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Introducao Geral

Longevidade in situ e defesa quimica em sementes de Syngonanthus

(Eriocaulaceae) dos campos rupestres de Minas Gerais, Brasil



A Cadeia do Espinhago (Fig. 1), recentemente transformada em Reserva da Biosfera pela Unesco
(Unesco, 2006), compreende uma area aproximada de 6000 km? entre os estados de Minas Gerais ¢ Bahia
(Menezes & Giulietti, 2000) com altitudes que variam entre 900 e 2000 m (Giulietti et al., 1987). A
regido apresenta alta diversidade, principalmente por conter um numero excepcional de espécies
endémicas, mas muitas dessas espécies estdo ameacadas, em razao da pequena area que ocupam ¢ da forte
acdo antropica que seus habitats vém sofrendo, principalmente devido a atividades mineradoras e coleta
predatdria de espécies com algum uso econdmico ou ornamental (Menezes & Giulietti, 2000). Associada
a Cadeia do Espinhaco estd a vegetacdo dos campos rupestres (Fig. 2 A), composta principalmente de
elementos endémicos, tanto ao nivel de géneros quanto de espécies (Menezes & Giulietti 2000), e
compreende entre diversas familias as Eriocaulaceae, que podem ser facilmente reconhecidas por
apresentarem flores diclinas reunidas em inflorescéncias do tipo capitulo, caracteristica que a diferencia
de todas as demais familias de monocotiledoneas (Parra, 2000).

O género Syngonanthus compreende aproximadamente 200 espécies (Mabberley, 1987) com
distribuicao pantropical, concentrada na regido neotropical (Giulietti & Hensold, 1991). As espécies sao
caracterizadas pelo habito geralmente em roseta, de onde partem escapos portando inflorescéncias do tipo
capitulo (Fig. 2 B) e s@o conhecidas popularmente como sempre-vivas (Giulietti et al., 1988; Giulietti et
al., 1996; Menezes & Giulietti, 2000). A coleta dessas plantas ¢ associada a subsisténcia de muitas
familias habitantes das Serras da Cadeia do Espinhaco. Os escapos e os capitulos (inflorescéncias), depois
de colhidos e secos (Fig. 3 A-D), sdo utilizados em artigos de decoracdo (Fig. 3 E e F) e distribuidos por
todo Brasil, além de serem exportados para outros paises do mundo (Giulietti et al., 1988). Porém, as
inflorescéncias sao removidas antes da producdo de sementes o que compromete o recrutamento e
diminui o tamanho das populagdes (Giulietti et al. 1988, 1996, Menezes & Giulietti 2000). Por isso,
muitas espécies apresentam-se vulneraveis (Giulietti et al., 1988) e sdo incluidas na lista vermelha de
espécies ameagadas da [UCN (Menezes & Giulietti, 2000).

As plantas crescem em solos rochosos, arenosos e/ou brejosos (Fig. 2 A-J), acidos, pobres em
nutrientes, expostos a alta intensidade luminosa e flutuagdes diarias de temperatura (Giulietti et al., 1987;
Giulietti & Pirani, 1988). Essas particularidades tém despertado grande interesse na pesquisa devido a
suas interagdes bidticas e abiodticas (Giulietti et al., 1987), mas existem poucos dados quantitativos sobre
tamanho de sementes, ecologia da germinacdo, dorméncia e longevidade se sementes de espécies desta
flora. Estes conhecimentos sdo considerados essenciais para a compreensdo dos processos de
estabelecimento, sucessdo e regeneracao natural da vegetacao (Vazquez-Yanes & Orozco-Segovia 1993)
e para a viabiliza¢do de planos de manejo ou de conservagdo do ecossistema.

Tendo em vista a importancia soécio-econdmica apresentada pelo género Syngonanthus, devido ao
seu grande potencial ornamental e sua vulnerabilidade frente a coleta predatoria, este estudo torna-se de
grande relevancia, pois possibilitara obter maiores informacgdes sobre a biologia das espécies e entender o

comportamento das sementes no solo frente as interagcdes quimicas, biolodgicas e ecoldgicas.
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Figura 2. Campo rupestre da Serra de Grdo Mogol (A) (Foto: Fernando Marino), Syngonanthus
bisulcatus (B), S. verticilatus (C) e capitulo jovem de S. verticilatus (D) (Foto: Ubirajara de Oliveira), S.
anthemidiflorus (E) (Foto: Marina Mellilo), S. vernonioides (F) (Foto: Fernando Marino), S. cipoensis
(G), capitulo jovem de S. cipoensis (H) e capitulo em fase de dispersao de S. cipoensis (I) (Foto: Ubirajara
de Oliveira), Habitat de S. caulescens (J) (Foto: Carlos Pontes).
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Figura 3. Coleta de S. elegans em Galheiros, distrito de Diamantina (A e B), Transporte ¢ galpao de

armazenamento de S. elegans (C e D), Produto comercial feito com sempre-vivas (E e F).

(Foto: (A-E) Terra Brasilis, (F) Leticia Soares)
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Capitulo 1

Ecofisiologia da germinacao de sementes de espécies de
Syngonanthus (Eriocaulaceae) dos campos rupestres da Cadeia do

Espinha¢o, Minas Gerais, Brasil

Patricia Gongalves de Oliveira & Queila Souza Garcia

Elaborado segundo as normas da Seed Science Research

13



Resumo (Ecofisiologia da germina¢do de sementes de espécies de Syngonanthus (Eriocaulaceae) dos
campos rupestres da Cadeia do Espinhaco, Minas Gerais, Brasil).

O objetivo deste estudo foi avaliar a biometria e as caracteristicas germinativas das sementes de sete
espécies de Syngonanthus, distribuidas em quatro se¢des, que ocorrem em diferentes habitats nos campos
rupestres de Minas Gerais e responder as questdes: Existe semelhanga na biometria das sementes dentro
das secOes? As respostas germinativas caracterizam um padrdo de germinacdo para o género? As
caracteristicas germinativas podem explicar a distribuicdo geografica das espécies? A resposta
germinativa das espécies pode ser associada as condi¢des de saturagdo de agua do solo as quais as plantas
estdo expostas? As sementes foram medidas, pesadas e os experimentos de germinag¢do foram realizados
em camaras de germinacao sob fotoperiodo de 12 horas e escuro continuo nas temperaturas constantes de
10 a 40 °C (intervalos de 5 °C). Os resultados obtidos mostraram que a biometria das sementes nao
contribui para os estudos de relagdes filogenéticas em Syngonanthus. Apesar da variabilidade no tamanho
das sementes, todas sdo muito pequenas ¢ fotodormentes o que indica a existéncia de um padrdo para o
género em relacdo ao pequeno tamanho e ao requerimento de luz para germinacdo. A resposta
germinativa ndo explica a distribuicdo geografica das espécies, mas os limites de temperatura para
germinagdo mostraram uma relacdo com as condi¢des edaficas, indicando que as populagdes estudadas
desenvolveram a capacidade de ocupar ambientes especificos de condigdes de status hidrico do solo.

Palavras-chave: distribuicdo geografica, fotoblastismo, luz e tamanho de semente

Abstract (Ecophysiology of seed germination in Syngonanthus species (Eriocaulaceae) from the
rupestrian fields of the Espinhaco Chain, Minas Gerais, Brazil).

The aim of this study was to evaluate the biometry and the germinative characteristics of seeds of seven
Syngonanthus species, distributed in four distinct sections within the genus, occurring in different habitats
in the rupestrian fields of Minas Gerais intending to answer these questions: Is there similarity in seeds’
biometry between distinct Syngonanthus sections? Is there a pattern in the germinative answers between
the different sections of the genus? Do Syngonanthus species’ germinative characteristics have an
influence on their geographical distribution? Can species germinative answers be associated with the
water saturation conditions that these species are naturally exposed in the soil? The experiments were
made with recently harvested seeds under a 12 - hour photoperiod and continuous darkness in
germination chambers, at constant temperatures of 10 to 40 °C (intervals of 5 °C). Although the variability
existing in the seed size the results showed that, all seeds are very small and photodorments, indicating
the existence of a pattern related to the small size and light requirements for germination. The temperature
requirement does not explain the geographical distribution of the Syngonanthus species, but the
temperature limits for germination showed a relation between habitat and germinative answers. These
results indicate that the studied populations are adapted to climatic and edaphic conditions similar to those
found in the rupestrian fields.

Keywords: geographical distribution, photoblastism, light, temperature and seed size
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Introducio

As Eriocaulaceaes sdao plantas perenes ou raramente anuais, terrestres, paludosas ou aquaticas que
variam entre 0,5 cm a 2,0 m de altura (Andrade, 2007). Apresentam distribui¢ao pantropical, concentrada
na regido neotropical (Giulietti and Hensold, 1991), sendo a Cadeia do Espinhaco, no estado de Minas
Gerais, Brasil, considerado o principal centro de diversidade, onde mais de 90% de suas espécies sdo
endémicas (Giulietti et al., 2005). A familia é caracterizada pelo habito em roseta, de onde partem
escapos portando inflorescéncias do tipo capitulo. Sdo conhecidas popularmente como sempre-vivas por
apresentarem inflorescéncias e escapos que conservam a aparéncia de estruturas vivas, mesmo depois de
destacadas e secas e por isso, s30 muito usadas como ornamentais, caracteristica que confere a estas
plantas um alto valor comercial (Teixeira, 1987; Giulietti et al,. 1988; 1996). O endemismo, aliado a
coleta predatoria dessas plantas para a subsisténcia da populacdo habitante dos locais de ocorréncia das
espécies de Eriocaulaceae, as tornam vulneraveis a extingao (Giulietti et al., 1988).

O género Syngonanthus Ruhland ¢ bem representado, com aproximadamente 200 espécies
(Mabberley, 1987). Foi dividido Ruhland (1903) em cinco se¢des com base nas caracteristicas florais,
Syngonanthus Ruhland, Carphocephalus (Koern.) Ruhland, Chalarocaulon Ruhland, Eulepis (Bong. ex
Koern.) Ruhland e Thysanocephalus (Koern.) Ruhland. As espécies ocupam areas rochosas, planaltos
arenosos ¢ brejosos dos campos rupestres da Cadeia do Espinhago (Menezes and Giulietti, 2000), em
solos acidos, pobres em nutrientes € expostos a alta luminosidade (Giulietti et al., 1987; Giulietti and
Pirani, 1988).

A ocorréncia de plantas em varios habitats esta relacionada a adaptacdo fisioldgica, anatomica e
morfologica que cada uma apresenta, permitindo sua sobrevivéncia em condi¢cdes adversas do meio
(Angosto and Matilla, 1993; Menezes and Giulietti, 2000) e a chance que uma semente tem de se
desenvolver em plantula depende das condigdes ambientais toleradas pela semente durante a germinacao
(Sheldon, 1974). A germinacdo da semente ¢ uma das fases mais criticas do ciclo de vida de uma planta
(Kiegel, 1995; Villalobos and Peldez, 2001) e os fatores ambientais mais importantes no controle desse
processo sdo a luz e a temperatura (Baskin and Baskin, 1988; Bewley and Black, 1994; Benech-Arnold
and Sanchez, 1995). A germinacao responde a padrdes que dependem do habitat, estratégias de vida,
relagdes filogenéticas e distribuicdo geografica das espécies (Schultz and Rave, 1999; Ellison, 2001).
Entre espécies do mesmo género sdo esperados estratégias e ciclos de vidas similares e diferencas
observadas no comportamento germinativo podem refletir adaptagdes ao habitat ocupado (Specht and
Keller, 1997; Assche et al., 2002).

O objetivo deste estudo foi avaliar a biometria e as caracteristicas germinativas das sementes de sete
espécies de Syngonanthus, distribuidas em quatro se¢des, que ocorrem em diferentes habitats nos campos
rupestres. Tendo em vista a proximidade filogenética, as questdes levantadas neste estudo foram: (1)
Existe semelhanca na biometria das sementes dentro das se¢des? (2) Existe semelhanga nas respostas

germinativas que caracterizam um padrdo de germinagdo para o género? (3) As caracteristicas
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germinativas podem explicar a distribui¢do geografica das espécies? (4) A resposta germinativa pode ser

associada as condi¢des de saturagdo de dgua do solo as quais as plantas estao naturalmente expostas?

Material e métodos
Area de estudo

A Cadeia do Espinhaco compreende uma area aproximada de 6000 km? entre os estados de Minas
Gerais e Bahia (Menezes and Giulietti, 2000) com altitudes que variam entre 900 e 2000 m (Giulietti et
al., 1987). O clima na Cadeia do Espinhago ¢ considerado mesotérmico, denominando-se tropical de
altitude (Cwb na classificagdo de Koppen). No inverno ocorre a estagdo seca com duragdo de cerca de 6-7
meses € no verdo, a estacdo chuvosa que dura entre 5-6 meses; precipitacio média anual de
aproximadamente 1600 mm (Marques et al., 2000) e temperatura média anual entre 17,4 ¢ 19,8 °C

(Giulietti and Pirani, 1988).

Espécies estudadas

Capitulos de sete espécies de Syngonanthus, S. aciphyllus (Bong.) Ruhland, S. anthemidiflorus
(Bong.) Ruhland, S. bisulcatus (Korn.) Ruhland, S. caulescens (Poir.) Ruhland, S. gracilis (Bong.)
Ruhland, S. verticilatus (Bong.) Ruhland e S. vernonioides foram coletados nos campos rupestres da
Cadeia do Espinhago do estado de Minas Gerais, Brasil. As informagdes sobre a distribui¢ao geografica e
dados de coleta sao listados na Tabela 1.

As coletas dos capitulos foram realizadas nos meses de julho/agosto (com excecao de S.
vernonioides, coletadas em novembro), época em que os mesmos estdo maduros, estadio no qual as
sementes apresentam-se livres entre si. Em laboratorio, os capitulos foram triturados em liquidificador,

peneirados e as sementes separadas para a realizagdo dos experimentos (Oliveira and Garcia, 2005).

Biometria

Para a obtencdo dos dados de comprimento (mm), largura (mm) e massa seca (mg) foi utilizada
uma amostragem de 400 sementes distribuidas em 4 repetigdes de 100. Por serem mais leves, a
amostragem da medida de massa seca de S. gracilis foi 4 de 150 sementes. As sementes foram
digitalizadas e as medidas de comprimento e largura das sementes foram registradas pelo Software
Quantikov Image Analyzer (1999). A massa seca foi obtida pela pesagem em balanga analitica apods a

secagem em estufa a 105 °C até a estabilizagdao do peso.

Tabela 1. Lista das espécies, distribuicao geografica e dados de coleta das populagdes estudadas.

