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RESUMO

A reproducdo vegetativa através de brotamentos stmt@ras reprodutivas € denominada
pseudoviviparidade e é encontrada em plantas quenvem ambientes terrestres com alta
sazonalidade, como regibes de montanha, articasdeserticas. Leiothrix vivipara
(Eriocaulaceae), uma espécie endémica dos campestres da Cadeia do Espinhago no
sudeste do Brasil, além da reproducdo por sememnfgesenta pseudoviviparidade. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar anatom@at@ o0 desenvolvimento dos rametes
originados nas estruturas reprodutivas dm vivipara e avaliar a viabilidade, a
germinabilidade das sementes em laboratério e agémaa de plantulas sob condi¢des
naturais. Para morfologia e anatomia, os capitfildam preparados para microscopia
eletrénica de varredura e microscopia de luz. Ailidade foi estimada através do teste de
tetrazdlio em sementes recém-coletadas e armazepadd2 meses. Testes de germinacao
foram realizados em cadmaras de germinacao utilzéstdperiodo de 12 h e escuro continuo
sob diversas temperaturas, bem como aplicacéo lsetina nas concentragdes de 500 e
1000 umol. Experimentos foram instalados no cangra pvaliar a emergéncia das plantulas
sob condicbes naturais e sob influéncia do fogomiroscopia revelou que as folhas
originadas no capitulo sado formadas pelo meristepr@dutivo. Quando a producao de flores
cessa, 0 meristema comeca a produzir folhas e petdmm ser observadas no centro do
capitulo, antes da antese de algumas flores estdasinAs novas folhas sdo formadas a partir
de um redirecionamento da diferenciacdo das céintstematicas, retomando a expressao
de estruturas vegetativas que constituirdo os eanét viabilidade das sementes é alta,
porém, a germinabilidade foi baixa sob todas aglicées testadas. O armazenamento nao
alterou significativamente a viabilidade das see®n¢ a aplicacdo de giberelina néo
promoveu a germinacdo. A emergéncia de plantulasangpo atingiu os maiores valores
guando as sementes foram semeadas em solo eatleriizo fogo ndo exerceu influéncia
sobre a emergéncia das plantulas. Os resultadosumadjue a reproducao clonal representa o
maior investimento reprodutivo de viviparae que, apesar do recrutamento de plantulas ser
muito pequeno, seu papel é importante na manutengiovariabilidade genética da

populacao.

Palavras-chave: pseudoviviparidade, reproducéao clonal, germinagédosementes, campo

rupestre, meristema.



ABSTRACT

Pseudovivipary is a kind of vegetative reproductararacterized by the development of
plantlets on reproductive structures. This formrgroduction occurs in plants living in
terrestrial environments with high seasonality swashthe Arctic, highlands, or deserts.
Leiothrix vivipara (Eriocaulaceae), an endemic species from the “oamppestres”
vegetation of the Espinhaco mountain chain in seagtern Brazil, presents this type of
reproduction. The objective of this study was tatamically characterize the development of
ramets originated by pseudoviviparylinvivipara, and evaluate the viability and germination
of seeds in the laboratory and seedling emergencderu natural conditions. For
morphological and anatomical analyses, the infllerses were prepared for scanning
electron and light microscopies. Viability was ssied using the tetrazolium test in fresh and
in seeds stored for 12 months. Germination teste warried out in germination chambers
using 12 h photoperiod and continuous darkness runaeous temperatures, as well the
application of gibberellic acid at concentratiorfs500 and 1000 pumol. Field experiments
were carried out to evaluate seedling emergenbereiinder natural conditions or under the
influence of fire. Microscopical analysis reveatbdt leaves were originated from the central
reproductive meristem, after the end of flowersdpiaion, just before anthesis of some
staminate flowers. The new leaves are formed bliaage in the fates of the meristematic
cells, reassuming the production of vegetativecstines, which constitute the ramets. Seed
viability is high, however germination was very lamder all conditions tested. The storage
did not significantly alter the viability of the e#s and gibberellin application did not promote
germination. The emergence in the field reacheditjeest values when the seeds were sown
in sterilized soil and the fire did not influenceeslling emergence. The results indicate that
clonal reproduction represents the largest reprtpdimvestment ot. vivipara and despite
the recruitment of seedlings being very small, rthiele is important to maintain genetic

variability of the population.

Keywords: pseudovivipary, clonal reproduction, seed gernmmat campos rupestres,

meristem.



INTRODUCAO

Muitas espécies de plantas perenes combinam regfodsexuada com reproducdo
clonal e a importancia relativa destes dois moaosegdroducéo pode variar entre e dentro de
espécies (Eckert, 2002). Em geral, a reproducaetatga permite que a prole se estabeleca
rapidamente, uma vez que o0s clones permanecentodigsiamente ligados a planta-mae
(Harper, 1985; Pitelka e Ashmun, 1985). Esta exjiattorna-se muito importante em
habitats de solo pobre e com baixa capacidadeteieumidade, como € o caso dos campos

rupestres (Figueira e Del Sarto, 2007).

