 0.8894; 4 ¥%=8.2004, P < 0.05



Table 4

Genetic variability parameters within populations of Vriesea gigantea based on

microssatelites data. Number of individuals sampled (), average number of alleles per

locus (A), expected heterozygosity (He) and observed heterozygosity (Ho).

Population N A He Ho
Morro da Grota 37 2.5 0.35 0.26
Trilha do Fendmeno 39 1.5 0.13 0.07
Pedra da Visdo 30 1 0.50 0
Praia do Aragé 31 1.5 0.03 0.03
Total/Mean 137 1.63 0.25 0.09




Fig. 1. Vriesea gigantea: (A) Aspect of plant, bar = 1 cm; (B) Detail of the flower. bar = 1

cm
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Fig. 2. Locality of the four study sites within the Itapua State Park: Praia do Aracad (PA),

Trilha do Araca (TA), Pedra da Visao (PV) and Morro da Grota (MG), RS, Brazil.
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Fig. 3. The effects of pollination treatments on rate of fruit setting (A) and mean number
of seeds per fruit (B). SC, self-compatibility; AG, agamospermy; SS, selfing spontaneous;
O, open; C, control. Errors bars indicate +1 standard error. Columns that share the same

letter are not significantly different by the Kruskal-Wallis Test (5%), P < 0.0001.



CaAPiTULO IV - Discussao Geral



IV. DISCUSSAO GERAL

Diversas espécies de bromélias t€ém se tornado populares, sendo encontradas com
facilidade no comércio. Contudo, muitas destas plantas sdo obtidas por coleta ilegal e
indiscriminada das matas. H4, portanto, um forte apelo econdmico e ecoldgico para que
esses recursos sejam utilizados de forma sustentidvel. Nesse sentido, um dos objetivos
principais dos trabalhos realizados por nossa equipe € investigar aspectos relacionados a
biologia reprodutiva, fertilidade e variabilidade genética de espécies da familia
Bromeliaceae, visando desenvolver programas de conservagdo destes recursos genéticos e
projetos de utilizag@o sustentdvel. A espécie Vriesea gigantea, como tantas outras espécies
do género e também do restante da familia, tem alto potencial ornamental e, como muitas
outras, faz parte da lista de espécies ameacadas de extin¢do no Estado do Rio Grande do

Sul (SEMA: www.sema.rs.gov.br). Até onde sabemos os resultados obtidos neste estudo,

sobre biologia reprodutiva e fertilidade de V. gigantea, sdo inéditos e irdo contribuir de
forma efetiva para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manejo desta
espécie.

O estudo de fertilidade das plantas de Vriesea gigantea (Capitulo II) levou em
consideracdo o vigor reprodutivo das plantas (altura da planta e da inflorescéncia,
arquitetura da inflorescéncia e nimero de flores) e o sucesso reprodutivo (propor¢do de
frutos, nimero de sementes por fruto, viabilidade e taxa de germinacdo das sementes). Os
individuos adultos do Parque Estadual de Itapua (PEI) apresentaram uma altura média de
2,46m, com inflorescéncia, um pouco maior do que aquela descrita por Reitz (1983),
também para individuos adultos (2,00m). Nossos resultados revelaram que as plantas de V.

gigantea tém uma alta producdo de flores, frutos e sementes. Considerando a média de



flores por planta (143,93), a média de sementes por fruto (303) e levando-se em conta que
43% das flores se desenvolveram em frutos, foi possivel estimar que uma planta pode
produzir cerca de 18.753 sementes em cada ciclo reprodutivo.

A arquitetura da inflorescéncia ndo afetou o padrio de producao de flores. Por outro
lado, os frutos nao foram homogeneamente distribuidos dentro da inflorescéncia: o dpice
apresentou menor produgdo de frutos que a base, conforme descrito por Diggle, (1995) e
Ortiz et al., (2003) como tendéncia geral de frutificacdo em diferentes espécies. Fatores
como freqii€ncia, duracdo e padrio de florescimento podem afetar o sucesso reprodutivo
das plantas (Rathcke e Lacey, 1985; Ortiz et al., 2003). Em algumas espécies o potencial
reprodutivo difere de uma flor para outra, por exemplo, no nimero de évulos, que pode ser
menor nas flores que abrem por tltimo, tendo uma menor chance de produzir frutos e,
usualmente, sendo encontradas no dpice da inflorescéncia (Thomson, 1989). Parece que a
planta direciona menos recursos para a producdo de 6vulos, os quais tém menos chance de
serem fecundados (Ortiz et al., 2003).