Espécie/secao Distribui¢@o geografica  Coordenadas geograficas  Altitude Habitat
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(m)

Sect. Syngonanthus

S. anthemidiflorus Diamantina a Serra do 19°23'08"S / 43°35'34"0O 811 Sazonalmente xérico
Cipo
S. verticilatus Serra de Grao-Mogol a 19°15'35"S/ 43°33'05"0O 1330 Sazonalmente mésico
Serra do Cipd
S. gracilis América do Sul 20°25'48"S / 43°29'60"O 1580 Sazonalmente xérico

Sect. Carphocephalus

S. caulescens América do Sul 19°22'56"S / 43°35'43"0 819 Alagado
Sect. Eulepis
S. aciphyllus Itacambira e Chapada do  18°0523"S /43°20'41"0O 848 Sazonalmente xérico
Couto a Serra do Cip6
S. bisulcatus Serra de Grao-Mogol a 19°20'27"S/43°35'07"O 1022 Sazonalmente mésico
Serra do Cipd
Sect. Thysanocephalus
S. vernonioides Algumas Serras do 18°33'47"S/ 43°38'35"0 1300 Sazonalmente xérico
Espinhago
Germinacao

Os testes de germinagdo foram realizados em camaras de germinacao sob fotoperiodo de 12 horas
(30 pmol m™?s™") e sob escuro continuo nas temperaturas constantes de 10 a 40 °C, com intervalos de 5
°C. Apenas para S. vernonioides o experimento ndo foi montado na temperatura de 10 °C, devido a baixa
germinabilidade apresentada a 15 °C. As sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri,
forradas com folha dupla de papel de filtro e umedecidas com solu¢do de nistatina (100.000 UI/mL)
(Lemos Filho et al., 1997), mantendo-se a umidade durante todo o periodo do experimento. O tratamento
de escuro foi obtido envolvendo-se as placas em papel aluminio e em sacos preto de polietileno, sendo os
experimentos montados € o acompanhamento feito em camara escura, sob luz verde de seguranga. Para
todos os tratamentos foi utilizada uma amostragem de 200 sementes distribuidas em 4 repeti¢cdes de 50. A
germinacgao foi verificada diariamente com auxilio de um microscopio esteroscopio, sendo a emergéncia
do eixo embrionario o critério adotado para avaliar a ocorréncia da germinagdo (Scatena et al., 1993;

Scatena et al., 1996). O experimento foi observado até a estabilizagdo da resposta germinativa.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a testes estatisticos ndo paramétricos por ndo apresentarem
normalidade pelo do teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo teste de Brown-Forsythe, realizados no
software JMP (SAS Institute Inc.2002). A velocidade de germinacdo foi calculada segundo Labouriau
(1983). A temperatura 6tima foi definida como a temperatura em que ha maior germinabilidade associada

a maior velocidade de germinacdo (Labouriau, 1983). Para os dados de germinabilidade e velocidade
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média foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido da compara¢do em pares pelo teste de Conover

com 5% de significancia (Conover, 1999) utilizando o Software BrightStat (Stricker, 2008).

Resultados
Biometria

As espécies de Syngonanthus produzem sementes muito pequenas, elipticas e de coloragdo
castanho avermelhada. O tamanho das sementes variou significativamente entre as espécies de 0,38 a 0,79
mm de comprimento; 0,21 a 0,42 mm de largura e 1,4 a 9,5 mg de massa seca (Tab. 2). Sementes de S.
vernonioides apresentaram os maiores valores para as trés medidas. Sementes de S. gracilis e S.
aciphyllus mostraram os menores valores de comprimento. As espécies S. verticilatus e S. gracilis
apresentaram as menores medidas de largura e as sementes de S. gracilis apresentaram os menores

valores de massa seca.

Tabela 2. Medidas das sementes de sete espécies de Syngonanthus. Comprimento (mm), largura (mm) ¢
massa de matéria seca (mg) (média + desvio padrao; n = 100). Para S. gracilis n = b150 para a medida de
massa seca. Valores seguidos por letras iguais ndo diferem entre si na mesma coluna.

Espécie Comprimento Largura Massa seca

Sect. Syngonanthus

S. anthemidiflorus 0,49+ 0,04 b 0,25+0,03 b 2,2 +0,00075 ¢
S. verticilatus 0,46 + 0,04 bc 0,21 £0,02 ¢ 1,4 +£0,0016 d
S. gracilis 0,39+0,02 ¢ 0,21+0,02 ¢ 1,9 £ 0,00040 e

Sect. Carphocephalus

S. caulescens 0,48 +0,03b 0,29 +0,03 b 2,4+ 0,00057 b
Sect. Eulepis

S. aciphyllus 0,38+ 0,03 ¢ 0,22+ 0,02 be 1,5+0,0005 d
S. bisulcatus 0,46 0,04 b 0,26 £ 0,03 b 2,0+ 0,00077 ¢

Sect. Thysanocephalus

S. vernonioides 0,79+ 0,08 a 0,42+0,05a 9,5+ 0,0047 a

Caracteristicas germinativas

18



As sementes de seis espécies estudadas germinaram exclusivamente na presencga de luz em ampla
faixa de temperatura ¢ apenas as sementes de S. gracilis apresentaram germinabilidade sob escuro
continuo, sendo esta muito baixa (maximo de 22% a 35 °C). As sementes das espécies de habitats
sazonalmente xéricos germinaram nas temperaturas mais altas (35 e 40 °C), com baixas percentagens
(Fig. 1). A germinabilidade foi alta (acima de 85%) na faixa de 10 a 30 °C para S. anthemidiflorus e na
faixa de 15 a 30 °C para S. gracilis e S. aciphyllus. Na temperatura de 10 °C a germinagao de S. gracilis e
S. aciphyllus foi significativamente inferior. Syngonanthus vernonioides apresentou baixa
germinabilidade na faixa de 20 a 30 °C e a 15 °C a germinacao foi inferior a 10 %.

A germinagdo das sementes de habitat sazonalmente mésico foi completamente inibida nas
temperaturas altas de 35 e 40 °C (Fig. 1). A germinabilidade de S. bisulcatus foi semelhante, sem
diferenca significativa na faixa de 15 a 30 °C e a 10 °C a germinagao foi significativamente superior (Fig.
1). Sementes de S. verticilatus apresentaram alta germinabilidade sem diferenca significativa a 15 e 20
°C, enquanto a 10, 25 ¢ 30 °C foi significativamente inferior. A germinabilidade de S. caulescens foi

muito baixa na faixa de 15 a 25 °C (maxima de 19 %) e a germinacao foi inibida a 10 °C (fig. 1).
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Figura 1. Percentagem final de germinagdo em sementes de sete espécies de Syngonanthus, fotoperiodo
de 12h em temperaturas constantes de 10 a 40°C (= Media, [ erro padréo, | desvio padrdo). Valores
seguidos por letras iguais ndo diferem entre si na mesma espécie.
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As sementes de S. aciphyllus, S. gracilis e S. verticilatus apresentaram maior velocidade de
germina¢do nas temperaturas de 25 e 30 °C e as sementes de S. anthemidiflorus a 25 °C (Fig. 2). Para
estas quatro espécies a velocidade foi menor nas temperaturas mais baixas (10 e 15 °C) e mais altas (35 e
40 °C). Em S. bisulcatus a velocidade foi maior a 20 °C, ndao havendo diferenga entre 15, 25 ¢ 30 °C. A
velocidade de germinagdo de S. caulescens ndo diferiu na faixa de 15 a 25 °C ¢ para S. vernonioides a

velocidade foi semelhante na faixa de 20 a 30 °C e menor nas temperaturas extremas (15, 35 e 40 °C)

(Fig. 2).
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Figura 2. Velocidade de germinagio (dias™) em sementes de sete espécies de Syngonanthus, fotoperiodo
de 12h em temperaturas constantes de 10 a 40°C (= Media, [ erro padréo, | desvio padrdo). Valores
seguidos por letras iguais ndo diferem entre si na mesma espécie.

De modo geral as sementes das espécies de habitat sazonalmente xérico germinaram na faixa de
10 a 40 °C e a germinacao das sementes das espécies de habitat sazonalmente mésico ocorreu na faixa de
10 a 30 °C (Fig. 3). Syngonanthus caulescens, tnica espécie de habitat alagado, apresentou faixa mais
restrita para germinacgdo, entre 15 a 25 °C (Fig. 3). A resposta a temperatura 6tima também foi dependente
do habitat. A temperatura 6tima para as espécies de habitat sazonalmente xérico foi entre 25 e 30 °C (Fig.
3), enquanto a temperatura 6tima das espécies de habitat sazonalmente mésico, alagado e de altitudes

elevadas foi de 20 °C.
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Temperatura (°C)

Espécie 10 15 20 25 30 35 40

Habitat xérico

S. anthemidiflorus
S. aciphylus
S. gracilis

S. vernonioides

Habitat mésico

S. bisulcatus

S. verticilatus

Habitat mésico

S. caulescens

Faixa de temperatura para germinag&o -
Germinabilidade abaixo de 11%

Temperatura dtima para germinagdo -

Figura 3. Faixa de temperatura para germinagao (em cinza escuro), germinabilidade abaixo de 11% (em
cinza claro) e temperatura 6tima de germinagdo (em preto) para sete espécies de Syngonanthus.

Discussao

As sementes das sete espécies de Syngonanthus investigadas podem ser consideradas muito
pequenas (Sensu Ekstam et al., 1999; Hughes et al., 1994), uma vez que possuem massa seca €
comprimento menor ou igual a 1,0 mg e 1 mm, respectivamente. Geralmente, as sementes muito
pequenas, ndo contém reservas nutricionais suficientes para completar o desenvolvimento do embrido e
germinarem, como ocorre em espécies de Orchidaceae e Orobanchaceae (Bradford and Nonogaki, 2008).
Entretanto, apesar de muito pequenas, as sementes de Syngonanthus possuem reserva nutricional
suficiente para completar a germinagdo. Porém, diferentemente da maioria das espécies, apos a
emergéncia do eixo embriondrio ocorre primeiramente o desenvolvimento das folhas e posteriormente das
raizes adventicias (Scatena et al., 1993;1996; Kraus et al., 1996), estratégia que permite relacionar a
exigéncia de luz com a imediata sintese de fotoassimilados e nutri¢do da plantula apds o processo de

germinagao.
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As sementes de Syngonanthus apresentaram variagdo no tamanho entre as espécies e se¢des
estudadas. Sementes de S. vernonioides sdo significativamente maiores que as demais espécies estudadas
assim como as sementes de S. cipoensis (dados ndo apresentados), ambas da se¢do Thysanocephalus.
Entretanto, sementes de S. nitens (se¢ao Eulepis) possui 0,89 mm de comprimento (Schmidt et al., 2007)
e se diferencia das outras espécies da mesma sec¢do, que apresentaram comprimento menor que 0,5 mm.
Portanto, pode-se inferir que o tamanho das sementes nao contribui para os estudos de relagdes
filogenéticas em Syngonanthus.

O embrido maduro nas sementes de Syngonanthus ¢ indiferenciado ou pouco diferenciado
(Scatena et al., 1993). As sementes que posuem embrido indiferenciado ndo sdo dormentes no sensu stritu
e nao sao incluidas na classificagdo de dorméncia (sensu Baskin and Baskin, 2004). Entretanto, a
exigéncia de luz para germinagdo caracteriza estas sementes como fotodormentes (sensu Bewley and
Black, 1994). O requerimento de luz para germinagao estd geralmente associado ao pequeno tamanho das
sementes (Thompson and Grime, 1983; Bewley and Black, 1994; Milberg et al., 2000; Rosa and Ferreira,
2001) ¢ a habitats abertos (Leishman and Westoby, 1994; Seiwa and Kikuzawa, 1996; Milberg et al.,
2000; Malavasi and Malavasi, 2001). Sementes pequenas e fotoblasticas positivas ja foram relatadas em
outros estudos com espécies de Eriocaulaceae, Xyridaceae e Velloziaceae, familias tipicas dos campos
rupestres, ambientes abertos e expostos a alta intensidade luminosa (Mercier and Guerreiro Filho, 1989;
S4 e Carvalho and Ribeiro, 1994 a; b; Scatena et al., 1996; Garcia and Diniz, 2003; Abreu and Garcia,
2005; Oliveira and Garcia, 2005; Schmidt et al., 2007; Garcia et al., 2007; Soares, 2008).

A temperatura € outro fator ambiental importante no controle da germinagao (Baskin and Baskin,
1988; Bewley and Black, 1994; Benech-Arnold and Sénchez, 1995) e as sementes germinam sob uma
faixa definida de temperatura que € caracteristica para cada espécie (Bewley and Black, 1994). A faixa de
temperatura para germinacdo pode determinar a distribui¢do geografica das plantas (Thompson, 1973;
Labouriau, 1983; Probert, 1992) e estd relacionada a adaptacdo da espécie ao ambiente de ocorréncia
(Schultz and Rave, 1999).

Syngonanthus gracilis e S. caulescens sdo espécies amplamente distribuidas na América do Sul. S.
aciphyllus, S. anthemidiflorus, S. bisulcatus e S. verticilatus sdo encontradas em varias regides da Cadeia
do Espinhago, enquanto S. vernonioides é encontrada apenas em algumas serras. S. caulescens, a espécie
mais amplamente distribuida apresentou a faixa de temperatura mais restrita para germinagao,
diferentemente das demais espécies que germinaram em faixa de temperatura relativamente ampla. Outras
espécies de FEriocaulaceae (Oliveira and Garcia, 2005), Xyridaceae (Abreu and Garcia, 2005) e
Velloziaceae (Garcia and Diniz, 2003, Garcia et al., 2007; Soares, 2008), de distribui¢do mais ampla na
Cadeia do Espinhaco ou de distribuicdo mais restrita, germinam em ampla faixa de temperatura. Segundo
Baskin and Baskin (1988) apenas as caracteristicas germinativas ndo podem ser consideradas um fator

determinante no endemismo, quando dentro do género tanto espécies endémicas como as amplamente
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distribuidas apresentam caracteristicas germinativas semelhantes. Os resultados observados permitem
concluir que a faixa de temperatura para germinagao nao explica a distribui¢cdo das espécies estudadas.