A relacdo entre o investimento em reproducao clersdxuada pode ter interferéncia
de diversos fatores, incluindo a densidade intedfipa (Humphrey e Pyke, 1998),
disponibilidade de nutrientes (van Baalen et @90) e de luz (Lezberg et al., 2001) e
herbivoria (Fischer e van Kleunen, 2002). A germp@twaé influenciada principalmente por
luz e temperatura (Baskin e Baskin, 1988). A ligeéalmente necesséria para a germinacao
de sementes pequenas (Milberg et al., 2000; Thomgs@rime, 1983), cujas espécies
habitam ambientes abertos (Baskin e Baskin, 19&Witt] 1998). A temperatura influencia
na velocidade e na porcentagem de germinacao,jalmente por alterar as velocidades de
absorcdo de agua e das reacdes metabdlicas regpisns@lo desenvolvimento da plantula
(Bewley e Black, 1994).

Pseudoviviparidade é o termo utilizado para a wiygéo vegetativa através de
brotamentos a partir de estruturas reprodutivamdzist e Cox, 1996). Esta forma de
reproducdo € encontrada em plantas que vivem emieat@d terrestres com alta
sazonalidade, como regides de montanha, articdgssgrticas, que propiciam curtas estacdes
favoraveis para a germinacdo e o estabelecimenpoalia (Lee e Harmer, 1980; EImqgvist e
Cox, 1996) e tem sido relatada em diversas famitammo Agavaceae, Alliaceae,
Amaryllidaceae, Bromeliaceae, Cactaceae, CrasadaceCyperaceae, Eriocaulaceae,
Gesneriaceae, Juncaceae, Poaceae, Polygonacedidac®e® e Saxifragaceae (Arizaga e
Ezcurra, 2002; EImqgvist e Cox, 1996; Gordon-Graglet2009; Wang e Cronk, 2003).

Os primeiros relatos sobre reproducdo clonal atraw® brotamentos em
inflorescéncias de Eriocaulaceae foram feitos pmerKicke (1863) e Ruhland (1903) para os
géneroBlastocaulon Eriocaulon Leiothrix e PaepalanthusGiulietti (1984) relatou que 17
espécies do géneteiothrix utilizavam-se desta estratégia e passou a coadaleomo uma
caracteristica do grupo. Recentemente Coelho ef2805) caracterizaram a reproducao
vegetativa de_eiothrix spp. como pseudoviviparidade. A familia Eriocaeése Desv. tem
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ocorréncia pantropical e sua diversidade concesgtraas montanhas da América do Sul,
especialmente no sudeste do Brasil. Compreenda derd.100 espécies, distribuidas em 11
géneros. Seus individuos caracterizam-se pelo pert®ceo a subarbustivo, folhas dispostas
em roseta nos caules aéreos ou rizomas, de orsteegreescapos portando inflorescéncias do
tipo capitulo, que sdo bastante conspicuos naiga(@lulietti e Hensold, 1990; Giulietti et
al., 2000).

As Eriocaulaceae pseudoviviparas ainda sao poucoagks, entretantd,eiothrix
vivipara (Bong.) Ruhl. € uma espécie que tem sido alvordemaior numero de estudos.
Leiothrix vivipara apresenteacaule curto, com folhas lineares, de textura menémea a
coriacea e dispostas em roseta, raizes adventéshsanquicadas, escapos flexuosos
abundantes, capitulos monoicos e flores diclinasa EEspécie é endémica da Cadeia do
Espinhaco, em Minas Gerais, e ocorre em solos sosn® secos dos topos de morro, ou em
solos argilosos umidos em terrenos alagaveis. An@dcdo do ambiente, ndo raro, esti
associada a manchas extensas e dominantes desresetazadas, escapos e capitulos,

formando um emaranhado que dificulta a individ@ag@o dos espécimes (Giulietti, 1978).

Em algumas espécies deeiothrix, os clones formados por meio da
pseudoviviparidade podem tocar o solo e enraipanahdo-se independentes; em outras, 0s
clones podem permanecer suspensos pelo escapsos prplanta mae. Em ambos os casos, a
nova roseta pode emitir inflorescéncias. Hm vivipara as duas situagbes ocorrem
simultaneamente (Coelho et,&008) e aproximadamente 92% dos capitulos serdasem
em rametes (Coelho et @006). Entretanto, nada se sabe a respeito genorio meristema
responsavel por estes brotamentos e acerca dangeéfni das sementes desta espécie. O
objetivo deste estudo foi acompanhar, anatomicamemtdesenvolvimento dos rametes
originados pela pseudoviviparidade nos capitulosLdevivipara, bem como analisar a

germinacao das sements laboratorio e a emergéncia de plantulas sobigiesinaturais.



MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

A Serra do Cip0 localiza-se na porcgéo sul da Cadieigspinhacgo, conjunto de serras
que se estende ao longo dos estados de Minas @eBadia e possui aproximadamente
1.100 km de extensao na dire¢do Norte-Sul, e d@ 500 km de largura (Figura 1A). Suas
serras possuem altitudes que variam entre 8000® 2r0(Moreira, 1977). Nas areas com
altitude superior a 900 m, ocorre a predominanegaaampos rupestres (Figura 1B). A cadeia
do Espinhaco encontra-se na interface de dois tapes biomas brasileiros: o cerrado, na
regido central, e a mata atlantica no litoral, @ gontribui para uma grande diversidade
biolégica (Echternacht et al., 2011). O clima dgi&e da Serra do Cipd pode ser classificado
no sistema Koppen como (Cwb), caracterizado porvardo chuvoso de 5-6 meses e um

inverno seco de 6-7 meses (Marques et al., 2000).

A populagdo dé.. vivipara estudada se encontra em area de solo arenosamdpes
rupestres (Figura 1C), nos arredores do Parqueohacda Serra do Cipd no municipio de
Santana do Riacho, 120 km a nordeste de Belo Hudzoo estado de Minas Gerais
(19°17°'14’S e 43°35'16"W). O material testemunhoi fdepositado no Herbario do
Departamento de Botanica, Universidade FederalidasvGerais, Brasil (BHCB°ri54000).

Morfologia e anatomia

Foram realizadas excursdes mensais entre fevatei2009 e maio de 2010 para o
acompanhamento do desenvolvimento e coleta deut@pipara os estudos de anatomia e
morfologia. Os capitulos foram classificados enteiastagios de desenvolvimento: capitulo
fechado, capitulo aberto, capitulo com as primef@bas, capitulo com folhas bem
desenvolvidas e capitulo transformado em rosetacdpfiulos de todos os estagios foram
fixados em FAA 50 (formaldeido 37-40%, acido acetitacial e alcool etilico 50% 1:1:18

v/v) por 48 horas e, posteriormente, preservadoaleool etilico 70% (Johansen, 1940).

Para microscopia eletrénica de varredura (MEV)am®stras foram poés-fixadas em
tetroxido de 6smio 2% (2 horas), lavadas em agstilalda e desidratadas em série etilica
(Johansen 1940). Em seguida, o material foi levaal@parelho de ponto critico (Bal-fec
CPDO030; Balzers Unidh- CPD020), montado estubse coberto com 15-30 nm de ouro em
metalizador (Bal-Tet SCD 050; Edward Scanc8aBix) para a observagédo ao microscopio
eletronico de varredura (Leo EVd0; Fef’ Quanta 200F).

Para microscopia de luz foram preparadas laminaspsemanentes e permanentes.
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Cortes a mao livre foram clarificados com hipodtoiile sédio 1% e corados com azul de
astra e safranina (1:9 v/v) (Kraus e Arduin, 1983@in concentracdo modificada para 0,5 e
montados entre lamina e laminula utilizando gedaghicerinada de Kaiser (Kraus e Arduin,
1997). Para a confeccao de laminas permanentestrasiforam desidratadas em série etilica
e incluidas em historesina (2-hidroxietil metat¢ojaleica®, seccionadas em microtomo
rotativo (Jung Bioctft 2035) com espessura de 6 autf e corados com azul de toluidina
0,05% em NaHP©O0,1 M (pH6,8) (O’'Brien & McCully, 1981). O registrfotografico do
material preparado para microscopia de luz foiizadb utilizando camera digital Carfon
A630 acoplada ao fotomicroscépio OlymBuBH-2 ou camera digital CanBM650 acoplada
ao microscopio Zei§sPrimo Star.

Morfometria e viabilidade das sementes

A coleta de capitulos em fase de dispersdo derdemecorreu durante os meses de
outubro e novembro de 2009, 2010 e 2011. Em ladfwoabs capitulos foram triturados com
auxilio de liquidificador e peneirados para a sep@w das sementes (Oliveira e Garcia,
2005).

A massa fresca (LUg) e a massa seca (ug) foramashpidr meio da pesagem de
sementes recém coletadas e ap0s a secagem emae8tufL por 48 horas, sendo utilizada
uma amostragem de 400 sementes distribuidas emo gapeticdes de 100. Foram utilizadas
200 sementes para a obtencdo do comprimento (ndi@neetro (mm). As sementes foram
fotografadas com camera digital Cafioh650 em microscépio estereoscopio ZBiSgemi
2000-C e as medidas de comprimento e diametro foealizadas utilizando o software livre
Image¥ (NIH, USA).

Devido a reduzida massa das sementes, a permadbilidb envoltério seminal foi
avaliada por meio do aumento do diametro. Foramgfafadas e medidas (como no

procedimento anterior) 80 sementes antes e apldsra® de imersdo em agua destilada.

