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INFLUENCIA DA LUZ E DE HORMONIOS VEGETAIS NA GERMINACAO
DE SEMENTES DE Vellozia spp.



Resumo Geral

Luz e temperatura sdo fatores importantes na regulagcdo da germinacdo, por
influenciar nas adaptacbes das espécies a mudangas ambientais e promover
caracteristicas germinativas diversificadas. As espécies do género Vellozia
(Velloziaceae) apresentam sementes pequenas com sensibilidade a luz dependente da
temperatura. Este estudo foi dividido em duas partes, sendo a primeira realizada com 11
espécies de Vellozia com o objetivo de avaliar o tempo de exposicdo a luz e a qualidade
da luz (razdo V:VE) necesséarias para as sementes atingirem germinabilidade maxima.
Neste caso, as sementes foram expostas a diferentes periodos de exposicéo a luz branca
(pulsos Unicos e interrompidos por escuro) e a razdes V:VE, a 25 °C. Um segundo
experimento analisou a relagcdo entre os fatores luz e temperatura com os hormonios
giberelina (GA) e acido abscisico (ABA) durante a germinacdo de espécies cujas
sementes sdo indiferentes a luz sob temperaturas altas. Sementes de trés espécies foram
submetidas a tratamentos com GAs e ABA e seus inibidores (paclobutrazol e fluridone)
e duas espécies foram analisadas quanto ao perfil hormonal durante a embebicdo (25 e
40 °C). As sementes de Vellozia spp. necessitam de diferentes periodos de exposi¢do a
luz para atingir germinabilidade maxima (2 h a > 96 h quando submetidas a pulso Unico
e 10 min a > 8 h quando expostas a pulsos por 5 dias consecutivos interrompidos por
escuro). As sementes que necessitaram de longos tempos de exposicdo a luz atingiram
germinabilidade maxima somente quando expostas as maiores razdo V:VE (>0,77),
enquanto as que requereram menores tempos necessitaram de baixas razdes V:VE
(0,02-0,08). ABA inibiu a germinacdo independente da luz e da temperatura e fluridone
promoveu a germinagao no escuro das trés espécies. A aplicacdo de GAs ndo substituiu
totalmente o requerimento de luz e paclobutrazol reduziu a germinacdo de duas das
espécies testadas. Durante a embebicdo houve reducdo nos niveis enddgenos de ABA
apenas nas sementes embebidas a 40 °C e 0s niveis de GAs ativas variaram entre as
espécies. As razdes GAs/ABA mantiveram-se constantes a 25 °C e mostraram uma
tendéncia de aumento quando as sementes foram mantidas a 40 °C. Conclui-se que as
sementes de Vellozia spp. requerem diferentes tempos de exposicdo a luz e razes V:VE
para atingir a germinabilidade maxima, ndo apresentando um padrdo para o género;
embebicdo a 40 °C reduziu os niveis enddgenos de ABA, indicando que ABA modula a
germinacdo de sementes de Vellozia em reposta a luz e temperatura.
Palavras-chave: Luz, germinabilidade maxima, giberelina, 4&cido abscisico,

paclobutrazol, fluridone



Abstract

Light and temperature are important factors in the regulation of germination, by
influencing the adaptation of species to environmental change and promoting
diversified germination characteristics. The species of Vellozia (Velloziaceae) produce
small seeds with sensitivity to light dependent on temperature. This study was divided
into two parts, the first held with 11 species Vellozia aiming to assess the time of
exposure to light and the light quality (ratio V:VE) is necessary to achieve maximum
seed germination. In this case, the seeds were exposed to different periods of exposure
to white light (and only interrupted by dark pulses) and the reasons V: VE at 25 °C. A
second experiment examined the relationship between the factors light and temperature
with the hormones gibberellin (GA) and abscisic acid (ABA) during germination of
species whose seeds are indifferent to light at high temperatures. Seeds of three species
were subjected to treatment with ABA and gas and their inhibitors (fluridone and
paclobutrazol) and two species were analyzed for hormonal profile during imbibition
(25 and 40 °C). The seeds of Vellozia spp. require different periods of light exposure to
achieve maximum germination (2 h to > 96 h when subjected to single pulse and 10 min
> 8 h when exposed to pulses for 5 consecutive days interrupted by dark). The seeds
that required long exposure times to light reached maximum germination only when
exposed to higher grounds V: VE (> 0.77), while requiring less time required lower
ratios R:FR (0,02 to 0,08). ABA inhibited germination regardless of light and
temperature and fluridone promoted germination of the three species in the dark. The
application of GAs not fully replaced the application of light and paclobutrazol reduced
the germination of the two species tested. During imbibition decreased endogenous
ABA levels only in the seeds imbibed at 40 °C and the levels of active GAs varied
among species. The ration GAS/ABA remained constant at 25 °C and showed a
tendency to increase when seeds were maintained at 40 °C. We conclude that the seeds
of Vellozia spp. require different exposure to light and reasons V:VE to achieve
maximum germination, not presenting a standard for the genre; soaking at 40 °C
decreased of endogenous levels of ABA, indicating that ABA modulates seed
germination of Vellozia in response to light and temperature.