Segundo Giulietti et al. (1997), o endemismo na Cadeia do Espinhaco pode estar associado as
condi¢des especiais de relevo, solo e clima. Faixa mais ampla de temperatura para germinagdo ¢ um
aspecto importante do comportamento da semente em lugares onde as diferentes condigdes de
temperatura prevalecem como resultado da topografia da regido (Orozco-Almanza et al., 2003). A
plasticidade na germinacao fornece uma flexibilidade as variagdes ambientais (Venable and Brown, 1988)
permitindo a espécie sobreviver em situagdes adversas (Bewley and Black, 1994; Schmuths et al., 2006).
A resposta germinativa das espécies de Syngonanthus estudadas a temperatura permite a ocupagdo de
ambientes com diversidade de condicdes climaticas e edaficas como as encontradas nos campos rupestres.

Os limites de temperatura para germinagdo mostraram uma relacdo entre a condi¢do hidrica do
habitat ocupado e a resposta germinativa das espécies estudadas. S bisulcatus, S. verticilatus e S.
caulescens sdao de ambientes mésicos/alagados € ndo germinaram nas temperaturas mais altas (35 ¢ 40
°C), enquanto S. aciphyllus, S. vernonioides, S. anthemidiflorus e S. gracilis que ocorrem em ambientes
xéricos germinaram sob temperaturas mais altas, mesmo que em percentuais inferiores.

Resultados semelhantes foram observados em outros estudos. Oliveira and Garcia (2005)
verificaram que temperaturas elevadas favorecem a germinagdo de S. elegans, espécie de ambiente xérico
¢ inibem o processo germinativo de S. elegantulus e S. venustus, de habitats brejosos. Abreu and Garcia
(2005) também mostraram que quatro espécies de Xyris, tipicas dos campos rupestres e que geralmente
ocorrem em solos brejosos (Wanderley, 1992), ndo germinam nas temperaturas mais altas. Em contraste,
Soares (2008) relatou que a faixa de temperatura de duas populagdes de Vellozia graminea (Velloziaceae)
ocorrentes em area de canga constantemente alagada foi de 25 a 40 °C, enquanto sementes de uma
populagao coletada sobre afloramento quartizitico germinaram na faixa de 15 a 40 °C. A incapacidade das
sementes das populagdes da area de canga em germinar nas temperaturas mais baixas foi atribuida as altas
temperaturas (acima de 60 °C) que atinge o substrato ferruginoso durante o dia, mantendo as temperaturas
elevadas mesmo nas areas alagadas. As espécies de Syngonanthus (Oliveira and Garcia, 2005 e neste
estudo) e Xyris (Abreu and Garcia, 2005) ocorrem em solos arenosos quartiziticos onde as temperaturas
ndo alcancam 50 °C (observacdo pessoal). A alta umidade dos solos a que as sementes destas espécies
estdo sujeitas em seu ambiente natural causa diminui¢do na amplitude das flutuagdes térmicas mantendo
as temperaturas mais baixas, o que reflete a intolerancia da germinagdo das sementes das espécies de
ambientes mésicos sob temperaturas acima de 30 °C.

A temperatura 6tima para germinagdo também parece estar relacionada a adaptacdo da espécie ao
ambiente de ocorréncia. A germinacdo das sementes das espécies de ambientes sazonalmente mésicos e
altitudes elevadas foi mais alta e mais rapida em temperatura mais baixa (20 °C), enquanto a
germinabilidade das sementes das espécies de ambiente sazonalmente xérico foi mais elevada e mais

rapida entre 25 e 30 °C.
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A germinabilidade das sementes de S. caulescens foi muito baixa quando recém coletada e
aumentou significativamente apds embebi¢ao no escuro e armazenamento por seis meses no laboratorio
(dados nao apresentados), o que sugere algum tipo de dorméncia que impediria a germinagdo no
momento da dispersdo. A quebra da dorméncia inata com o armazenamento foi registrado em espécies de
diferentes familias como Avena fatua (Simpson, 1990), Bromus rubens (Corbincau et al., 1992),
Acanthospermum hispidum (Garcia and Sharif, 1995), Scirpus ancistrochaetus (Lentz and Jonhso, 1998),
Carduus acanthoides, Anagallis arvensis (Kruk and Benech-Arnold, 2000), Alopecurus myosuroides
(Colbach et al., 2002) e Onopordum acanthium (Qaderi et al., 2005).

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a biometria das sementes ndo contribui para os
estudos de relagdes filogenéticas em Syngonanthus. Apesar da variabilidade no tamanho das sementes,
todas sdo muito pequenas e fotodormentes o que indica a existéncia de um padrdo para as espécies de
Syngonanthus em relagdo ao tamanho e ao requerimento de luz para germinag@o. A resposta germinativa
quanto ao requerimento de temperatura, apesar de nao explicar a distribui¢do geografica das espécies, tem
uma relagdo com o habitat mostrando que as populagdes estudadas desenvolveram a capacidade de

ocupar ambientes especificos de condi¢des de status hidrico do solo.
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RESUMO (ATIVIDADE BIOLOGICA DE METABOLITOS SECUNDARIOS COMO
INDICADORES DE DEFESA QUIMICA EM SEMENTES DE SYNGONANTHUS
(ERIOCAULACEAE) DOS CAMPOS RUPESTRES DA CADEIA DO ESPINHACO, BRASIL)

As sementes de Syngonanthus sdo muito pequenas (<1 mm) e sensiveis a luz, caracteristicas que
favorecem a formagdo de banco de sementes no solo. No entanto, o pequeno tamanho das sementes ¢ a
auséncia de tegumento firme sdo fatores fortemente associados a acdo de microrganismos. O objetivo
deste trabalho foi detectar as classes de metabolitos secundarios presentes nas sementes de Syngonanthus
e, se a presenca destes compostos pode contribuir para a defesa quimica e longevidade das sementes no
solo. Os extratos das sementes recém coletadas e das sementes armazenadas por 12 meses no solo foram
obtidos com hexano, cloroféormio e metanol. Todos os extratos foram submetidos a cromatografia em
camada delgada em silica gel, teste de atividade antioxidante e testes bioldgicos: antibiograma e teste
larvicida sobre Artemia salina. O estudo fitoquimico indicou a presenga de terpendides, flavondides e
alcaloides. Os extratos cloroférmico € metanolico mostraram maior atividade antimicrobiana e larvicida,
com maior expressdo dos extratos das sementes armazenadas. Os extratos metandlicos apresentaram
atividade antioxidante. Esses resultados sugerem que as sementes de Syngonanthus possuem uma
protecdo quimica que pode contribuir para longevidade e formacao de banco de sementes no solo.
PALAVRAS CHAVES: atividade antimicrobiana, atividade antioxidante, alcaloides, flavonodides,

longevidade de sementes e terpenoides.

ABSTRACT (BIOLOGICAL ACTIVITY OF SECONDARY METABOLITES AS INDICATORS
OF CHEMICAL DEFENSE IN SYNGONANTHUS SEEDS (ERIOCAULACEAE) FROM THE
RUPESTRIAN FIELDS OF THE ESPINHACO RANGE, BRAZIL)

Syngonanthus seeds are very small (<I mm) and light sensible, characteristics that favor seed bank
formation in the soil. However, the small seed size and absence of a firm tegument are factors that are
strongly associated with microorganism’s action in the soil. The aim of this study was to detect the
classes of secondary metabolites existing in the Syngonanthus seeds and if its presence contribute for the
chemical defense and seed longevity in situ. Extracts from recently collected and 12 months soil-stored
seeds were obtained using solvents as hexane, chloroform and methanol. All these extracts were
submitted to Thin Layer Chromatography using silica gel, antioxidant activity test and biological tests:
antimicrobial assay and Brine Shrimp lethality test. The phytochemical study revealed the presence of
terpenoids, flavonoids and alkaloids. The chloroform and methanolic extracts both presented
antimicrobial and toxicity activities with higher expression on the stored seeds extracts. Methanolic
extracts presented antioxidant activity. These results suggest that Syngonanthus seeds possess a chemical
protection that can contribute for longevity and seed bank formation in the soil.

KEYWORDS: antimicrobial activity, antioxidant activity, alkaloids, flavonoids, terpenoids and seed
longevity.
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INTRODUCAO

As Eriocaulaceae, conhecidas popularmente como sempre-vivas, possuem porte geralmente
herbaceo e hébito caracterizado em roseta, escapos e capitulos. A familia ¢ tipica dos campos rupestres,
ecossistema associado a Cadeia do Espinhago, um macigo montanhoso que se estende pelos estados de
Minas Gerais e Bahia (Brasil) em altitudes entre 900 a 2000 m (Giulietti et al., 1987), transformado
recentemente em Reserva da Biosfera pela Unesco (Unesco, 2006). As plantas crescem em condigdes
especiais de relevo, solo e clima e apresentam caracteristicas anatomicas e morfologicas proprias (Giulietti
et al., 1987;1997). Estas particularidades tém despertado um grande interesse na pesquisa, sobretudo em
relacdo aos aspectos quimicos do metabolismo secundario destas espécies (Giulietti et at., 2000).

Os metabolitos secundarios desempenham fungdes consideradas vitais para a adaptacao das
espécies, com destaque para a defesa quimica contra microrganismos e insetos (Wink, 1999) e atividade
antioxidante (Cai et al. 1997, Santos et al. 2003, Munné-Bosch and Alegre 2003). O fato de os
metabolitos secundarios apresentarem distribuicdo limitada nas plantas, sendo restrito a grupos
taxondmicos particulares (Balandrin et al., 1985), tem estimulado o desenvolvimento de estudos com o
objetivo de identificar marcadores quimicos que venham contribuir com a andlise filogenética de
Eriocaulaceae (Bate-Smith and Harborne, 1969; Andrade et al.1999, 2002; Dokkedal et al., 2004; Ho and
Chen 2002; Ricci et al.,1996, Santos et al., 2001; 2002; 2003; 2005a ¢ b; Vilegas et al.,1998;1999). No
entanto, pouco se conhece sobre a atividade biologica dos compostos secundarios da familia. Vilegas et al.
(1990) indicaram forte atividade antibidtica em extratos de capitulos de Paepalanthus; Coelho et al.
(2006) sugeriram uma possivel atividade antiulcerogénica nos extratos de capitulos de Syngonanthus
bisulcatus e Santos et al. (2003) mostraram que xantonas isoladas de capitulos de Leiotrix apresentam
moderada atividade antioxidante. Porém, todo o conhecimento sobre a quimica da familia ¢ proveniente
de extratos obtidos de folhas, escapos e capitulos, ndo havendo nenhum registro de estudos realizados
exclusivamente com sementes de Eriocaulaceae.

O pequeno tamanho das sementes e a auséncia de tegumento firme, como ¢é o caso de Syngonanthus
(Oliveira and Garcia, 2005), sdo caracteristicas fortemente associadas a susceptibilidade ao ataque de
microrganismos (Crist and Friese, 1993; Moles et al., 2003). Entretanto, em resposta a alta taxa de
prejuizos algumas espécies investem em estratégias de defesa como a produg¢do de compostos quimicos
(Kursar and Coley, 2003). Algumas classes de produtos naturais como os alcaldides, glicosideos
cianogénicos, glicosinolatos, lipidios, saponinas, terpenodides e flavonoides podem contribuir para a
resisténcia das sementes e aumentar sua longevidade no solo (Baker, 1989) e, consequentemente, ser uma
vantagem na protec¢do contra a extingdo (Cota et al., 2002).

As espécies de Syngonanthus, conhecidas como sempre-vivas, sdo muito utilizadas como
ornamentais, com grande valor comercial. A coleta indiscriminada, na qual as inflorescéncias sdo
removidas antes da produg¢dao de sementes, compromete o recrutamento e diminui o tamanho das

populagdes, colocando muitas espécies em risco de extingdo (Giulietti et al. 1988, 1996, Menezes and
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Giulietti 2000). Entretanto, a permanéncia das sementes no solo ¢ de extrema importancia para o
recrutamento de novos individuos ¢ a manuten¢ao da populagdo (Véasquez-Yanes and Orozco—Segovia
1993). Considerando a vulnerabilidade das espécies frente a coleta predatoria associada a susceptibilidade
das sementes de Syngonanthus no solo, o objetivo deste estudo foi verificar as classes de metabdlitos
secundarios presentes nas sementes de Syngonanthus spp, testar a atividade bioldgica dos mesmos ¢

inferir se podem atuar na defesa quimica e contribuir na manutencao e longevidade das sementes no solo.

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacio do material vegetal
Capitulos de seis espécies de Syngonanthus: S. anthemidiflorus (Bong.) Ruhland, S. bisulcatus
(Korn.) Ruhland, S. caulescens (Poir.) Ruhland, S. elegans (Bong.) Ruhland, S. venustus Silveira ¢ S.
verticilatus (Bong.) Ruhland foram coletados nos campos rupestres da Cadeia do Espinhago em varias
localidades do estado de Minas Gerais, Brasil (Tabela 1). Os capitulos foram coletados na época de
dispersao das sementes, sendo processados no laboratorio conforme Oliveira and Garcia (2005).

TABELA 1. Lista das espécies, distribuicao geografica, local e ano de coleta, coordenada geografica e
altitude (m) das populacdes estudadas.

Espécie/secio Distribuigdo geografica Local/ano de coleta Coordenada geografica  Altitude

Sect. Syngonanthus
S. anthemidiflorus Diamantina a Serra do Cip6 Serra do Cip6/2005  19°23'08"S/43°35'34"0 811

S. verticilatus Serra de Grao-Mogol a Serra  Serra do Cip6/2005  19°15'35"S/43°33'05"0O 1330
do Cipo

Sect. Carphocephalus

S. caulescens Ampla distribui¢do na Serra do Cip6/2005  19°22'56"S/43°35'43"0O 819
América do Sul

Sect. Eulepis

S. elegans Planalto de Diamantina e Galheiros/2006 18°16"21"S/43°46'09"O 1287
Serra do Cabral

S. bisulcatus Desde a Serra de Grdo-Mogol Serra do Cip6/2006  19°20'27"S/43°35'07"O 1022
a Serra do Cip6

S. venustus Planalto de Diamantina e Galheiros/2006 - -
Serra do Cabral

Area de estudo
O clima na Cadeia do Espinhaco ¢ considerado mesotérmico (Cwb na classificagdo de Kdppen)

denominando-se tropical de altitude. A estacdo seca dura cerca de 6-7 meses ¢ a estagdo chuvosa
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(primavera/verdo) dura entre 5-6 meses. A precipitagdo média anual ¢ de aproximadamente 1600 mm

(Marques et al., 2000) e a temperatura média anual oscila entre 17,4 e 19,8 °C (Giulietti and Pirani, 1988).