A viabilidade das sementes foi estimada por meitedte de tetrazolio para sementes
recém-coletadas, sementes armazenadas a seco poredds e as sementes que nao
germinaram apos encerrados os testes de germiragétndos os casos, as sementes foram
previamente embebidas em agua destilada, secconadgitudinalmente e colocadas em
placas de Petri com solucdo de 2,3,5-trifenil ¢torde tetrazolio (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 1% (Brasil, 2009). As placas farantidas no escuro durante 24 horas a 25

°C e as sementes observadas com auxilio de mipiosestereoscépio Zef$Stemi 2000-C,



sendo consideradas vidveis aquelas cujos embripessestaram coloragdo rosea ou

avermelhada.
Germinacao e emergéncia de plantulas

Testes de germinacdo foram realizados em céamaragedeinacdo com luz e
temperaturas controladas. Para todos os tratamfamtos utilizadas quatro repeticdes de 50
sementes, que foram mantidas em placas de Petwmdés com folha dupla de papel filtro
umedecida com solucdo de nistatina 1% (Lemos FRthal., 1997). Testes com sementes
recém coletadas e armazenadas por 12 meses foafimades sob fotoperiodo de 12 h (30
pumol m? s’ e escuro continuo nas temperaturas constantel5,d@0, 25 e 30 °C. As
sementes recém-coletadas também foram submetidisradncia de 30 °C (luz) / 15 °C
(escuro). A condicao de escuro foi obtida pelo énveento das placas em papel aluminio e
saco plastico opaco e 0 monitoramento dos tratarmetd escuro ocorreu sob luz verde. A
germinacao foi acompanhada diariamente por 40al@sritério utilizado para determinar a
ocorréncia da germinacao foi a emergéncia do exgetativo (Scatena et al., 1993; 1996).

Com o objetivo de avaliar a influéncia da gibermlima germinacdo de sementes
recém-coletadas e armazenadas. devipara foram realizados tratamentos com solucao de
GA; (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 500 e 1000Astementes foram embebidas na
solucdo de GApor 24 horas e apoés este periodo, foram trocaslptada e umedecidas com
solugéo de nistatina 1%, as placas foram mantidag&@nara de germinacao a 25 °C sob

fotoperiodo de 12h.

Experimentos para avaliar a emergéncia, sobrevi@émanortalidade das plantulas
foram realizado$n situna area de ocorréncia da espécie na Serra do Eapa.tanto, foram
utilizados recipientes de polietileno com 9 cm daraktro com orificios na parte inferior e
tampa coberta com tecido de 55 fios para permpiagssagem da agua e da luz (Figura 2A).
Os recipientes foram parcialmente enterrados enphédos com solo do local em quatro
tratamentos: 1- solo esterilizado em estufa a L1@dm 50 sementes depositadas sobre o
solo; 2- soloin naturacom 50 sementes depositadas sobre o solo; 3-estdolizado sem
depositar sementes; 4- salo natura sem depositar sementes. Para cada tratamento foram
utilizadas 10 repeticbes. Para os tratamentos e isonatura porcdes de solo foram
recortadas utilizando pa de jardinagem e colocadas recipientes sem que suas
caracteristicas de compactacéo e de horizontenfioseradas. O experimento foi implantado
em dezembro de 2010 (estacdo chuvosa) e acompanmamgkalmente até maio de 2011
(Figura 2B). As plantulas que emergiram foram m@dmsae mantidas no recipiente para
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verificar sua sobrevivéncia.

Para avaliar a influéncia do fogo sobre a emergéne plantulas oriundas das
sementes presentes no solo do local de ocorrénocismicie, foram demarcadas parcelas de
aproximadamente 60x60 cm em meio a populacda deviparae queimadas artificialmente
em setembro de 2011 (final da estacdo seca). Sploeal queimado, foram instaladas,
diretamente no solo, 15 tampas como as dos retggietto experimento anterior, sem a
introducédo de sementes ou alteracdo no solo (Fig@)aNo entorno desses, em local ndo
gueimado foram instaladas 15 tampas, adotadas comimle (Figura 2D). A germinacao e a

sobrevivéncia das plantulas foram monitoradas coonexperimento anterior.
Andlise estatistica

Para comparacao entre o diametro das sementeslizado o teste t de Student com
nivel de significancia de 5%. A viabilidade das satas recém-coletadas e armazenadas foi
comparada utilizando o teste de Mann-Whitney comd&2significancia. Para os dados de
viabilidade (das sementes que ndo germinaram)geaeinabilidade foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, seguido da comparacdo em pares peste de Conover com 5% de
significancia (Conover, 1999) utilizando o Softw8mghtStat (Stricker, 2008).



RESULTADOS
Morfologia e anatomia

O escapo de. viviparatem seu desenvolvimento inicial envolvido por uméctea, a
espata (Figura 3A). O escapo cresce atraves déaesmpxpde no seu apice o capitulo com
muitos tricomas no inicio do desenvolvimento (FiguBB). Os escapos apresentam
comprimento muito varidvel, podendo ter de dois @smde 40 cm. Cada um dos cinco

estagios do capitulo, pré-definidos, foi analissgparadamente:

Capitulo fechado —E o estagio mais jovem, no qual as bracteas iovaisl se
encontram fechadas protegendo o meristema, o quierecum aspecto alongado ao capitulo
(Figura 3C). A regido meristematica € cbncava,éslas sdo pequenas com paredes finas,
citoplasma denso e nucleo evidente. A regido aptasem grande numero de drusas. O

meristema apical produz primordios florais em serdfgria (Figuras 3C e 3D).