Keywords: light, maximum germination, gibberellins, abscisic acid, paclobutrazol,

fluridone.



Introducéo geral

Os campos rupestres sao fitofisionomias do Cerrado brasileiro que ocorrem em
grande parte nas montanhas disjuntas da Cadeia do Espinhaco, localizados em altitudes
acima de 800m (Fig. 1A, 1B) (Giulietti et al., 2000). Apresentam caracteristicas bem
peculiares como solos pobres, clima com marcante sazonalidade, dividida em invernos
secos e verdes chuvosos e a temperatura que pode atingir valores elevados (46°C) em
determinadas épocas do ano (Benites et al., 2003; Giorni, 2009; Cheib e Garcia, 2012),
oferecendo condicdes especificas para o desenvolvimento de muitas espécies endémicas
(Giulietti e Pirani, 1988).

A familia Velloziaceae ¢ uma das monocotiled6neas tipicas dos campos
rupestres, onde apresenta grande representatividade, ocorrendo preferencialmente sobre
afloramentos rochosos de origem quartzitica (Alves e Kolbek, 1994). Velloziceae € uma
das familias com maior nimero de espécies no Brasil, composta por 5 géneros e
aproximadamente 250 espécies (ver Mello-Silva et al., 2011), sendo que dois géneros
ocorrem em territério brasileiro, Barbacenia Vand. e Vellozia Vand. (Mello-Silva,
2005).

E conhecido que espécies que apresentam sementes pequenas e habitam
ambientes abertos com alta intensidade luminosa requerem luz para germinar (Baskin e
Baskin, 1998; Milberg et al., 2000, Garcia e Oliveira 2007), assim como observado para
algumas espécies de campos rupestres (Garcia e Oliveira, 2007; Oliveira e Garcia, 2011;
Cheib e Garcia, 2012). Os estudos de germinacdo com espécies de Vellozia mostraram
que as sementes deste género apresentam respostas distintas quando expostas a luz e
temperatura (Garcia e Diniz, 2003; Garcia et al., 2007; Garcia e Oliveira, 2007; Soares
da Mota e Garcia, 2013). Algumas espécies de Vellozia requerem luz para germinar sob
25 °C e sdo indiferentes a luz em temperaturas altas (35 e 40 °C). Em face deste
conhecimento, foi elaborado o presente estudo com o intuito de verificar a resposta ao
tempo de exposicdo a luz e a qualidade da luz (razdo V:VE) sob 25 °C, na germinagao
de 11 espécies de Vellozia (Fig. 2A — 2F; Fig. 3A — 3E), dentre as quais trés estdo
listadas como ameacadas de extin¢do no livro vermelho da flora do Brasil (V. lilacina;
V. gigantea e V. glabra, Fig. 2 - C, D, H; Valente et al., 2013) (Capitulo 1), bem como

esclarecer a relacdo entre as respostas a luz sob 25 °C e 40 °C com os hormonios



giberelina e acido abscisico, durante a germinacao das espécies indiferentes a luz em

temperaturas altas (Capitulo 2).