Obtencao dos extratos brutos

Trés gramas de sementes recém coletadas, de cada espécie, foram maceradas a temperatura ambiente
e submetidas a extra¢do com solventes de diferentes polaridades. As extragdes com hexano (3 x 100 mL) e
cloroférmio (3 x 100 mL) foram realizadas em banho de ultra-som. Para a extragdo com o metanol (100
mL) foi utilizando agitador magnético, até o clareamento do solvente. Apds cada extracdo o solvente foi
filtrado e evaporado a vacuo, obtendo-se trés extratos brutos: hexanico, cloroférmico e metandlico para
cada espécie.

Quatro gramas de sementes de S. anthemidiflorus, S. elegans, S. venustus e S. verticilatus, foram
armazenadas em sacos confeccionados de malha com 55 fios e enterrados no solo da Serra do Cip6. Apos
12 meses os sacos foram trazidos para o laboratdrio e as sementes maceradas a temperatura ambiente. Os
extratos das sementes armazenadas foram obtidos da maneira descrita para as sementes recém coletadas.
Nio foram obtidos extratos das sementes armazenadas de S. caulescens e S. bisulcatus devido a

quantidade insuficiente de sementes.

Caracterizacao fitoquimica
Os extratos brutos foram submetidos a analise por cromatografia em camada delgada de silica gel
(CCD). Os extratos foram aplicados por capilar e submetidos a eluicdo com a fase movel:
diclorometano:tolueno (80:20 v/v) para os extratos hexanico e cloroférmico e n-butanol:acido acético
glacial:agua (BAW) (40:10:50) para o extrato metandlico (Wagner et al. 1984). Apos a eluigdo, as placas
foram retiradas da cuba, secas e observadas sob luz ultravioleta (254 nm) em camara escura e em seguida
reveladas, borrifando-se um dos reagentes apropriados.
Reagente: Vanilina - Acido Perclérico
Solugdo A: solucao etandlica de Vanilina a 1 %.
Solugdo B: solugdo aquosa de Acido Perclérico a 3 %.
As solugdes A e B foram misturadas na proporcao de 1:1 e pulverizada na placa, seguida de aquecimento
a 100 °C. A presenca de terpenos foi detectada pelo aparecimento de coloragdo violeta apds o tratamento
com Vanilina - Acido Perclorico (Wagner et al., 1984).
Reagente: NP:PEG
Solucdo A: Solug¢do metandlica de difenilboriloxietilamina a 2 %.
Solucao B: Solugao etandlica de polietileno glicol-4000 a 5 %.
Pulverizagdo na placa com a solugdo A, seguida imediatamente da solugdo B e observagao sob luz UV. Os
flavonodides foram detectados pelo aparecimento de fluorescéncia intensa imediatamente apos a
borrifagdo, ou 15 minutos apds a borrifagdo. O comportamento das fluorescéncias ¢ dependente da

estrutura quimica dos flavonodides. A coloracdo laranja e amarela ¢ indicativa de flavonois e flavonas. O
34



azul intenso ¢ indicativo de compostos fenolicos (Wagner et al., 1984). Nos extratos metandlicos foram
observadas principalmente fluorescéncias nas cores laranja, amarelo e azul.
Reagente: Dragendorff
Solugdo A: Nitrato de bismuto (0,85 g) dissolvido em 10 mL de 4cido acético glacial e 40 mL de
agua destilada.
Solucao B: 20 mL de solug@o aquosa de iodeto de potéssio a 40 %.

As duas solugdes foram misturadas obtendo-se a solugdo mae. A solugdo para pulverizacdo foi preparada
adicionando-se a 20 mL da solu¢do mae 20 mL de 4cido acético glacial e 60 mL de dgua destilada.
Os alcaldides foram detectados pelo aparecimento de cor laranja quando revelados com Dragendorff
(Wagner et al., 1984). Compostos heterociclicos nitrogenados, aminas quaternarias, lactonas, lactamas e
esterdides também podem ser detectados apds o tratamento com Dragendorff (Wagner et al., 1984).
Teste de atividade antioxidante com f-caroteno

Os extratos metanolicos das sementes recém coletadas e armazenadas foram submetidos a analise
por cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD). Os extratos foram eluidos com a fase moével
liquida n-butanol:acido acético glacial:agua (BAW) (40:10:50) (Wagner et al., 1984). Apoés a eluigdo, as
placas foram retiradas da cuba, secas e observadas sob luz ultravioleta (254 nm) em camara escura. Em
seguida as placas foram borrifadas com uma solugdo a 0,02 % de B-caroteno em diclorometano. O
aparecimento de manchas amarelas persistentes indica a presenga de substancias antioxidantes.
Testes biologicos
Teste de atividade antimicrobiana
Preparaciao dos meios de cultura

1- Meio BHI: 37,0 g/L; agua destilada: qsp; 2 mL/ tubo

2- Solugdo salina: NaCl: 9,0 g/L; MgS0,4.7H,0: 0,5 g/L; dgua destilada: gsp;

3- Agar semi-solido: Agar antibidtico n® 1: 27 g/L; agua destilada: qsq; 8 mL/tubo

Todos os meios foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante, sendo esterilizados em
autoclave a 121 °C por 15 minutos
Culturas microbianas e condi¢des de crescimento

Foram utilizados no teste os microrganismos Candida albicans, Bacilus cereus, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella thyphinurium. Estes microrganismos foram cultivados em tubos
contendo 2,0 mL de meio BHI a 37 °C por 24 h.
Método

No teste para o potencial antimicrobiano foi empregado o método de difusdo em placa. As placas
foram preparadas com 8 mL do meio semi-solido contendo os respectivos indculos de bactérias (300 pL
da suspensdo salina do microrganismo). As suspensdes foram padronizadas em solugdo salina segundo a
escala 0,5 de MacFarland (Bier 1994). Apds a solidificacdo e resfriamento do meio, discos de papel

estéreis, contendo as substancias teste (~100 pg/mL de extrato bruto) foram colocados sobre o agar.
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Foram utilizados como padrdes positivos o miconazol (fungicida) e o cloranfenicol (antibidtico). As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 e 48 h. O grau de resisténcia/sensibilidade dos microrganismos
selecionados para o teste foi observado pela auséncia/presenca de halos. A leitura dos halos foi feita
medindo-se o didmetro dos mesmos e os resultados expressos em milimetros. Foram consideradas ativas
as amostras que produziram halos de inibi¢do superior a 7 mm. Os experimentos foram realizados em

unicatas.

Teste larvicida sobre Artemia salina (TAS)

Ovos de Artemia salina foram incubados em 100 mL de solugdo salina (38 g de sal marinho/1L de
agua deionizada) sob luz artificial a 28 °C e pH 7- 8. Apo6s 24 h de incubagdo, as larvas obtidas foram
coletadas com pipeta de Pasteur, transferidas para um segundo recipiente ¢ mantidas por mais 24 h sob as
mesmas condi¢des para alcancar o estadio adulto. Os extratos foram pesados em tubo Eppendorff (~ 4 mg)
e solubilizadas em 500 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Esta solucdo mae foi diluida seriadamente em
aproximadamente 5 mL de solug@o salina contendo cerca de 10 individuos de Artemia, em concentragdes
variando entre 10 a 100 pg/mL (Tabela 2). O experimento foi realizado em triplicata. Como controle
positivo foi utilizado o lapachol cuja DLsy = 70 pLL/mL. Os sobreviventes ¢ os mortos foram contados
apoOs 24 h de incubagdo. A determinagdo da DLs, (com intervalo de confianga de 95%) foi feita utilizando-

se o método Probitos de analise (Finney, 1971).
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TABELA 2. Massa do extrato (mg) e as concentragdes (ug/mL) utilizadas no teste larvicida sobre
Artemia salina para sementes recém coletadas (RC) e armazenadas (AR) de cada espécie.

Extratos Espécie Massa Concentragdes
S. anthemidiflorus RC 4,0 10, 30,50 e 70
S. anthemidiflorus AR 4,0 10, 30,50 ¢ 70
S. verticilatus RC 4.2 10, 30, 50 ¢ 70
S. verticilatus AR 4,1 10, 30, 50 ¢ 70
Hexanico S. caulescens RC 4.2 10, 30, 50 ¢ 70
S. bisulcatus RC 4,2 10, 30, 50 ¢ 70
S. elegans RC 4,2 10, 30,50 e 70
S. elegans AR 5,0 10, 20, 50 € 80
S. venustus RC 8,0 25,50,75e 100
S. venustus AR 6,0 10, 20, 50 e 80
S. anthemidiflorus RC 4,2 10, 30, 50 ¢ 70
S. anthemidiflorus AR 4,1 10, 30, 50 ¢ 70
S. verticilatus RC 4.4 10, 30,50 ¢ 70
S. verticilatus AR 4,0 10, 30, 50 ¢ 70
Cloroférmico  S. caulescens RC 4,0 10, 30, 50 ¢ 70
S. bisulcatus RC 4,0 10, 30, 50 e 70
S. elegans RC 4,0 10, 30,50 e 70
S. elegans AR 4,0 10, 20, 50 ¢ 80
S. venustus RC 1,0 20, 30,40¢ 70
S. venustus AR 1,0 20,30,40¢ 70
S. anthemidiflorus RC 4,1 10, 30, 50 € 70
S. anthemidiflorus AR 4,1 10, 30, 50 ¢ 70
S. verticilatus RC 4,0 10, 30,50 ¢ 70
S. verticilatus AR 4,0 10, 30,50 ¢ 70
Metanolico S. caulescens RC 4,2 10, 30, 50 e 70
S. bisulcatus RC 4,2 10, 30, 50 e 70
S. elegans RC 4,1 10, 30,50 ¢ 70
S. elegans AR 4,0 10, 20, 50 e 80
S. venustus RC 8,0 5, 10, 25,75, 100
S. venustus AR 6,0 20,50 €90




RESULTADOS
Caracterizacio fitoquimica

A andlise da cromatografia em camada delgada em silica gel (CCD) dos extratos hexanicos e
cloroférmicos das sementes recém coletadas e armazenadas de todas as espécies estudadas demonstrou a
presenga (+) de terpenodides com base na coloragdo violeta ap6s o tratamento com o reagente Vanilina-
Acido Perclérico (Tabela 3A e B).

O tratamento com o reagente NP:PEG demonstrou a presenca de flavonodides (+) nos extratos
cloroférmicos e metanolicos das sementes recém coletadas e armazenadas, baseado na fluorescéncia
emitida sob luz UV (254 nm) (Tabela 3A e B). O perfil cromatografico dos extratos foi diferente entre as
espécies e entre os tratamentos. A analise dos extratos cloroformicos das sementes recém coletadas e
armazenadas de S. anthemidiflorus ¢ S. verticilatus (sect. Syngonanthus) e das sementes recém coletadas
de S. caulescens (sect. Carphocephalus) revelou uma pequena fluorescéncia azul, enquanto os extratos
metanolicos das sementes recém coletadas destas trés espécies revelaram forte fluorescéncia azul,
indicativa de compostos fenolicos. Uma forte fluorescéncia de cor amarela foi revelada nos extratos
metanodlicos das sementes recém coletadas de S. bisulcatus, S. elegans e S. venustus (sect. Eulepis) e nos
extratos metanolicos das sementes de todas as espécies foi observado uma fluorescéncia de cor laranja
apos o reagente NP/PEG, indicativas de flavonols e flavonas.

O aparecimento de uma mancha de cor laranja bem claro apds o tratamento com o reagente de
Dragendorff indicou a presenga de alcaldides (+) nos trés extratos das sementes recém coletadas e

armazenadas das espécies estudadas (Tabela 3A e B).
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A

TABELA 3. Prospeccao fitoquimica por CCD realizada com os extratos hexanico, cloroférmico e
metanolico de sementes recém coletadas (A) e armazenadas no solo por 12 meses (B) para as espécies de

Syngonanthus.
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(+) presenga; (-) auséncia, (az) fluorescéncia azul, (am) fluorescéncia amarela.
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Teste de atividade antioxidante com p-caroteno
Os testes com os extratos metandlicos das sementes recém coletadas de todas as espécies € com o0s
extratos metandlicos das sementes armazenadas de S. venustus e S. verticiltus revelaram uma mancha de

cor amarela apos o tratamento com B-caroteno (Tabela 4), indicando atividade antioxidante dos extratos.

TABELA 4. Atividade antioxidante revelada nos extratos metanolicos com B-caroteno nas sementes recém
coletadas (RC) e armazenadas no solo por 12 meses (AR) para as espécies de Syngonanthus.

Atividade antioxidante com [-caroteno

Espécies RC AR
S. anthemidiflorus + ND
S. verticilatus + +
S. caulescens + -
S. bisulcatus + -
S. elegans + ND
S. venustus + +

ND: ndo detectado

Teste antimicrobiano

No teste de susceptibilidade para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das sementes recém
coletadas, apenas o extrato cloroformico das sementes de S. verticilatus apresentou halo de inibigdo contra
S. thyphinurium (10,0 mm) e o extrato metandlico de S. anthemidiflorus contra S. aureus e B. cerus (8,0
mm) (Tabela 5 A). Nenhuma atividade dos extratos das sementes recém coletadas foi observada sobre C.
albicans ¢ E. coli. No teste com os extratos das sementes armazenadas por 12 meses no solo foi observada
maior atividade antimicrobiana (Tabela 5 B). Os extratos cloroformicos de S. elegans e S. venustus
apresentou os maiores didmetros de halo de inibi¢do (9 e 13 mm, respectivamente) contra S. aureus. Os
extratos cloroformicos e metandlicos de S. anthemidiflorus e S. verticilatus foram ativos contra S. aureus e
B. cerus com halos entre 7,5 ¢ 11,0 mm. O extrato metanolico de S. venustus mostrou-se ativo contra
todos os microrganismos, com halos entre 7,5 e 8,5 mm. Nenhuma atividade dos extratos hexanicos das
sementes recém coletadas e armazenadas foi observada sobre os microrganismos testados (Tabela 5 B).
Considerando que o teste foi realizado com extratos brutos, ndo purificados, a formagdo de halos de
inibicao em relagdo ao controle (cloranfenicol e miconazol), mesmo que em pequenas dimensdes, indicam

atividade antimicrobiana.
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TABELA 5. Resultado do teste in vitro de atividade antimicrobiana com Candida albicans, Bacilus cereus,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella typhunurium dos extratos hexanico, cloroférmico e
metanolico, de sementes recém coletadas (A) e armazenadas no solo por 12 meses (B) para as espécies de

Syngonanthus.