Capitulo aberto -A medida que a inflorescéncia se desenvolve, ®@b@use expande
e as flores, distribuidas em meio a grande quatdida tricomas conferem um aspecto denso
a superficie do capitulo (Figura 3E), de plan@eaitamente convexo. As flores Hevivipara
sao unissexuais, as pistiladas estdo dispostasneanUnica série periférica, enquanto as
estaminadas encontram-se em varias séries dispogtEmamente a estas. As flores
estaminadas mostram-se mais abundantes que dadpisti As flores pistiladas, que se
desenvolvem primeiro, sdo as primeiras a atingredodo de antese e seus estigmas sao
observados na superficie do capitulo. A partir adésse as flores estaminadas comecam a
expor as anteras na superficie do capitulo, maaiarian ainda se encontra imersa entre 0s
tricomas e seu periodo de antese é mais extensstaymlendo até os estagios seguintes de
capitulo. O meristema apical varia de plano atdaeente concavo (Figura 3F).

Capitulo com as primeiras folhas emerginrdbleste estagio € possivel observar,
macroscopicamente, uma coroa de folhas fotossiategs emergindo no centro do capitulo
(Figura 4A). A producao de folhas ocorre antes mmte o periodo de antese das flores
estaminadas (Figuras 4A e 4B). Os primoérdios fetiagsdo observados no centro do capitulo
em torno do meristema apical enquanto as folhas desenvolvidas emergem na superficie
do capitulo em meio aos tricomas (Figura 4B. Nésta, notam-se pericarpos jovens com

sementes em desenvolvimento (Figura 4B).

Capitulo com folhas bem desenvolvidas As folhas vao sendo produzidas

continuamente, enquanto o eixo da inflorescén@&@acer verticalmente caracterizando o caule
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da roseta no qual o capitulo estd se transformdhidura 4C Os tracos que fazem a
vascularizacdo das novas folhas sdo bem evideAgedlores, bracteas e tricomas séo
empurrados para a periferia do capitulo pelo amemtio do caule e pela adicdo de novas
folhas, que passam a ser maioria no capitulo. Nestégjio, observam-se sementes maduras
em fase de dispersao e vestigios de frutos (FigGradD) A partir deste estagio, também é
comum observar nas axilas de algumas folhas, aafgicnde um escapo floral protegido pela
espata (Figura 4C, 4E).

Capitulo transformado em rosetaNeste estagio, o capitulo se encontra tomadxs pel
folnas e ndo é possivel encontrar as flores ougiestda inflorescéncia. Assim, € mais
apropriado chamar esta estrutura de ramete, pgartdr deste momento a estrutura €

completamente vegetativa (Figura 4E).

Por serem finos e flexiveis os escapod.deiviparando conseguem se sustentar na
vertical quando apresentam comprimento maior queni® crescem paralelamente ao solo,
apoiando-se na vegetacdo ou no proprio terrenotoBar o solo, os capitulos que ja se
encontram com folhas desenvolvidas no centro egiis a se enraizar. Isto ocorre com mais
freqiéncia em capitulos que possuem escapos maipridos. Os rametes enraizados
permanecem ligados a planta mée até que alguntesfwcanico ou a degradacao natural do
escapo os separe. Quando o escapo € curto, aasrgsgetativas permanecem suspensas por
mais tempo. Foi verificado que na floracdo do aegusite a producdo dos capitulos
vegetativos, os dois ultimos estagios de capitstGoeaptos a emitir novas inflorescéncias,
independente de estarem enraizados ou suspensogédtgeracoes de rosetas puderam ser

observadas suspensas, sequencialmente, pelos®scapo
Morfometria e viabilidade das sementes

As sementes de. viviparaapresentam formato elipsoide com envoltério deregio
amarelo-ocre (Munsell 5 Y 8/12) e aspecto rugosguf@ 5A e 5B), medindo 0,52 + 0,04
mm de comprimento e 0,33 =+ 0,03 mm de didametro.a&ga fresca da semente é 20,1 + 1,0
Hg e a massa seca 17,4 £ 0,7 ug, o que representantedado de agua de 13,4 + 6,04%.
Apoés 72 horas imersas em agua destilada, as sesragresentaram um aumento significativo

de 6,4% em seu diametro,

Cerca de 70% das sementes apresentaram colorasge o0 avermelhada e foram
consideradas viaveis (Figura 5C — E). O armazenemyor 12 meses a seco nao reduziu

significativamente a viabilidade das sementes (@@4). Os testes de viabilidade realizados
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ao final do teste de germinacdo mdiferiu da vidbdie do lote de origem apenas no
tratamento que foi submetido a temperatura de 30 °C

Germinacédo e emergéncia de plantulas

Em camara de germinacdo, as semented..deivipara germinaram somente na
presenca de luz, porém, o percentual de germinagidodas as temperaturas testadas
(incluindo a alternancia 30/15 °C), foi muito baisem diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 6B). O armazenamento a sechzooreses ndo alterou a germinacéo das
sementes (Figura 6C). Os tratamentos com giberalisB@0 e 1000 uM nao diferiram do

controle (Figura 6D).