A viabilidade e taxa de germinacdo das sementes de V. gigantea foram muito altas.
Resultados similares foram obtidos por Downs (1963) para outras espécies de bromélias.
Tais caracteristicas, associadas a producdo de sementes, a longevidade e a taxa de
mortalidade das plantas podem ter um grande efeito na dindmica das populagcdes (Kéry e
Matthies, 2004). Os resultados obtidos neste trabalho sdo os primeiros relatos sobre a
viabilidade e taxa de germinacdo de sementes de V. gigantea, sendo que estudos sobre a
longevidade, taxa de mortalidade e recrutamento de novos individuos sdo necessdrios para
avaliar a dinamica de populagdes naturais.

Os resultados referentes ao sistema reprodutivo revelaram que V. gigantea é
autocompativel e que, aproximadamente, 48% das flores formaram frutos em condi¢des

naturais (Capitulo III, Figura 3-A). Resultados similares foram obtidos por Canela e



Sazima (2005) para Bromelia antiacantha, a qual apresentou 50% de frutificacdo. A
autocompatibilidade € amplamente distribuida na familia Bromeliaceae (Martinelli, 1997;
Benzing, 2000), sendo que a maioria das espécies autocompativeis precisa de vetores de
polen para a fertilizacdo e, além disso, possuem diversos mecanismos que previnem a
autogamia, como a dicogamia e a hercogamia (Martinelli, 1997; Benzing, 2000; Wendt et
al., 2001, 2002; Canela e Sazima, 2003). Os nossos resultados também revelaram que V.
gigantea é uma espécie ndo-autogamica, ja que poucos frutos e sementes foram formados
no tratamento de autofecundacdo espontinea (Capitulo III, Tabela 2) e o indice de
autogamia foi baixo (Al = 0.19).

Apesar das caracteristicas acima descritas sobre o sistema de reproducdo de V.
gigantea, houve uma produgdo de frutos e sementes relativamente baixa nos tratamentos
controle (“control”) e de fecundagdo cruzada obrigatéria (“open”) (Capitulo III, Figura 3).
Muitos fatores podem ser responsdveis por estes resultados, como a limitagdo de
polinizadores e a predagao floral. Como V. gigantea é dependente de vetores de pdlen para
fertilizacdo, nés sugerimos que houve limitacdo de polinizadores nas populagcdes
estudadas. Este fendmeno tem sido descrito como um dos principais fatores que
contribuem para a baixa produgdo de sementes em populagdes naturais de muitas espécies
(Ishii e Kadono, 2002; Evans et al, 2003; Clark-Tapia e Molina-Freaner, 2004). Além
disso, insetos do género Trigona foram observados visitando flores de V. gigantea. Estas
espécies passam muito tempo na mesma flor ou inflorescéncia, e raramente se movem
entre plantas. Comportamento similar foi observado por Wendt et al. (2001) em espécies
de Pitcairnia, nas quais estas abelhas agem como polinizadores. Em V. gigantea, estes
insetos foram observados somente roubando pélen e néctar através de buracos na base da

corola. Estas espécies podem afetar a visita de polinizadores através do seu comportamento



agressivo e devido a reducdo de recursos, como ocorre em B. antiacantha. (Canela e
Sazima, 2005).