A

Diametro dos halos de inibi¢ao de crescimento (mm)

Fungo e bactérias utilizados no teste

Extratos testados

Espécie C. albicans B.cereus E.coli S.aureus S.thyphinurium

S. anthemidiflorus ND ND ND ND ND

S. verticilatus ND ND ND ND ND

Hexanico S. caulescens ND ND ND ND ND
S. bisulcatus ND ND ND ND ND

S. elegans ND ND ND ND ND

S. venustus ND ND ND ND ND

S. anthemidiflorus ND ND ND ND ND
S. verticilatus ND ND ND ND 10,0

Cloroformico  S. caulescens ND ND ND ND ND
S. bisulcatus ND ND ND ND ND

S. elegans ND ND ND ND ND

S. venustus ND ND ND ND ND

S. anthemidiflorus ND 8,0 ND 8,0 ND

S. verticilatus ND ND ND ND ND

Metanolico S. caulescens ND ND ND ND ND
S. bisulcatus ND ND ND ND ND

S. elegans ND ND ND ND ND

S. venustus ND ND ND ND ND

B

S. anthemidiflorus ND ND ND ND ND

S. verticilatus ND ND ND ND ND

Hexanico S. elegans ND ND ND ND ND
S. venustus ND ND ND ND ND

S. anthemidiflorus ND 8,0 ND 7,5 ND

S. verticilatus ND 11,0 ND 7,5 ND

Cloroformico  S. elegans ND ND ND 9,0 ND
S. venustus ND ND ND 13,0 ND

S. anthemidiflorus ND 8,0 ND 7,5 ND

S. verticilatus ND 8,0 ND ND ND

Metanolico S. elegans ND ND ND ND ND
S. venustus 7.5 8,0 8,0 8,5 7,5

Cloranfenicol ND 23 23 25 31

Miconazol 13 ND ND ND ND

ND: nao detectado; cloranfenicol: controle positivo para bactéria; miconazol: controle positivo para
fungo.
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Teste larvicida sobre Artemia salina

A toxicidade dos extratos brutos avaliada pelo teste larvicida sobre Artemia salina, para as seis
espécies estudadas, estd apresentada na tabela 6. Os extratos hexanicos testados ndo se mostraram ativos
quando comparados com os extratos cloroformicos e metandlicos. Apenas dois, os extratos hexanicos das
sementes recém coletadas de S. anthemidiflorus (Tabela 6A) e o das sementes armazenadas de S.
verticilatus (Tabela 6B) apresentaram atividades sobre Artemia salina, cuja DLsy foi abaixo de 1000
pg/mL, indicando atividade toxica. Dos extratos cloroférmicos e metanolicos testados, 15 (equivalente a
75 %) apresentaram atividade com as doses testadas, sendo que 13 extratos apresentaram valores abaixo
de 200 pg/mL (indicando atividade inseticida). A DLsy dos extratos cloroférmicos e metandlicos das
sementes armazenadas foram mais baixas, com doses entre 8 ¢ 109 ug/mL, em relacdo a das sementes
recém coletadas, que apresentaram valores entre 13 e 625 ug/mL (Tabela 6B). Os extratos das sementes

recém coletadas de S. bisulcatus ndo mostraram nenhuma atividade com as doses testadas.

TABELA 6. Resultado do teste larvicida sobre Artemia salina (TAS) com extratos hexanico, cloroformico
e metanolico, de sementes recém coletadas (A) e sementes armazenadas no solo por 12 meses (B) para as
espécies de Syngonanthus.

. Hexanico Cloroférmico Metanolico
Espécie DL 5 IC DL 5 IC DL 5 IC
S. anthemidiflorus 154 65 - 361 154 50-472 142 100 - 202
S. verticilatus ND - 61 36 - 103 509 85 - 3055
S. caulescens > 1000 ND 38 26 - 57 ND -
S. bisulcatus ND - ND - ND -
S. elegans > 1000 ND ND - 40 28 - 57
S. venustus ND - 13 10-16 625 198 - 1974
B
Hexanico Cloroférmico Metanolico
Espécie DL 5 IC DL 5o IC DL 5o IC
S. anthemidiflorus ND - 80 53-121 29 20 - 44
S. verticilatus 317 66 - 1507 72 48 -108 72 13-395
S. elegans ND - 39 20-76 ND -
S. venustus ND - 8 5-14 109 92 -129

DLs (dose letal 50 %) e IC (Intervalo de confianga a 95 %) expressos em pg/mL. Extrato ativo: < 1000
pg/mL. ND: ndo detectado
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DISCUSSAO

Nas sementes das espécies estudadas foram encontradas as principais classes de metabdlitos
secundarios. A presenca de terpendides e alcaldides nos extratos das sementes recém coletadas, sem
alteracdes no perfil cromatografico entre as espécies, sugerem a ocorréncia de um padrdo na producao
destes compostos no nivel genérico. Entretanto, o perfil cromatografico dos flavondides nos extratos
metanodlicos das sementes recém coletadas, distinguiu-se entre as espécies estudadas.

As espécies de Syngonanthus pertencentes as se¢des Eulepis e Thysanocephalus formam um grupo
monofilético e bem sustentado com base nas analises morfologicas (Parra 2000, Giulietti et al., 2000),
bem como moleculares e citoldgicas (Andrade, 2007). Espécies pertencentes a estas segoes produzem C-
glicoflavona e sdo separadas também quimicamente das se¢des Carphocephalus e Syngonanthus que
produzem 6-OH-O-glicoflavona (Ricci et al., 1996). As diferengas no perfil dos flavondides observadas
neste estudo com sementes de Syngonanthus corroboram as variagdes intraespecificas relatadas por Ricci
et al. (1996). As glicoflavonas s3o os principais constituintes quimicos de Syngonanthus (Ricci et al.
1996, Coelho et al. 2006) e Leiotrix (Santos et al.,2001; Santos et al., 2003), enquanto os glicoflavonols,
as nafitopironas e as xantonas estdo presentes nas espécies de Paepalanthus (Vilegas et al.,1998; Vilegas
et al,.1999; Andrade et al.,1999; Andrade et al,., 2002; Santos et al., 2002; Dokkedal et al., 2004) e
Eriocaulon (Bate-Smith and Harborne, 1969; Ho and Chen, 2002; Santos et al., 2005 a). Esses estudos
tém contribuido significativamente com os estudos filogenéticos de Eriocaulaceae com a identificagdo de
marcadores taxondmicos para a familia.

Outros estudos fitoquimicos realizados com espécies de campos rupestres identificaram alcanos,
diterpendides, triterpenoides e flavondides em Velloziaceae (Silva et al., 2001; Branco et al., 2002; Dantas
et al., 2003) e acidos graxos ¢ flavonoides em Lythraceae (Graham et al., 1980; Graham and Kleiman,
1987; Blatt et al., 1994). A identificagdo e a distribui¢ao destes compostos nestas familias também tém
mostrado a existéncia de marcadores taxonOomicos (Salatino et al., 2000) e enfatizado a variagdo
intraespecifica na produ¢do de metabodlitos secundarios. A variacdo intraespecifica na producdo de
compostos quimicos ¢ a chave para estudos de ecologia quimica porque muitas fungdes bioldgicas sao
associadas aos metabolitos secundarios e também permite o entendimento de questdes evolutivas ((Hay,
1996; Wink, 1999).

O teste larvicida sobre Artemia salina (TAS) é considerado um estudo preliminar da atividade toxica
dos compostos quimicos contra insetos e possibilita encontrar classes naturais de pesticidas (Mc Laughlin
et al., 1998). Os extratos com valores de DLsy menores que 1000 ug/mL sao considerados toxicos de
acordo com Meyer et al. (1982) e valores menores que 200 pg/mL indicam uma possivel atividade
inseticida do extrato. Os extratos cloroformicos e metanolicos das sementes recém coletadas apresentaram
alta toxicidade, porém, os extratos das sementes armazenadas mostraram-se potencialmente mais toxicos,
evidenciado pela reducdo da DLsy. Os valores da DLs para os extratos das sementes armazenadas foram

todos menores que 200 pg/mL. Os extratos hexdnicos das sementes de Syngonanthus apresentaram

43



atividade muito baixa no teste, e apenas o extrato das sementes recém coletadas de S. anthemidiflorus ¢ o
das sementes armazenadas de S. verticilatus foram toxicos. A alta toxicidade dos extratos cloroférmicos e
metaldlicos observada para as sementes recém coletadas indicam que as sementes ao serem dispersas ja
possuem um potencial pesticida e a defesa quimica ¢ intensificada durante o armazenamento no solo.

Os extratos cloroférmico e metanolico das sementes armazenadas também mostraram maior atividade
inibitoria ao crescimento de microrganismos (fungos e bactérias) em relagdo aos extratos das sementes
recém coletadas. Ambos os extratos cloroférmicos ¢ metandlicos de S. anthemidiflorus e S. verticilatus
inibiram o crescimento de bactérias gram-positivas B. cereus e S. aureus. Os extratos cloroféormicos de S.
elegans e S. venustus inibiram o crescimento de S. aureus e o extrato metanodlico de S. venustus inibiu o
crescimento de todos os microrganismos. A presenga de compostos ativos contra fungos e bactérias sugere
uma fun¢do de defesa quimica para a espécie e a atividade de um composto contra mais de um
microrganismo ¢ uma vantagem que confere a espécie prote¢do contra ampla variedade de patdogenos
(Dellar et al.,1996). Considerando que os extratos cloroformicos e metanodlicos das sementes armazenadas
apresentaram atividade frente a um maior nimero de microrganismos, os resultados sugerem o
desenvolvimento de uma defesa quimica contra ampla variedade microrganismos no solo. Esta estratégia
pode ser um diferencial na longevidade das sementes in Situ conferindo protegdo mais efetiva a
deterioragdo por acao de microrganismos.

Os compostos quimicos podem contribuir para a longevidade das sementes no solo (Baker, 1989) ¢ a
interagdo entre os compostos pode aumentar a resisténcia das sementes (Mali and Borges, 2003). A
ocorréncia de flavonodides e alcaldides nos extratos cloroférmicos e metandlicos associada a atividade
bioldgica indicam que estas duas classes de metabolitos atuam na prote¢do quimica das sementes. A maior
expressividade da resposta do extrato das sementes armazenadas sugere alteracdo dos compostos quimicos
durante o armazenamento no solo. Segundo Elstner and Osswald (1994) fatores como a seca, alagamento,
deficiéncia em macro e micro nutrientes podem alterar a sintese de hormonios e metabolitos secundérios
na planta e induzir o aumento na resisténcia, na tolerancia e reparagdo. Durante o periodo de um ano de
armazenamento no solo as sementes de Syngonanthus foram submetidas a variagdes de temperatura,
umidade e agdo de microrganismos que podem ter provocado alteragdes nos compostos quimicos ja
existentes nas sementes no momento da dispersao.

Geralmente os alcaldides nao sdo encontrados em sementes e frutos carnosos que apresentam potencial
de dispersdo zoocdrica devido as suas propriedades toxicas (McKey, 1974). As sementes de Syngonanthus
sao muito pequenas (Oliveira and Garcia, 2005), o fruto ¢ uma capsula loculicida (Parra, 2000) e os
capitulos sdo formados por bracteas brancas secas, caracteristicas que ndo apresentam atrativos para
animais e indicam dispersao anemocorica. Estudos realizados com espécies de Asteraceae e Poaceae, que
apresentam estruturas de frutificacdo semelhantes as de Eriocaulaceae e sindrome de dispersdo pelo vento,

também relatam a presenga de alcaldides nas sementes (Sarker et al., 2001).
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Os flavondides, além de atuarem na fungdo de defesa quimica da semente com suas propriedades
antimicrobianas, aumentando a resisténcia das sementes (Dixon and Paiva, 1995; Skadhauge et al., 1997;
Islam et al., 2003), sdo considerados substancias com potente propriedade antioxidante, atuando na
protegdo contra espécies reativas de oxigénio (ROS) (Cai et al ., 1997; Munné-Bosch and Alegre, 2003).
Os radicais livres causam a peroxidagdo de lipidios e destrui¢do de membranas (Bewley, 1986; Bewley
and Black, 1994; Hendry et al., 1994; Sung and Chiu, 1995) e podem também causar prejuizos oxidativos
no DNA (Levin, 1990; Cai et al., 1997), levando a deterioragdo das sementes ¢ perda da viabilidade.
Segundo Wagner et al. (1984) derivados de luteolina produzem uma fluorescéncia laranja apds o
tratamento com NP:PEG, conforme observado nos extratos metanolicos das sementes de Syngonanthus, ¢
glicosideos de luteolina foram identificados por Ricci et al. (1996) nos extratos metandlicos de folhas de
Syngonanthus spp. A luteolina tem um potente efeito na prote¢do celular minimizando as injlrias
provocadas pelas reacdes oxidativas e inibindo a peroxidacao lipidica (Cai et al., 1997). Segundo Santos
et al. (2003) os compostos que apresentam o sistema catecolico, como o anel B dos derivados de luteolina,
apresentam atividade antioxidante. A atividade antioxidante revelada pelo teste com P-caroteno e a
presenga de possiveis derivados de luteolina nos extratos das sementes de Syngonanthus investigadas
neste estudo podem conferir a manutengdo da longevidade dessas sementes no solo.

Os terpenoides, dentre outras propriedade quimicas, possuem acdo repelente (Mann, 1980) e
antioxidante (Munné- Bosch, 2005). Apesar da baixa atividade biologica dos extratos hexanicos das
sementes de Syngonanthus, a presenga de terpenodides nesses extratos ¢ também nos extratos
cloroférmicos pode aumentar a protegdo quimica das sementes ¢ favorecer a longevidade in situ.

As classes de metabolitos secundarios presentes nas sementes de Syngonanthus promovem a defesa
quimica, favorecendo a longevidade no solo. Os compostos quimicos minimizam o0s prejuizos causados
pela acdo de microrganismos e/ou herbivora e também pelo estresse, reduzindo a taxa de deterioracao das
sementes. Essa estratégia contribui com a manutencdo das sementes no solo e consequentemente com a
formacdo de banco de sementes. Para as espécies de Syngonanthus a longevidade das sementes no solo é
de extrema importancia, especialmente para as ameagadas e incluidas na categoria criticamente em perigo
devido a coleta predatoria. Permanecendo no solo as sementes podem garantir o recrutamento de novos
individuos, (Véasquez-Yanes & Orozco—Segovia 1993) e, a longo prazo, garantir estabilidade para a

populagao (Epling et al. 1960).
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Resumo: (Longevidade in situ de sementes de Syngonanthus spp. (Eriocaulaceae) dos campos rupestres
da Cadeia do Espinhago, Minas Gerais, Brasil).