No experimentoin situ, o maior nimero médio de plantulas foi observado no
tratamento com sementes semeadas em solo esiénilébtulas), seqguido pelos de sementes
semeadas em solo natural (2,8 plantulas) e soloatagem sementes (1,5 plantulas). Nao
houve emergéncia no tratamento de solo estérilsegnentes. A emergéncia das plantulas no
tratamento de sementes semeadas em solo estéxkpaamentan situfoi significativamente
maior que os demais e atingiu 12,8%, maior tambéenog valores obtidos nos experimentos
de germinacdo. Estas porcentagens foram atingigas 60 dias, no inicio do més de
fevereiro. No més de marco, todas as plantulascengavam mortas (Figura 6E). Durante o
experimento ocorreu um periodo de seca de aproximedte 30 dias com inicio na segunda

quinzena de janeiro.

A acao do fogo néo influenciou a germinacédo do daratural de sementes. Ao final
do terceiro més de experimento as areas atingidis fpgo apresentaram em média 4,8
plantulas, enquanto as areas controle apresentafaplantulas (Figura 6F). Foi observado

gue as rosetas adultas que foram queimadas n@owgEeraram apos as chuvas.
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DISCUSSAO

Monteiro-Scanavaca e Mazzoni (1976) sugeriram gueedstema responsavel pela
pseudoviviparidade poderia estar relacionado alalmeristematicas residuais ou a uma
rediferenciacdo de outros tecidos. No entanto,esgmnte estudo mostra que em todos os
estagios, desde o capitulo fechado até a formagdoachete, observou-se uma regiao
meristemética na porcdo apical do capitulo. Nosngiros estdgios este meristema €
responsavel pelo desenvolvimento do capitulo, miodo bracteas, flores e tricomas. Em
determinado momento o meristema cessa a produgdaglestruturas reprodutivas e inicia a
producdo de folhas fotossintetizantes equivalesiteda roseta-mée, que formardo o ramete,
evidenciando um redirecionamento na diferenciac@&s délulas meristematicas da
inflorescéncia. Em Agavaceae e Cyperaceae, os eéars@b formados a partir de meristemas
nas axilas das bracteas presentes nos eixos deesténcia (Arizaga e Ezcurra, 1995, 2002;
Gordon-Gray et al., 2009), enquanto em Poaceaepngura a transformacdo de toda
espigueta, ou parte dela, em um ramete (Vega esAgr&006). EmTitanotrichum
(Gesneriaceae) cada meristema floral da infloresaégue deveria produzir uma unica flor,
pode dar origem a inUmeros rametes (Wang e Crdtk3)2Assim, este é o primeiro registro
de uma espécie pseudovivipara cujo meristema de imfierescéncia se transforma

inteiramente em um Unico ramete.

Foi observado que os brotamentos vegetativos emerge superficie do capitulo
antes da antese das flores estaminadas mais miterrgue sugere que o espaco temporal
entre o término da producao de flores e o iniciprdaucao de folhas seja muito curto ou até
inexistente. O retorno a producéo de folhas apopenodo de desenvolvimento de flores é
chamado de reverséo da inflorescéncia e esta fentenassociado as condi¢cdes ambientais,

como temperatura e fotoperiodo (Tooke et al., 2005)

Os rametes podem ser formados no capitulb. devipara antes mesmo da completa
formacdo das flores, sugerindo que algum estimlierea precocemente o curso do
desenvolvimento meristematico. Gordon-Gray et2009) sugeriram que o estresse hidrico
estimule os brotamentos em Cyperacae, enquanto Wa&ngnk (2003) afirmaram que baixas
temperaturas e dias mais curtos favorecem o sungimaos rametes emrfitanotrichum
(Gesneriaceae). Erheiothrix spiralis os brotamentos sao fortemente influenciados pelo
contato do capitulo com o solo, que ocorre durangstacao chuvosa (Coelho et al., 2006),
sendo rara a ocorréncia quando estes estdo susp@waho et al.,, 2005). Até o presente

momento, ndo foi registrado nenhum fator que proeog alteracdo na diferenciacdo das
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células meristematicas tlevivipara. Aparentemente, os brotamentos ndo apresentandoelag
com a disponibilidade hidrica ou o fotoperiodo gagam entre as estacfes seca e chuvosa
no local de ocorréncia da espécie, uma vez quegnsento dos brotamentos vegetativos

ocorre praticamente durante todo o ano (Coelhb,&2G06).