Foi observado também, que as flores de V. gigantea do PEI, apresentaram antese
diurna, diferentemente do que foi observado por Sazima et al. (1999), em populagdes da
Serra do Mar, Sao Paulo. Populacdes de plantas que ocorrem em regides geograficas
diferentes podem ser expostas a distintas selecdes adaptativas, podendo gerar isolamento
reprodutivo em func¢do de diferentes polinizadores (Rundle e Nosil, 2005). Mesmo
apresentando antese diurna, foram observadas caracteristicas florais relacionadas a
sindrome de polinizacdo para quiropterofilia nas populacdes de V. gigantea do PEI, tais
como a posi¢cdo das anteras, o tamanho e coloragio da corola e poucas flores abrindo por
dia, sugeridas por Vogel (1969) e confirmadas por Sazima et al., (1999). Existem algumas
evidéncias da ocorréncia de morcegos da familia Glossofagineae, como Anoura caudifer e
Glossophaga soricina, nas proximidades do PEI, principalmente no Morro da Grota
(Fabian et al., 1999; Thales Freitas, comunica¢ido pessoal). Entretanto, observacdes de
visitantes florais ainda nao foram realizadas nesta 4rea.

A andlise de progénies utilizando microssatélites (Capitulo III) revelou uma baixa
taxa de fecundacdo cruzada (¢,) e consequentemente uma alta taxa de autofecundacdo (s)
nas populacdes estudadas, o que estd de acordo com o sistema de autocompatibilidade de
V. gigantea. Entretanto, o esperado para espécies com sistema de cruzamento misto como
V. gigantea, seria uma baixa taxa de autofecundagdo e alta variabilidade genética, diferente
dos nossos resultados. A autogamia espontdnea, a autofecundacdo mediada por
polinizadores e a geitonogamia podem ter contribuido para obtencdo destes resultados.
Além disso, outros fatores podem explicar a baixa taxa de fecundagdo cruzada encontrada
nas populacgdes estudadas. De acordo com Patterson er al (2004), uma reducdo na

densidade de florescimento das plantas diminui as taxas de fecundagdo cruzada em



populagdes nativas; na estacdo reprodutiva de 2003/2004, nés estimamos que apenas 5%
das plantas adultas de V. gigantea do PEI floresceram. Uma segunda explicagdo, é que
pode ter havido uma reducdo no nimero efetivo de polinizadores naquele ano,
contribuindo para a diminui¢@o da taxa de fecundacdo cruzada.

As analises estatisticas indicaram auséncia de endocruzamento. Entretanto, o
coeficiente de endocruzamento foi alto, o que pode ser explicado pela baixissima
variabilidade genética encontrada no PEI (Capitulo III, Tabela 3). Além disso, como as
plantas produzem muitas flores que abrem ao mesmo tempo e alguns polinizadores visitam
diversas flores consecutivamente na mesma planta, é provavel que ocorra autofecundacéo
por geitonogamia. Estes resultados sdo muito semelhantes aqueles encontrados para
Vincetoxicum hirundinaria, na qual a autofecundacido parece ocorrer principalmente por
geitonogamia (Leimu, 2004).

Os dados de microssatélites indicaram maiores niveis de variabilidade genética nas
populacdes de V. gigantea do PEI do que aqueles encontrados para Aechmea magdalenae,
Tillandsia recurvata e Puya raimondii (Bromeliaceae), utilizando alozimas, AFLP, cSSR,
e RAPD como marcadores moleculares (Soltis et al., 1987; Murawski e Hamrick, 1990;
Sgorbati et al., 2004). Por outro lado, os resultados foram similares aos de quatro outras
espécies de Bromeliaceae, T. ionantha, A. tuitensis, e Pitcairnia geyskesii (Soltis et al.,
1987; Izquierdo e Pifiero, 2000; Sarthou et al, 2001). Na verdade, os niveis de
variabilidade genética nas populacdes de V. gigantea foram muito baixos (Capitulo III,
Tabela 4), similares aos registrados para espécies com as mesmas caracteristicas (i.e.
plantas monocotiledoneas, herbiaceas e perenes). Diversos fatores podem influenciar a
variabilidade genética de populagdes de plantas. Entre estes fatores, os mais importantes
sdo o sistema reprodutivo (Lande e Schemske, 1985) e os mecanismos de dispersdo de

sementes (Hamrick e Godt, 1996). O conhecimento de diversos aspectos da biologia das



populagdes € necessdrio para predizer os riscos em relacdo a viabilidade das espécies em
populagdes fragmentadas.