Syngonanthus ¢ um género predominantemente herbaceo, ocorre em planaltos arenosos e brejosos dos
campos rupestres. As sementes s30 muito pequenas, lisas e sensiveis a luz, caracteristicas que favorecem
0 armazenamento ¢ a persisténcia no solo. O objetivo deste estudo foi avaliar a longevidade in situ entre
as sementes in natura e tratadas com fungicida de seis espécies de Syngonanthus que ocorrem em
diferentes ambientes. Lotes de 500 sementes foram armazenados em sacos enterrados no solo. Metade
dos sacos continha sementes in natura e a outra metade sementes tratadas com fungicida. As coletas
foram realizadas bimestralmente e as sementes foram colocadas para germinar no laboratdrio, sob luz e
temperatura 6tima. Os resultados obtidos mostram que as sementes de todas as espécies estudadas,
quando enterradas, podem permanecer viaveis no solo por um periodo superior a 12 meses e formar
banco de sementes do tipo persistente. Quatro das seis espécies estudadas desenvolveram dorméncia
secundaria, sendo trés delas com ciclos sazonais. O fungicida atuou significativamente na protecido de
apenas duas espécies e as taxas de mortalidade foram maiores nas espécies de ambientes xéricos.
Portanto, a longevidade das sementes de Syngonanthus in situ pode ser relacionada a uma protecdo
endogena como a presenca de compostos quimicos, especialmente as espécies de habitats mésicos e
alagados.

Palavras chaves: Armazenamento no solo, banco de sementes, deterioracao ¢ dorméncia secundaria

Abstract (In situ longevity of Syngonanthus species seeds (Eriocaulaceae) from the rupestrian fields of
the Espinhago Range, Minas Gerais, Brazil).

Syngonanthus is a predominantly herbaceous genus, occurring on the sandy and boggy uplands of the
Rupestrian fields. Their seeds are very small, smooth and light sensitive, characteristics that favor their
storage and persistence in soil. The aim of this study was to compare the in situ Syngonanthus seeds
longevity between in natura and fungicide treated seeds of six species that occur in different
environments. 500 seeds lots were stored in buried bags in soil. Half of the bags contained non-treated
seeds and half fungicide treated seeds. Bimonthly collections were made and the seeds were germinated in
the laboratory tests under each species optimal light and temperature. The results showed that seeds from
all studied species, when buried, can remain viable in soil for a period exceeding 12 months and form a
persistence seed bank. Four of the six studied species developed secondary dormancy, being three of them
with seasonal cycles. The fungicide significantly increased the protection of only two species. The
mortality rates were higher in species from xeric environments. Therefore, the longevity of in situ
Syngonanthus seeds may be related to an endogenous protection such as the presence of chemical
compounds, especially on the species from mesic habitats and flooded.

Keywords: Soil storage, seed bank, seed deterioration and secondary dormancy
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Introducio

O banco de sementes do solo representa um reservatorio de material genético capaz de repor os
individuos de uma populacdo (Baker, 1989; Simpson 1989; Bewley and Black, 1994; Doucet and Cavers,
1996). Permanecendo viaveis no solo, por tempo indeterminado, as sementes podem garantir o
recrutamento de novos individuos através da germinacdo sob condi¢cdes ambientais favoraveis (Vasquez-
Yanes and Orozco—Segovia, 1993) e a longo prazo podem garantir estabilidade para a populacao (Epling
et al., 1960). Os bancos de sementes sdo classificados como transitorios, quando as sementes sobrevivem
por menos de um ano, persistentes de curto prazo, quando se mantém vidveis por um periodo entre um e
cinco anos e persistente de longo prazo, quando a viabilidade se estende por periodos maiores de tempo
(Thompson, 1993).

A persisténcia das sementes no solo ¢ fortemente relacionada a caracteristicas como o pequeno
tamanho e a necessidade de luz para germina¢do (Thompson and Grime, 1983; Pons, 1991; Baskin and
Baskin, 1992; Bowers, 2000). Condicdes desfavoraveis do meio, como alteragdes na temperatura ¢ na
umidade do solo, podem impor o desenvolvimento de dorméncia secundaria que propicia a distribuigao
da germinacdo ao longo do tempo e favorecer a longevidade das sementes no solo (Priestley, 1986;
Baskin and Baskin, 1988; Bewley and Black, 1994). Cavers (1983) relaciona a persisténcia das sementes
no solo com a taxa de mortalidade, demonstrando que a viabilidade da maioria das sementes diminui com
o tempo.

As perdas de sementes no banco ocorrem através da germinacdo ou mortalidade, que pode ser
devido ao envelhecimento natural (morte fisioldgica), predacdo ou agdo de microrganismos (Simpson,
1989; Leishman et al., 2000; Wijdeven and Kuzee, 2000). A agdo de microrganismos ¢ uma fonte
significativa de mortalidade das sementes no solo (Crist and Friese, 1993; Leishman et al., 2000; Moles et
al., 2003) e o pequeno tamanho das sementes e a auséncia de tegumento firme sdo fatores associados a
susceptibilidade ao ataque de microrganismos (Crist and Friese, 1993; Moles et al., 2003). O tipo de
habitat também favorece a deterioragdo das sementes (Hong et al., 1997; Blaney and Kotanen, 2001),
sendo que solos quentes e umidos apresentam maiores conteudos de matéria organica e consequentemente
maior atividade de microrganismos (Hong et al., 1997; Blaney and Kotanen, 2001; Espeleta and
Donovan, 2002).

Syngonanthus ¢ um género predominantemente herbaceo, tipico dos campos rupestres da Cadeia do
Espinhaco, que ocorre em areas rochosas, planaltos arenosos e brejosos. As espécies possuem sementes
muito pequenas, lisas e sensiveis a luz (Oliveira and Garcia 2005), caracteristicas que favorecem o
armazenamento e a persisténcia no solo. O objetivo deste estudo foi avaliar a longevidade in situ entre
sementes In natura e tratadas com fungicida de seis espécies de Syngonanthus que ocorrem em diferentes
ambientes nos campos rupestres, com a finalidade de testar: se as espécies apresentam potencial para
formarem banco de sementes do tipo persistente; se as sementes desenvolvem dorméncia secundaria

quando enterradas no solo; se a ag¢do do fungicida contribui significativamente para a reducdo da
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mortalidade das sementes no solo; se a longevidade das sementes de habitats xéricos ¢ maior quando

comparada as sementes de ambientes mésicos.

Material e métodos
Area de estudo

Os experimentos de campo foram conduzidos no Parque Nacional da Serra do Cip6. A Serra do
Cip6 esté situada na por¢do Sul da Cadeia do Espinhago, no municipio de Santana do Riacho, Minas
Gerais, Brasil, entre as coordenadas 19°12"-19°20'S e 43°30'-43°40'W. O clima da regidao ¢ do tipo
tropical de altitude (Cwb na classificagao de Képpen) com precipitacdo média anual de aproximadamente
1600 mm (Marques et al., 2000). A estacdo chuvosa ocorre nos meses de novembro a margo ¢ a estagao
seca no periodo de abril a outubro. De acordo com os dados climaticos da esta¢do climatica do Parque
Nacional da Serra do Cip6 (PARNA) a temperatura na estagdo chuvosa, entre julho de 2004 a dezembro

de 2006, oscilou entre 17 e 31 °C e na estacao seca as temperaturas variaram entre 12 e 27 °C(Fig. 1).

B T eoooooooooooooooooo - 700
3:' -
m -3
=]
2
0 =
[X]
& o
=
15 +-- £
E
10
5 [§ e —— ] o T SRR —— . 1 RN 1 R
o 4
20ma 2006 Coorderadar da Ertaghn:
19505
|= Pluvios idade === Tamp M3 =#= Temp min | 0w

Figura 1: Precipitacdo mensal, nimero de dias com chuva e médias mensais para temperaturas maximas
e minimas. Dados colhidos quatro vezes ao dia na estagdo meteoroldgica da sede do Parque. Precipitagdo
anual: 2004 (julho a dezembro) — 681,5 mm; 2005 — 1.743,7 mm; 2006 — 1.492,1 mm. (Dados climaticos,
PARNA Serra do Cipd)
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Medidas de temperatura do solo foram realizadas, uma vez ao més, durante o periodo de agosto de

2007 a outubro de 2008, entre 11:00 e 13:00 h, nas duas regides onde foi realizado o estudo. As médias

foram obtidas de cinco pontos aleatorios colhidos na superficie do solo, a 5 cm de profundidade e dentro

de moitas de vegetacao (Fig. 2).
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Figura 2: Médias pontuais de temperaturas registradas uma vez ao més durante o periodo de agosto de

2007 a outubro de 2008 entre 11:00 e 13:00 h. Dados colhidos da superficie (0), dentro de moitas de

vegetacdo (A) e a 5 cm de profundidade do solo (0), em ambientes mésico (A) e xérico (B). (Barras

indicam desvio padrio)
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Espécies estudadas

Capitulos de S. anthemidiflorus (Bong.) Ruhland, S. bisulcatus (Korn.) Ruhland, S. caulescens
(Poir.) Ruhland, S. verticilatus (Bong.) Ruhland, foram coletadas nos campos rupestres da Serra do Cip6
Minas Gerais, Brasil, enquanto as coletas de S. elegans (Bong.) Ruhland e S. venustus Silveira foram
realizadas no distrito de Galheiros, municipio de Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

Foram selecionados escapos florais cujos capitulos estavam em fase de dispersao, estddio no qual
as sementes possuem coloragdo castanho-avermelhada e apresentam-se livres entre si. Em laboratério, os
capitulos foram triturados em liquidificador, peneirados e as sementes separadas para a realizagdo do

experimento (Oliveira and Garcia, 2005).

Longevidade in situ

Para avaliar a longevidade no solo, as sementes foram armazenadas em sacos de malha com 55 fios,
que permite a entrada e saida de agua e evita a perda de sementes por predadores. Metade dos sacos
continha sementes in natura ¢ a outra metade sementes tratadas com o fungicida thiabendazol. O
thiabendazol ¢ um fungicida sistémico e de amplo espectro e a concentragdo utilizada foi de 0,02 g do
fungicida para 0,1 g de semente (Machado, 1999). O fungicida foi misturado a agua destilada formando
uma pasta e adicionado as sementes (Leishman et al., 2000).

Os sacos foram enterrados a uma profundidade aproximada de 5 cm no solo, sendo os que
continham sementes das espécies de ambientes brejosos, enterrados em solo mal drenado, sujeito ao
acumulo de 4dgua, enquanto aqueles com sementes das espécies de habitats xéricos, enterrados onde o solo
¢é sazonalmente seco. As sementes de S. anthemidiflorus, S. caulescens e S. verticilatus foram enterradas
em dezembro de 2005; as sementes de S. bisulcatus em outubro de 2006 e as sementes de S. elegans e S.
venustus em dezembro de 2006. As coletas foram realizadas bimestralmente, retirando um saco para cada
tratamento, completando um total de 34 meses de experimento para S. anthemidiflorus, S. caulescens e S.
verticilatus; 26 meses para S. bisulcatus e 22 para S. elegans e S. venustus. Apds a retirada do solo, os
sacos foram envolvidos em sacos pretos de polietileno e no laboratdrio as sementes foram colocadas para
germinar sob temperatura Otima, definida como a temperatura em que ha maior germinabilidade
associada a uma maior velocidade de germinagdo (Oliveira and Garcia, 2005 e Capitulo 1).

Em todos os experimentos, as sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri forradas
com folha dupla de papel de filtro umedecidas com solugdo de nistatina (100 UI/L) (Lemos Filho et al.,
1997). Para todos os tratamentos foi utilizada uma amostragem de 200 sementes distribuidas em 4
repeti¢des de 50. A germinagdo foi verificada diariamente com auxilio de uma lupa, sendo a emergéncia
do eixo embrionario (Scatena and Menezes, 1993; Scatena et al., 1996), o critério adotado para
determinar a germinacdo. Foi também contabilizado o numero de sementes intactas (que restaram na

placa) e decompostas (sementes de cor preta ou apenas a casca).
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Anélise estatistica

Os dados nao apresentaram normalidade pelo do teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo
teste de Brown-Forsythe, realizados no software JMP (SAS Institute Inc. 2002). Os dados de
germinabilidade foram submetidos a testes estatisticos ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, seguido da
comparagdo em pares pelo teste de Conover com 5% de significancia (Conover, 1999), utilizando-se o
Software Brightstat (Stricker, 2008). A comparacao entre os dados de germinabilidade e porcentagem de
sementes que restaram na placa (intactas) foram realizados através da analise de correlagdo de Sperman e
os dados de deterioragdo das sementes foram submetidos a andlise de regressdo linear (Software

GraphPad Prism * versao 5.0).

Resultados

Os dados de longevidade das sementes armazenadas no solo da Serra do Cip6 estdo apresentados
na Figura 3. As sementes enterradas de S. verticilatus e de S. caulescens, in natura e tratadas com
fungicida, permaneceram viaveis no solo por todo o periodo avaliado, mostrando alta germinabilidade
(acima de 85 %) no 34° més (outubro de 2008) (Fig 3. A e C). As sementes de S. anthemidiflorus
apresentaram redugdo significativa na germinabilidade ap6s o 12° més de armazenamento (fevereiro de
2006) (P<0,05), com nenhuma germinabilidade no 34° més (Fig. 3 B). Sementes de S. bisulcatus, S.
elegans e S. venustus mostraram redug@o significativa da germinabilidade ao longo de 26 meses (S.
bisulcatus) e 22 meses de armazenamento (S. elegans e S. venustus), apresentando percentagens inferiores
a 40 % no final do experimento (Fig. 3 D-F).

Sementes de S. verticilatus in natura apresentaram redugdo significativa da germinabilidade, a
partir de fevereiro de 2006 (estagdo chuvosa) (méxima de 23%) e aumento significativo no més de agosto
(estacdo seca), alcangando porcentagens semelhantes as obtidas para as sementes recém coletadas, cerca
de 80% (P<0,05) (Fig. 3A). Esse resultado se repetiu nos dois anos seguintes com uma reducao acentuada
da germinabilidade durante a estagdo chuvosa e aumento significativo na estacdo seca. Comportamento
similar foi observado para as sementes de S. verticilatus tratadas com fungicida (Fig. 3A) ¢ para as
sementes de S. bisulcatus in natura e tratadas com fungicida (Fig. 3C). A germinabilidade das sementes
de S. bisulcatus in natura e tratadas com fungicida foi significativamente reduzida na estagao chuvosa de
2007 e 2008. Na estacdo seca as sementes voltaram a germinar, porém, as sementes in natura
apresentaram percentuais inferiores ao das recém coletadas (P<0,05), enquanto as tratadas com fungicida
mantiveram sua germinabilidade (Fig. 3C).