As sementes dé. vivipara podem ser consideradas como muito pequesassy
Hughes et al.,, 1994) com menos de 1 mm de comptimermassa seca menor 0,1 mg,
caracteristica observada em espécies do géagngonanthue Comanthera(Oliveira e
Garcia 2005, 2011). O teor de agua das sementeyrdgimadamente 13%, sugere que as
mesmas sejam ortodoxas, o que é reforcado pelatemg@io da viabilidade apds 12 meses de
armazenamento a seco. O baixo teor de agua damtesnmwtodoxas permite que estas

permanecam viaveis por mais tempo (Bewley e Bl&841Sautu et al., 2006).

A necessidade de luz para a germinacdo geralnesite associada a sementes
pequenas, jA que a reduzida reserva energétictardianio crescimento das plantas até a
superficie do solo caso estivessem enterradas égefvBlack 1994; Hewitt, 1998; Milberg
et al., 2000). Segundo Schwienbacher et al. (20d(prmato arredondado e o tamanho
reduzido favorecem a longevidade das sementesloofsmanutencéo da viabilidade por 12
meses, a necessidade de luz para a germinacdoamamito reduzido sugerem que as
sementes de. viviparatém a capacidade de formar bancos de sementeégodpetrsistente
(sensuThompson, 1993). Este padrdo foi observado pori&a Oliveira (2007) para
diversas espécies de Eriocaulaceae, Velloziaceagriglaceae ocorrentes nos campos

rupestres da Cadeia do Espinhaco.

Apesar da alta viabilidade, a germinacao das sewmeeL. vivipara foi muito baixa
em todas as temperaturas testadas, o0 que indicaesfas sementes possuem algum
mecanismo de dorméncia. O aumento no diametro elagrges mostrou que o envoltorio
seminal € permeavel a agua, eliminando a possaléidle dorméncia do tipo fisica (Baskin e
Baskin, 2003). Os embrides de Eriocaulaceae saaopaliferenciados na maturidade
apresentando a forma de um sino (Coan e Scate@4;, 20an et al., 2007). Entretanto, este
padrdo pouco diferenciado ndo pode ser tratado ¢oratridade do embrido, uma vez que
outras espécies da familia apresentam altas pagmmg de germinacdo (Kraus et #D96;
Oliveira e Garcia, 2005, 2011; Scatena et al., 1SaBmidt et al., 2008), o que descarta a
dorméncia do tipo morfologica (Baskin e Baskin, 20@s dados obtidos sugerem entdo que
as sementes de vivipara possuem dorméncia do tipo fisiologicgeisuBaskin e Baskin,

2003). A dorméncia fisiolégica em algumas plantsta eelacionada com o balanco entre os
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niveis do inibidor de crescimento (acido abscis&o) promotor de crescimento (giberelina)
(Finch-Savage e Leubner-Metzger, 2006) e a gerd@maode ser promovida por aplicacéo
exdgena de giberelina (Dissanayake et al., 201@nagachi e Kamiya, 2002). Como as
sementes dé.. vivipara ndo germinaram apds 0 armazenamento a seco ec@diae

giberelina (500 e 1000 puM), indica dorméncia fidgita de nivel intermediario ou profundo
(sensuBaskin e Baskin, 2003), e além do balanco hormanatos fatores estdo envolvidos

na superacao da dorméncia.

No experimentaon situ, a esterilizacdo do solo favoreceu a emergéndgdatulas,
provavelmente por eliminar microrganismos respogisapela degradacdo das sementes no
solo (Crist e Friese, 1993; Leishman et al., 20@6les et al., 2003). A morte de todas as
plantulas pode ser atribuida ao extenso periockeda durante a realizacdo do experimento,
demonstrando sua fragilidade e a dificuldade emestabelecer em um ambiente com
sazonalidade marcante. Varias acoes relacionadestiaaulo da germinacdo e emergéncia de
plantulas tém sido atribuidas ao fogo, tais comeumento de nutrientes no solo (Harper,
1977; Kinloch e Friedel, 2005), o aumento da incwi@ de luz (Hulbert, 1988), a influéncia
da fumaca na germinacéo (Keeley e Fotheringhary;1®Bebrehiwot et al., 2009, 2011) e a
acdo conjunta do calor e da fumaca (Read et &0;2ills e Read. 2002). No entanto a
emergéncia de plantulas de vivipara ndo foi favorecida pelo fogo, excluindo este fator

como estimulador da germinacdo desta espécie eanggiente natural.