Figura 1 — Vista parcial dos campos rupestres localizados em Furnas, MG (A) e na
Serra do Cip6, MG (B). (Fotos: Barbara de Castro Vieira)



Figura 2 — Espécies de Vellozia coletadas nos campos rupestres: V. albiflora Pohl. (A);
V. caruncularis Mart. ex Seub.(B); V. gigantea N.L. Menezes & Mello-Silva (C); V.
glabra JCMikan (D); V. glandulifera Goethart & Henrard (E) e V. glauca Pohl. (F).
(Fotos: Barbara de Castro Vieira)



Figura 3 — Espécies de Vellozia coletadas nos campos rupestres: V. intermedia Seub.
(G); V. lilacina L.B.Sm. & Ayensu (H); V. nivea L.B.Sm. & Ayensu (I); V. pusilla Pohl.
(J) e V. variabilis Mart. ex Schult. & Schult (K). (Fotos: Barbara de Castro Vieira)
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Capitulo 1

GERMINACAO DE SEMENTES DE Vellozia spp. (VELLOZIACEAE) EM
RESPOSTA AO TEMPO DE EXPOSICAO A LUZ E A RAZAO V:VE

Elaborado segundo as normas da Revista Seed Science Research

10



Resumo

As Vellozia spp. habitam ambientes abertos e produzem sementes pequenas com
diferentes respostas de sensibilidade a luz. Entretanto, ndo se conhece a influéncia da
qualidade e do tempo de exposicdo a luz na promoc¢édo da germinacdo em sementes de
Vellozia spp., que € o objetivo deste estudo. Sementes embebidas no escuro foram
submetidas a pulsos Unicos de luz e pulsos interrompidos por escuro, mantendo como
controles luz e escuro continuos e fotoperiodo de 12 h; e expostas a cinco razbes V:VE
(25 °C). O tempo de exposicdo para atingir a germinabilidade mé&xima variou de 2 h
(Vellozia glauca) a 84 h (V. albiflora). V. lilacina ndo atingiu germinacdo maxima apés
96 h. Para germinar 50% das sementes o menor tempo foi t50=1,0 h (V. glauca) e o
maior t5,=103,8 h (V. lilacina). Para pulsos de luz interrompidos por escuro 0 menor
tempo foi de 10 min (V. glauca) e o maior 8 h (V. glandulifera). V. lilacina e V.
albiflora ndo atingiram germinabilidade méaxima ap6s 8 h de exposi¢do por cinco dias.
V. pusilla e V. albiflora apresentaram germinacdo maxima na maior razdo V:VE (0,77),
enquanto V. caruncularis e V. glauca em baixas razdes V:VE (0,02 e 0,08,
respectivamente). A maior razdo V:VE para germinar 50% das sementes foi V:VE =
0,60 (V. albiflora) e menor valor V:VE = 0,01 (V. caruncularis e V. glauca). Conclui-se
que sementes de Vellozia spp. requerem diferentes tempos de exposicdo a luz e razbes
V:VE para atingir a germinabilidade maxima, ndo apresentando um padrdo para o

género.

Palavras-chave: campos rupestres, fotoblastismo, pulsos de luz branca, requerimento

de luz, razdo V:VE, germinabilidade maxima.
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Abstract

The Vellozia spp. inhabit open environments and produce small seeds with different
responses of light sensitivity. However, the influence of quality and duration of light
exposition in promoting germination in seeds of Vellozia spp. it is not known, which is
the aim of this study. Dark imbibed seeds were submitted to single light pulses and
interrupted pulses by dark, and the control was maintained by continuous light and dark,
12 h photoperiod; and exposed to five R:FR ratio (25 °C). The exposure light time to
reach maximum germinability varied from 2 h (Vellozia glauca) to 84 h (V. albiflora).
V. lilacina did not reach maximum germination after 96 h. To achieve 50% of
germination, the shortest time was tso= 1 h (V. glauca) and the largest was tsp= 103,8 h
(V. lilacina). For the interrupted pulses by dark, the shortest time was 10 min (V.
glauca) and the largest 8 h (V. glandulifera). V. lilacina and V. albiflora did not reach
maximum germination after 8 h of light exposure for five days. V. pusilla and V.
albiflora showed maximum germination on the highest R:FR ratio (0,77), while V.
caruncularis and V. glauca in low R:FR ratios (0,02 and 0,08, respectively). The
highest R:FR ratio to achieve 50% of seed germination was R:FR = 0,60 (V. albiflora)
and the lowest R:FR= 0,01 (V. caruncularis and V. glauca). We conclude that seeds of
Vellozia spp. require different periods of light exposure and ratios R:FR to achieve

maximum germinability, not presenting a standard for the genre.