As sementes de S. anthemidiflorus in natura mostraram redugao significativa da germinagdo nos
meses de abril a agosto de 2006 (estacdo seca), voltando a germinar em outubro de 2006 (final da estacao

seca) com germinabilidade de 90% (P<0,05) (Fig. 3B). Em 2007, as sementes mostraram reducdo na
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germinabilidade na estacdo seca e voltaram a germinar na estagdo chuvosa, mas com porcentagens
inferiores as das sementes recém coletadas (60%). Apds o 26° més de armazenamento as sementes
apresentaram comportamento diferente dos anos anteriores, com redu¢do da germinabilidade no final da
estacdo chuvosa e pequeno aumento na estagdo seca. As sementes de S. anthemidiflorus tratadas com
fungicida mostraram germinacdo reduzida em meados da estacdo seca de 2006 (abril e junho) com
aumento em agosto, alcancando 60% de germinagdo (P<0,05). Durante a estacdo chuvosa de 2007 e 2008
as percentagens variaram entre 40 e 20%, com aumento na esta¢do seca (superior a 70%) (Fig. 3B).

A germinabilidade das sementes de S. caulescens no segundo més de armazenamento (fevereiro
2006) foi significativamente superior em relagdo a das sementes recém coletadas, passando de 19% para
cerca de 90% (Fig. 3D). Durante o periodo de armazenamento a germinabilidade das sementes in natura
foi significativamente reduzida em épocas esporddicas, independente da sazonalidade (P<0,05) e a
germinagdo das sementes tratadas com fungicida foi reduzida em junho de 2006 e junho de 2007. Apds
34 meses de armazenamento as sementes de S. caulescens in natura e tratadas com fungicida,
apresentaram altas porcentagens de germinac¢ao, aproximadamente 90% (Fig. 4D).

A germinabilidade das sementes de S. elegans e S. venustus in natura e tratadas com fungicida foi
muito reduzida desde o segundo més de armazenamento (Fig. 3E e F) e manteve-se baixa em relagdo as
sementes recém coletadas durante os 22 meses de armazenamento no solo (P<0,05).

O percentual de sementes nao germinadas que restaram nas placas (intactas) durante o periodo de
armazenamento estd apresentado na figura 4. O nimero de sementes intactas foi inversamente
proporcional ao das sementes germinadas para quatro espécies estudadas. A correlagdo foi significativa
para S. verticilatus (rin nawra= -0,66 P=0,0034 € rfyncidza = -0,90 P< 0, 0001), S. caulescens (1 in nawra= -0,57
P=0,0154 e rfuncida= - 0,98 P< 0, 0001) e para sementes de S. bisulcatus ¢ S. anthemiiflorus tratadas com
fungicida (rncida = -0,62 P=0,0210 € rfyncida = -0,97 P<0, 0001, respectivamente). Nas sementes in natura
de S. anthemidiflorus a correlagdo foi significativa nos 12 primeiros meses de armazenamento (Tin natura= -
0,89 P< 0, 0001). Nao foi encontrada correlagdo para S. elegans e S. venustus.

Os dados de deterioragdo das sementes de S. anthemidiflorus in natura indicou uma relagdo linear
significativa entre o percentual de deterioragdo e o tempo de armazenamento no solo (Tin nawra= 0,76 P< 0,
0001) (Fig. 5A). A deterioragdo foi inferior a 12,5% nos primeiros 12 meses e alcangou valores acima de
90% no 26° més de armazenamento (fevereiro de 2008). O tratamento com o fungicida reduziu
significativamente a taxa de mortalidade das sementes de S. anthemidiflorus (rungiciea= 0,1 P=0,0774). A
porcentagem de deterioragdo das sementes tratadas foi inferior a 5% ao longo do periodo de
armazenamento no solo e para sementes in natura alcangou 95% (Fig. SA).

A anélise dos dados das sementes de S. verticilatus, S. caulescens, S. bisulcatus e S. venustus nao
mostrou relacdo linear entre a porcentagem de deterioragdo e tempo de armazenamento. A taxa de
mortalidade das sementes de S. verticilatus foi muito baixa durante os 34 meses de armazenamento no

solo, sem diferencas significativas entre os dois tratamentos (Tin natura = 0,02 P= 0,5667 € rfungiciza = 0,00
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P=0,9373) (Fig 5B). Resultados similares foram obtidos para sementes de S. caulescens (r i nawra = 0,02
P=0,5667 € rfungicita = 0,002 P= 0,8582) (Fig. 5C). O percentual de deterioracdo das sementes de S.
bisulcatus in natura foi alto, superior a 50%, no segundo més de armazenamento, que se manteve durante
0s 26 meses de armazenamento no solo (Tin nawra =0,00 P=0,9983) (Fig. 5D). O tratamento com fungicida
reduziu a taxa de mortalidade das sementes de S. bisulcatus (rfngicisa = 0,37 P=0,0256). O percentual de
deterioragdo declinou durante o armazenamento (Fig. 5D). A taxa de mortalidade das sementes de S.
venustus foi alta, superior a 50%, desde o segundo més de armazenamento e se manteve relativamente
constante durante o experimento (Tin natura = 0,06 P=0,4433 € rfungicida = 0,001 P=0,9018), sem diferenca
significativa entre os tratamentos (Fig 5F).

O percentual de deterioragao de sementes de S. elegans in natura e tratadas com fungicida
aumentou com o tempo de armazenamento (Tin natura = 0,56 P= 0,0077 rfungicida = 0,44 P= 0,0257), sem

diferenca entre os tratamentos (Fig. 5E).
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Figura 3. Porcentagem de germinacdo, sob luz continua e temperatura 6tima, durante o periodo de
armazenamento no solo da Serra do Cip6, de sementes de S. verticilatus (A), S. anthemidiflorus (B), S.
caulescens (C) por 34 meses, S. bisulcatus (D) por 26 meses; S. elegans (E) e S. venustus (F) por 22
meses. Linha continua (sementes in natura) e linha pontilhada (sementes com fungicida), RC (recém

coletada) (Barras indicam desvio padrao)

60



A B
1004 100
-
90 *
e 807 X ':
2 ™ 8
G 60 L
~ ©
£ 501 £
»
O 401 2
b= c
o 30- >
E 5
$ 204 o
10+
A B -
04— T T T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T § T T T T T T T T T T —
Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out
2006 2007 2008 2006 2007 2008
C
100 100 D
90 904
S 80 ;\?
N 8
© 60+ 5
S S
c 504 ‘é’
& 40 93
o) ;
£ T 2
o 301 i c
I @
o 204 %
109 7
=i N
0- T T T T T T T T T T T T T T T T T 0_ T T
T T T T T T T T T T T T T
Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out Out Dez Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out
2006 2007 2008 2006 2007 2008
E F
100+ 1004
90+ 90+
;\; 801 ;\? 80 -
o 701 & 704
i) 3
o O 60
8 )
£ c 501 T
(2]
o g 40
IS S T
() o) 30 i .............. +
(S = — N
@ o 204 | :
2 (%]
10
01— T T T T T T T T T T 01— ; == Sule & ; ; v, ........... ? ........ - d
Dez Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Fev Abr Jun Ago Out Dez Fev Abr Jun Ago Out
2007 2008 2007 2008

Figura 4. Porcentagem final de sementes intactas, sob luz continua e temperatura 6tima, durante o

periodo de armazenamento no solo da Serra do Cipd, para S. verticilatus (A), S. anthemidiflorus (B), S.

caulescens (C) por 34 meses, S. bisulcatus (D) por 26 meses; S. elegans (E) e S. venustus (F) por 22

meses. Linha continua (sementes in natura) e linha pontilhada (sementes com fungicida), RC (recém

coletada). Barras indicam desvio padrao.

61



Sementes deterioradas (%)

8

2

fin natura= 0,02
r fungicida= 0,00

o

-'1-1-‘-:-'1{-‘-' --4-%-4-

-1

o

Sementes deterioradas (%)

10 20

meses

rin natura— 0’02
r.fungic:idaz 07002

100+

501

Sementes deterioradas (%)

I

30

lin natura= 0 56
r.fung|0|da= O 44 I I

15

meses

20

25

Sementes deterioradas (%)

Sementes deterioradas (%)

Sementes deterioradas (%)

1004

=
o
C.’

a
(@]
1
/
II
/
!
/
]
/
/
/
/
!
/
[ o |

fin natura™ 0 76 - . B
rfuglmda 0 19 I

r.In natura™ 00,:3())%0 D

fung|<:|d

p—t
L]

——]
——

C T I ]
0 10 20 30
meses
F
1009 Tin natura= 0,06 3
r funglmda 0 001 I
504
C ] ] ] ] 1
0 5 10 15 20 25

meses

Figura 5. Relacdo entre percentual final de sementes deterioradas e o tempo de armazenamento no solo

da Serra do Cipo, para S. verticilatus (A), S. anthemidiflorus (B), S. caulescens (C) por 34 meses, S.

bisulcatus (D) por 26 meses; S. elegans (E) e S. venustus (F) por 22 meses. Linha continua (sementes in

natura) e linha pontilhada (sementes com fungicida). Barras indicam desvio padrao.
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Discussao

A temperatura ¢ a umidade do solo sdo os principais fatores que afetam o comportamento da
semente sob condigdes naturais ¢ influenciam a viabilidade e a longevidade in situ (Bewley and Black,
1994). Durante o armazenamento no solo foram observadas diferencas no comportamento das sementes
das espécies estudadas, que podem ser atribuidas parcialmente a alteracdes de temperatura ¢ umidade do
solo.

As sementes de S. verticilatus exibiram claramente um modelo de ciclo de dorméncia anual. Com a
baixa precipitagdio e o aumento da temperatura do solo em outubro (final da estacdo seca) a
germinabilidade foi reduzida e as sementes permaneceram dormentes durante a estacdo chuvosa. No final
da estacdo chuvosa e inicio da seca, com reducdo da temperatura e umidade do solo, as sementes voltaram
a germinar com porcentagens semelhantes a das sementes recém coletadas. Sementes de S. bisulcatus
mostraram comportamento similar, apresentando germinabilidade reduzida durante a estacdo chuvosa e
aumento na germina¢do em meados da estacdo seca, apesar de grande parte das sementes desta espécie ter
perdido a viabilidade ao final do experimento. A redugdo da germinagdo durante a estacdo chuvosa, com
alto numero de sementes intactas nas placas, indica que as sementes de ambas as espécies desenvolvem
dorméncia secunddria que ¢ perdida na estagdo seca, apds a exposi¢cdo das sementes a temperaturas mais
baixas e menor umidade do solo (Fig. 1 e 2). Segundo Karsen (1980), as sementes desenvolvem
dorméncia secundaria durante o periodo precedente a estacdo em que as condi¢des sao desfavoraveis ao
crescimento ¢ desenvolvimento. Assim, a inibigdo da germinabilidade das sementes de S. verticilatus e S.
bisulcatus durante a estagdo chuvosa indica que as espécies evitam o estabelecimento da plantula na
estacdo seca.

S. anthemidiflorus também apresentou ciclo de dorméncia anual durante os dois primeiros anos de
estudo. A exposicao das sementes a baixas temperaturas ¢ menor umidade durante a estagcdo seca induziu
o desenvolvimento da dorméncia secundéria caracterizada pela reducdo na germinagdo. A dorméncia foi
quebrada com o aumento da temperatura e da umidade do solo no final da estagdo seca e inicio da chuvosa
(Fig 1 e 2). Em fevereiro de 2006 as sementes apresentaram alta germinabilidade (70 %) e a reducao foi
registrada em abril, quando se observa uma diminui¢do na precipitacdo acompanhada por uma queda da
temperatura ¢ umidade do solo. O aumento da germinabilidade das sementes enterradas em outubro
coincide com o aumento da temperatura do solo acompanhado do aumento da umidade (inicio da estag¢ao
chuvosa). A populacdo estudada de S. anthemidiflorus ¢ proveniente de habitat xérico, dessa forma a
germinagdo das sementes podera ocorrer quando as mesmas forem expostas a luz, e a umidade do solo nao
for um fator limitante. Sementes de Xyris trachyphylla (Xyridaceae), uma espécie tipica dos campos
rupestres, também desenvolveram dorméncia secundaria durante a estagdo seca, que foi quebrada com o

inicio da esta¢ao chuvosa (Abreu, 2004).
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O comportamento observado para as sementes de S. anthemidiflorus in natura, durante os dois
primeiros anos de estudo, parece ter sido perdido no terceiro ano de armazenamento no solo. A queda
brusca na germinabilidade durante a estagdo chuvosa em fevereiro de 2008 (correspondente ao 26° més de
armazenamento) € a germinacao durante a estag¢do seca (junho de 2008), observadas também nas sementes
tratadas com fungicida, indicam uma mudanga no comportamento das sementes no solo com o tempo de
armazenamento. Para as sementes in natura, a queda na germinabilidade pode estar relacionada com
aumento significativo da deterioragdo no 26° més de armazenamento. Por outro lado, o aumento na
germinabilidade das sementes tratadas com fungicida em junho de 2008 e a reducdo em outubro,
associada a baixa porcentagem de sementes deterioradas (<5%) sugere uma mudanca no nivel de
dorméncia com o tempo de armazenamento. Em geral, as sementes alteram sua sensibilidade com o
envelhecimento (Kruk and Benech-Arnold, 2000). A reducdo da germinabilidade em outubro de 2008,
apesar de permanecerem intactas, sugere que as sementes tratadas de S. anthemidiflorus sofreram alguma
alteracdo fisioldgica que as mantiveram dormentes no periodo ou que as mesmas perderam a viabilidade
sem sinais visiveis de deterioragao.

Sementes de S. caulescens perderam a dorméncia inata durante o armazenamento no solo. A
germinabilidade passou de 19% nas sementes recém coletadas para 96% no segundo més de
armazenamento no solo. As sementes também apresentaram dorméncia em intervalos de tempos
irregulares, exibindo uma germinagao intermitente. Este comportamento também foi observado em
Onopordum acanthium (Asteraceae) (Qaderi et al., 2002), cujas cipselas necessitam de um periodo pos-
maturagdo para germinarem e perdem a dorméncia inata durante o armazenamento no solo, exibindo
germinac¢do em intervalos de tempo irregulares. Segundo Qaderi et al. (2002) esta ¢ uma estratégia de
sobrevivéncia que leva a um modelo intermitente de emergéncia da plantula apenas quando os periodos
sdo favoraveis a germinagao.

Sementes de S. elegans e S. venustus ndo desenvolveram dorméncia secundaria durante o
armazenamento. Ambas as espécies mostraram perda da viabilidade caracterizada pela deterioracdo e
germinabilidade com porcentagens inferiores a 50% apds os 22 meses de armazenamento no solo.