As sementes e rametes produzidos por plantas sldeaempenham papeis diferentes
em seus ciclos de vida. Em ambientes com conditid@tantes, a reproducédo clonal
representa uma maneira segura de perpetuar umierdd sucesso naguele ambiente,
enquanto a reproducao sexuada apresentaria mans Bsestaria envolvida na conquista de
novos ambientes e na variabilidade genética (S#antl985; Eriksson, 1989, 1992). Os
resultados indicam que a reproducéo clonal rept@gemaior investimento reprodutivo de
vivipara e que, apesar do recrutamento de plantulas sév prgueno, seu papel é importante
na manutencao da variabilidade genética da popul&@Esta forma, a baixa germinabilidade
e 0 decorrente estabelecimento de um pequeno nisheeptantas poderiam ser suficientes

para manter a variabilidade das popula¢cdds deviparaao longo do tempo.
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CONCLUSOES

A pseudoviviparidade enh. vivipara ocorre devido a um processo de reversao
completo da inflorescéncia, no qual o capitulogfama-se, gradativamente, em uma roseta
vegetativa. O desenvolvimento do capitulo e a fistepior reversdo acontecem de maneira
continua ao longo do ano, o que dificulta a iderafdo de um estimulo desencadeador desta
transformacao. As sementesldevivipara apresentam alta viabilidade que pode ser mantida
por pelo menos doze meses, porém, baixa germidatidi provavelmente devido a uma
dorméncia fisioldgica de nivel profundo ou intermdeid. A emergéncia das plantulas em
condi¢cdes naturais também foi baixa e o fogo ndluenciou este comportamento. O
estabelecimento destas plantulas mostrou-se extienta vulneravel a periodos de seca.
Leiothrix vivipara € predominantemente clonal e a reproducédo por rdemepode ser
importante para a manutencao da variabilidade genéas populacdes e para a recuperacao

destas ap0s as frequentes queimadas que ocorréireaasle ocorréncia da espécie.
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Figura 1. Serra do Cip6, Minas Gerais. A. Localizacdo da Serra do Cipd na Cadeia do Espinhago
(retangulo) (Mapa modificado de Vitta, 1995). B. Campo rupestre onde ocorre Leiothix vivipara.
C. Leiothrix vivipara em solo arenoso da Serra do Cip6, barra=2 cm.
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Figura 2. Experimentos de germinagdo in situ. A. Recipiente e tampa desenvolvidos para o
experimento. B. Experimento instalado na Serra do Cipd. C. Tampa instalada na area queimada.
D. Tampas instaladas em locais ndo queimados.
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Figura 3. Capitulos de Leiothrix vivipara. A, B e E em MEV; C, D e F secdo longitudinal. A.
Espata envolvendo o escapo floral em inicio de desenvolvimento. B. Capitulo jovem repleto de
tricomas. C - D. Capitulo fechado, secao longitudinal mostrando a regido meristematica e
primordios florais em seu entorno. E. Capitulo aberto mostrando as flores estaminadas no interior
e flores pistiladas na periferia, em detalhe flor estaminada (acima) e pistilada (abaixo). F. Capitulo
aberto, secao longitudinal. (br =bractea, dr = drusas, et = espata, fo = folha, mr = meristema, pf =
primordio floral, tr = tricomas, cabeca de seta= flor pistilada, seta = flor estaminada). Barras:
A,B,E,F=500 pm; C=150 pm; D =50 pm.
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Figura 4. Capitulos de Leiothrix vivipara. A - B. Capitulo com primeiras folhas emergindo no centro.
A. Visdo geral do capitulo. B. Secao longitudinal. C- D. Capitulo com muitas folhas. C. Secdo
longitudinal do capitulo emitindo um escapo. D. Capitulo dispersando sementes (detalhe). E.
Capitulo totalmente transformado em roseta emitindo novos escapos. (br = bactea involucral, ca =
caule, ec = escapo, et = espata, fo = folha, mr = meristema, pr = primoérdio foliar, se = semente, tr =
tricomas, vf'=vestigio de fruto, cabeca de seta= flor pistilada, seta =flor estaminada). Barras: A, B,

C.D,E =500 um.
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Figura 5. Semente de Leiothrix vivipara. A. Sementes vistas a0 microscopio estereoscopico. B.
Semente vistaem MEV. C - E. Sementes cortadas longitudinalmente ap6s o teste de tetrazolio. C.
Controle/negativo. D. Positivo, coloracdo résea. E. Positivo, coloracdo avermelhada. (ed =
endosperma, em=embrido, es= envoltdrio seminal). Barras: A=500 um; B, C,D, E=100 pm.
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Figura 6. Viabilidade das sementes e germinagdo de Leiothrix vivipara (Média e erro padrao). A.
Viabilidade de sementes recém-coletadas (RC) e armazenadas (AR). B. Porcentagem final de
germinacdo de sementes recém-coletadas sob temperaturas constantes de 15, 20, 25 ¢ 30 °C e
alternancia de 30/15 °C, sementes coletadas em 2010. C. Porcentagem final de germinagédo de
sementes recém-coletadas e armazenadas, sementes coletadas em 2009. D. Porcentagem final de
germinagdo de sementes tratadas com giberelina (500 e 1000 uM), sementes coletadas em 2011.
E. Emergéncia e sobrevivéncia das plantulas in situ: sementes em solo estéril (M), sementes em
solo in natura (), solo estéril sem sementes ( ® ), solo in natura sem sementes (4 ). F. Influéncia
do fogo sobre a emergéncia de plantulas em areas atingidas pelo fogo (O), controle ( ®). Valores
seguidos por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Conover,
p<0,05.
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