Considerando todos os pardmetros analisados, as comparagdes entre populacdes
revelaram algumas diferengas significativas. Os individuos da Praia do Aracd apresentaram
os menores valores em todos os parametros de fertilidade avaliados (Capitulo II, Tabelas 2
e 3). Entretanto, somente a proporcdo de frutos foi significantemente diferente entre as
populacdes, sendo que diversos fatores podem ser responsaveis por este fendmeno. Como a
populagdo da Praia do Aracgé localiza-se a menos de Sm do Lago Guaiba (Capitulo II,
Figura 2), as condi¢des de crescimento podem ser diferentes das outras populagdes, tais
como a ocorréncia de ventos e composi¢cdo do solo. Alguns autores (MclIntosh, 2002; Kéry
e Matthies, 2004) observaram que a reducdo no tamanho da planta, tamanho das flores,
nimero de sementes por planta ou frutos e o nimero de flores em pequenas populacdes,
podem ser conseqiiéncia da baixa qualidade do habitat, redu¢do na polinizagdo ou
depressao por endocruzamento. A importancia relativa de cada fator na producdo de frutos
na Praia do Aracé € dificil de ser determinada, mas devera ser ainda examinada por nossa
equipe. Somado a isso, estudos sobre estabilidade meidtica e a viabilidade do pdlen vem
sendo desenvolvidos no Laboratério de Citogenética pela aluna de Doutorado Clarisse
Palma da Silva e, até o momento, foram identificadas diferentes anomalias nos grios-de-
pélen das plantas da Praia do Aragé, apesar da meiose regular.

Considerando os tratamentos de poliniza¢do “controle” e “autocompatibilidade”, na
Praia do Aracd foi observada também uma producdo de sementes por fruto 3,8 vezes
menor do que no Morro da Grota (Capitulo II, Tabela 5). Este resultado indica limitacdo de
polinizador nesta populacio.

O ndimero de sementes por frutos no tratamento de autocompatibilidade foi 2,5

vezes maior no Morro da Grota do que na Pedra da Visdo (Capitulo II, Tabela 5), apesar da



proporcao de frutos ter sido muito semelhante 90,0 e 83,33%, respectivamente. Um fator
que pode ser responsavel pela baixa producdo de sementes na Pedra da Visdo é o
endocruzamento, uma vez que a variabilidade genética estimada nesta populacdo foi
reduzida (Capitulo III, Tabela 4) e o coeficiente de endocruzamento foi alto (Capitulo III,
Tabela 3). A redugcdo na produgcdo de sementes em funcdo da depressdo por
endocruzamento tem sido reportada para um grande nimero de espécies (Huang e Guo,
2002; Servens, 2003; Buide, 2004; Kéry e Matthies, 2004; Leimu, 2004; Yang et al. 2005).

Os resultados obtidos para V. gigantea, como a identificag@o de processos genéticos
e ecoldgicos relacionados a estrutura de populacdes e biologia reprodutiva, abrem muitas
perspectivas de estudos relacionados ao sistema reprodutivo preferencial, ainda
desconhecido em muitas outras espécies de bromélias do sul do Brasil. Outros aspectos
importantes ainda serdo investigados por nossa equipe, tais como: (a) quantificacio e
qualificacdo da produgdo de néctar ao longo do periodo de antese e relacio com os
possiveis polinizadores; (b) determinacdo das diferengas na germinagdo do pdlen no
estigma quanto a sua origem (polinizacdo cruzada e autopoliniza¢do); (c) identificacdo e
caracterizacdo da guilda de polinizadores e do polinizador efetivo de populacdes do RS e
sua relag@o com as taxas de fecundagdo cruzada e de autofecundacdo; (d) andlise das taxas
de fecundag@o cruzada e de autofecundacio em diferentes ciclos reprodutivos (anualmente)
através do estudo de progénies utilizando marcadores moleculares do tipo microssatélites;
(e) realizacdo de correlacdes das informacdes obtidas para populacdes do RS com
populacdes do sudeste — SP e RJ — o que serd fundamental para o desenvolvimento de

projetos de utilizagdo sustentdvel e programas de conservagdo destes recursos genéticos.
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