O tamanho pode ser negativamente correlacionado com a longevidade das sementes no solo
(Moles et al., 2003; Thompson, 2000). Sementes com massa < ca. 0,14 mg exibem forte tendéncia de se
acumularem no solo, enquanto sementes com massa > 2,7 mg sdo quase que completamente ausentes no
banco de sementes (Norbert and Annette 2004). As sementes das seis espécies estudadas sdo muito
pequenas (< 0,1 mg), fotodormentes (Capitulo 1) e mantiveram a longevidade no solo por periodos
superiores a 12 meses. A alta viabilidade das sementes de S. caulescens e S. verticilatus verificada apos 34
meses de armazenamento no solo mostra que estas espécies formam bancos de sementes do tipo
persistente (sensu Thompson, 1993). A manutencdo da viabilidade de parte das sementes de S.
anthemidiflorus por quase trés anos, de S. bisulcatus por 26 meses, S. elegans e S. venustus por 22 meses,

indica o potencial destas espécies para formar banco de sementes do tipo persistente, embora esse banco
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seja relativamente pequeno (Sensu Baskin and Baskin, 1996). Outros estudos realizados com espécies de
Velloziaceae (Diniz, 2002) e Xyridaceae (Abreu, 2004), tipicas de campos rupestres, mostram que as
sementes sdo pequenas, fotoblasticas positivas e apresentam potencial para formarem banco de sementes
persistente no solo.

S. verticilatus e S. caulescens apresentaram taxas muito baixas de deteriorag@o (inferior a 10%) ¢
alta viabilidade no solo, enquanto as espécies que formaram pequeno banco de sementes apresentaram
porcentagens muito altas de deterioracdo (acima de 50%). A alta taxa de deterioracdo apresentada pelas
sementes das espécies estudadas pode ser devido a acdo dos microrganismos. A adicdo de fungicida
reduziu significativamente a taxa de mortalidade das sementes de duas espécies, S. anthemidiflorus e S.
bisulcatus. Nas outras, a diferenga na porcentagem de deterioragdo entre sementes in natura e tratadas
com fungicida ndo foi significativa. A resposta das sementes ao tratamento com fungicida sugere que a
acao dos microrganismos seja a principal causa da perda das sementes de Syngonanthus no solo. Por
outro lado, Mourik et al. (2005) mostram que alta taxa de deterioracdo também pode ser atribuida a
proximidade entre as sementes dentro do bag. Devido a proximidade, uma semente infectada aumenta as
chances de infec¢do das outras, o que pode causar alta deterioragdo das sementes dentro do bag. Desta
forma, a deterioracdo verificada neste estudo pode ter sido superestimada e a viabilidade das sementes
pode ser mantida por um periodo maior no banco de sementes natural. Em contrapartida, o pequeno efeito
da adi¢do do fungicida em quatro das espécies estudadas indica que as mesmas apresentam uma defesa
quimica atuando na prote¢ao de suas sementes.

S. verticilatus, S. caulescens, S bisulcatus e S. venustus, espécies de ambientes mésicos/alagados,
mantiveram a taxa de deterioragdo relativamente constante durante todo o periodo de armazenamento no
solo, enquanto S. anthemidiflorus ¢ S. elegans, espécies de ambiente xéricos, mostraram uma tendéncia de
aumento na taxa de mortalidade das sementes com o tempo de armazenamento. O fato das espécies de
habitats mésicos ndo aumentarem sua taxa de deterioragdo ao longo do experimento indica que estas
apresentam uma estratégia de defesa contra a agdo dos microrganismos, provavelmente com a producao
de compostos quimicos que atuam na protecdo das sementes. A atividade antimicrobiana dos extratos
cloroformico e metandlico das sementes armazenadas de S. verticilatus e S. venustus contra mais de um
microrganismo evidencia a protecdo quimica que pode contribuir para aumentar a longevidade das
sementes no solo (Capitulo 2). Salatino et al. (1990) mostraram que espécies aquaticas de Leiothrix
(Eriocaulaceae) possuem altas concentracdes de compostos fendlicos em comparacdo a seus congéneres
terrestres e sugerem que esta seja uma adaptagdo a sobrevivéncia em ambientes aquaticos.

Apesar do alto percentual de deterioragdo apresentado pelas sementes de S. anthemidiflorus apos 34
meses de armazenamento, durante os primeiros 14 meses, a taxa de mortalidade foi baixa (inferior a 18%)
alcangando 50% apds o 20° més. A baixa deterioracdo no primeiro ano pode estar relacionada a defesa
quimica das sementes. Os extratos cloroformico e metanolico das sementes armazenadas por um ano no

solo mostraram atividade contra dois microrganismos (Capitulo 2) e a alta taxa de deterioracdo apds esse
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periodo pode estar associada a perda dessa atividade com o tempo de armazenamento. Diferentemente, as
sementes de S. elegans alcancaram 50% de deterioragdo ja no quarto més de armazenamento e
apresentaram baixa atividade antimicrobiana; apenas o extrato cloroférmico das sementes armazenadas
mostrou atividade contra um microrganismo (Capitulo 2). S. elegans esta incluida na lista vermelha de
espécies ameagadas de extingdo devido a coleta predatéria que geralmente ocorre antes da producdo de
sementes (Giulietti et al., 1988; Menezes and Giulietti, 2000). A espécie forma um pequeno banco de
sementes persistente e apresenta altas taxas de deterioracdo, resultados que reforcam a necessidade do
desenvolvimento de um plano de manejo sustentavel para a conservagdo dessa espécie e de seu habitat.
Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que, por apresentarem tamanho muito
pequeno e exigéncia de luz para germinagdo, as sementes de todas as espécies estudadas, quando
enterradas, podem permanecer viaveis no solo por um periodo superior a 12 meses e formar banco de
sementes do tipo persistente. Quatro das seis espécies estudadas desenvolveram dorménica secundaria,
sendo trés delas com marcantes ciclos sazonais. O fungicida utilizado atuou positivamente na protecdo de
apenas duas espécies (S. anthemidiflorus e S. bisulcatus) e, ao contrario do esperado, as taxas de
mortalidade foram maiores nas espécies de ambientes xéricos. Portanto, a longevidade das sementes de
Syngonanthus no solo pode ser relacionada a uma protecdo endégena como a presenca de compostos do
metabolismo secundario, especialmente as espécies de habitats mésicos e alagados, concordando com

Salatino et al. (1990).

66



Referéncia Bibliografica

Abreu, M. E. P. (2004) Germinacdo e formagdo de banco de sementes de espécies de Xyris
(Xyiridaceae) da Serra do Cip0. Disserta¢ao. Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

Baker, H. G. (1989) Some aspects of the natural history of seed banks, pp. 9-21 In Leck, M. A; Parker,
V. T. and Simpson, R. L. (eds.) Ecology of soil seed banks Acad. Press. London.

Baskin, J. M. and Baskin, C. C. (1988) Germination ecophysiology herbaceous plant species in a
temperature region. American Journal of Botany 75, 286-305

Baskin, J. M. and Baskin, C. C. (1992) Role of temperature and light in the germination ecology of
buried seeds of disturbed forest. I. Lobelia inflata. Canadian Journal of Botany 70, 589-592.

Baskin, J. M. and Baskin, C. C. (1996) Role of temperature and light in the germination ecology of
buried seeds of weedy species of disturbed forests. II. Erechtites hieracifolia. Canadian Journal of
Botany 74, 2002-2005.

Bewley, J. D. and Balck, M. (1994) Seeds: Physiology of Development and Germination. 2* ed. 445 p.

Blaney, C. S. and Kotanen, P. M. (2001) Effects of fungal pathogens on seeds of native and exotic
plants: a test using congeneric pairs. Journal of Applied Ecology 38, 1104-1113.

Bowers, J. E. (2000) Does Ferocactus wislizeni (Cactaceae) have a between-years seed bank? Journal of
Arid Environments 45, 197-205.

Cavers, P. B. (1983) Seed demography. Canadian Journal of Botany 61, 3578-3590.

Conover, W. J. (1999) Practical Nonparametric Statistics. 3* ed. New York, John Wiley and Sons.
Crist, T. O. and Friese, C. F. (1993) The impact of fungi on soil seeds: implications for plants and
granivores in a semiarid shrub-steppe. Ecology 74, 2231-2239.

Diniz, I. S. S. (2002) Comportamento germinativo e potencial para formacéo de banco de sementes em
espécies de Velloziaceae da Serra do Cipo (MG). Dissertagdo. Universidade Federal de Minas Gerais.
Belo Horizonte.

Doucet, C. and Cavers, P. B. (1996) A persistent seed bank of the bull thistle Cirsium vulgare.
Canadian Journal of Botany 74, 1386-1391.

Espeleta, J. F. and Donovan. (2002) Fine root demography and morphology in response to soil
resources availability among xeric and mesic sandhill tree species. Functional Ecology 16: 113-121.
Epling, C., Lewis, H. and Ball, F. (1960) The breeding group and seed storage: a study in populations

dynamics. Evolution 14, 238-255.
Giulietti, N., Giulietti, A. M., Pirani, J. R. and Menezes, N. L. (1988) Estudos de sempre-vivas,
importancia econdmica do extrativismo em Minas Gerais, Brasil. Acta Botanica Brasilica 1, 179-194.

Hong, T. D., Ellis, R. H. and Moore, D. (1997) Development of a model to predict the effect of

temperature and moisture on fungal spore longevity. Annals of Botany 79, 121-128.

67



Karsen, C. M. (1980) Patterns of change in dormancy during burial of seeds in soil. Israel Journal of
Botany 29, 65-73

Kruk, B. C. and Benech-Arnold, R. L. (2000) Evaluation of dormancy an germination responses to
temperature in Carduus acanthoides and Anagallis arvensis using a screening system, and relationship

with field-observed emergence patterns. Seed Science Research 10, 77-88.

Leishman, M. R., Masters, G. J., Clarke L. P. and Brown, V. K. (2000) Seed bank dynamics: the role
of fungal pathogens and climate change Functional Ecology 14, 293-299.

Lemos filho, J. P., Guerra, S. T. M., Lovato, M. B. and Scotti, M. R. M. M. L. (1997) Germinagao de
sementes de Senna macranthera, Senna multifuga e Stryphnodendron polyphyllum. Pesquisa

Agropecuaria Brasileira 32, 357-361.
Machado, J. C. (1999) Manejo Sanitario de sementes no controle de doengas Lavras: UFLA/FAEPE

Marques, A. R., Garcia, Q. S., Resende, J. L. P. and Fernandes, G. W. (2000) Variations in leaf
characteristics of two species of Miconia in the Brazilian cerrado under different light intensities.

Tropical Ecology 41, 47-60.

Menezes, N. Z. and Giulietti, A. M. (2000) Campos Rupestres In Funda¢ao Biodiversitas e Fundacao
Z60-Botanica de Belo Horizonte (FZB-BH) Lista Vermelha das Espécies Ameacadas de extin¢cdo da
Flora de Minas Gerais. pp 65-73.

Moles, A., T., Warton, D. I. and Westoby, M. (2003) Seed size and survival in the soil in arid Australia.
Austral Ecology 28, 575-585.

Mourik, T. A. V., Stomph, T. J. and Murdoch, A. J. (2005) Why high seed densities within buried
mesh bags may overestimate depletion rates of soil seed banks. Journal of Applied Ecology 42, 299-
305.

Norbert, H. and Annette, O. (2004) Assessing soil seed bank persistence in floodmeadows: The search
for reliable traits. Journal of Vegetation Science 15, 93-100.

Oliveira, P. G. and Garcia, Q. S. (2005) Efeito da luz e da temperatura na germinacdo de sementes de
Syngonanthus elegantulus Ruhland, S. elegans (Bong.) Ruhland e S. venustus Silveira (Eriocaulaceac).
Acta Botanica Brasilica 19, 639-645.

Pons, T. L. (1991) Induction of dark dormancy in seeds: its importance for the seed bank in the soil.
Functional Ecology 5, 669-675.

Priestley, D. A. (1986) The longevity of seeds in the soil, pp. 88-104 In (eds) Seed Aging: Implications
for seed storage and persistence in the soil.

Qaderi, M. M., Cavers, P. B. and Bernards, M. A. (2002) Seed bank dynamics of Onopordum
acanthium: emergence patterns and chemical attributes. Journal of Ecology 90, 672-683.

68



Thompson, K. (1993) Seeds, pp. 176-205 In Hendry, G. A. F. and Grime, J. P. (eds.) Methods in
comparative plant ecology Champman & Hall, Great Britain.

Thompson, K. (2000) The functional ecology of soil seed banks, pp. 215-236 In Fenner, M (ed) The
Ecology of Regeneration in Plant Communities, CAB InternationalWallingford, UK.

Thompson, K and Grime, J. P. (1983) A comparative study of germination responses to diurnally-
fluctuating temperatures. Journal of Applied Ecology 20,141-156.

Salatino, A., Salatino, M. L. F. and Giulieti, A. M. (1990) Contents of soluble phenolic compounds of
capitulla of Eriocaulaceae Quimica Nova 13, 289-292.

Scatena, V. L. and Menezes, N. L. (1993) Embryology and seedling development in Syngonanthus
rufipes Silveira (Eriocaulaceae). Beitraege Zur Biologie der Pflanzen 67, 333-343.

Scatena, V. L., Lemos, F. J. P. and Lima, A. A. A. (1996) Morfologia do desenvolvimento p6s-seminal
de Syngonanthus elegans e S. niveus (Eriocaulaceae). Acta Botanica Brasilica 10, 85-91.

Simpson, R. L. (1989) Seed banks: general concepts and methodological Issues, pp.3-8 In Leck, M. A_;
Parker, V. T. and Simpson, R. L.(eds.) Ecology of soil seed banks London.

Stricker, D. (2008). BrightStat.com: Free statistics online. Computer Methods and Programs in
Biomedicine 92, 135-143.
Vazquez-Yanes C and Orozco-Segovia, A. (1993) Patterns of seed longevity and germination in the
tropical rainforest. Annual Review of Ecology and Systematics 24, 69-87.
Wijdeven, S. M. J. and Kuzee, M. E. (2000) Seed availability as a limiting factor in forest recovery
processes in Costa Rica. Restoration Ecology 8, 414-424.

69



	Universidade Federal de Minas Gerais
	Patrícia Gonçalves de Oliveira
	Belo Horizonte – M.G
	2009
	Agradecimentos

	Introdução geral
	Referências Bibliográficas
	Resumo
	Resumo
	Resumo