Key words: rocky fields, photoblastism, white light pulses, light requirement, R:FR

ratio, maximum germinability
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Introducéo

A luz é um importante sinal ambiental que afeta diferentes processos do ciclo de
vida das plantas (Baskin e Baskin, 1998), controlando desde o tempo de germinacgédo das
sementes até 0s processos de crescimento e sobrevivéncia das plantulas (Pons, 2000). O
controle pelas sementes de onde e quando germinar pode ser influenciado pela
quantidade de luz disponivel e pela capacidade de percepcdo do ambiente luminoso
(Milberg, 1997; Fenner e Thompson, 2005). O requerimento de luz pelas sementes é
distinto entre espécies, que podem variar de exposicdo por apenas alguns segundos ou
longos periodos de iluminacdo intermitente para que a germinacdo ocorra (Bewley et
al., 2013).

Nas plantas a luz € detectada através de diferentes fotorreceptores (Casal et al.,
1998; Casal et al., 2013) e, nas sementes, os fitocromos sdo 0s responsaveis por
perceber e capturar os sinais luminosos que sdo transformados em sinais internos
(Godoi e Tataki, 2005; Casal et al., 1998). Dentre os sinais internos desencadeados, séo
conhecidos 0s mecanismos que sinalizam para a biossintese de hormoénios vegetais,
como giberelinas e acido abscisico (promotor e inibidor da germinacdo de sementes,
respectivamente) (Yamaguchi e Kamiya, 2000; Ogawa et al., 2003; Yamaguchi 2008;
Seo et al., 2009; Finch-Savage e Footitt, 2012).

Os fitocromos sdo capazes de reconhecer diferentes informacdes relacionadas a
luz, incluindo intensidade, comprimento de onda e duracdo do sinal luminoso, de modo
que estes sinais sdo traduzidos para desenvolver quase todas as etapas do ciclo de vida,
dentre eles a germinagdo de sementes (Han et al., 2007). S&o descritos na literatura
cinco diferentes fitocromos, PhyA, PhyB, PhyC, PhyD e PhyE (revisto por Mathews e
Sharrock, 1997). PhyA e PhyB sdo consideradas as formas biologicamente ativas (Casal
et al., 1998) e as principais reguladoras da germinacdo de sementes em resposta a luz
(Shinomura et al., 1994; Heschel et al., 2008), com diferentes funcGes na fotopercepcao
(Shinomura et al., 1994; Casal et al., 1997). PhyA é responsavel por perceber as
transi¢Oes de luz/escuro, enquanto PhyB parece estar envolvido nas percepgOes das
razdes V:VE (Casal et al., 1997; Casal et al., 1998; Casal et al., 2013).

Em geral, sementes que necessitam de luz para germinar sdo pequenas (Baskin e
Baskin, 1998; Pons, 2000; Flores et al., 2006; Oliveira e Garcia, 2011) e ocorrem em
areas abertas expostas a alta luminosidade (Milberg et al., 2000; Kettering et al., 2006;
Garcia e Oliveira, 2007; Jankowska-Blaszczuk e Daws, 2007; Pereira et al., 2009).
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Estas condi¢cGes ambientais estdo presentes na fitofisionomia conhecida como campos
rupestres, caracterizados por ocorrer em altitudes acima 800 m (Giulietti et al., 2000),
em uma cadeia de montanhas (Cadeia do Espinhaco), no sudeste do Brasil. A vegetagédo
¢ composta principalmente por plantas herbaceas, associadas com arbustos e
subarbustos esparsos, que crescem sobre afloramentos rochosos de quartzito, ambientes
abertos com grandes flutuacBes diarias de temperatura, solos rasos e arenosos,
extremamente acidos, com baixa capacidade de retencdo de 4gua e pobres em nutrientes
(Benites et al., 2003; Benites et al., 2007; Garcia e Oliveira, 2007). Estas condicGes
restritas encontradas nos campos rupestres favorecem a colonizacdo de espécies
vegetais que apresentam caracteristicas xeromorficas e conferem a esses ambientes altos
niveis de diversidade e endemismo (Benites et al., 2003).

Velloziaceae é uma familia de distribuicdo tropical, caracteristica dos campos
rupestres da Cadeia do Espinhaco, apresentando muitas espécies endémicas (Giulietti et
al., 2005), das quais 28 estdo listadas no livro vermelho da flora do Brasil como
ameacadas (Valente et al., 2013). As espécies do género Vellozia apresentam sementes
pequenas, cuja resposta germinativa pode ser dividida em trés categorias de acordo com
a sensibilidade a luz: sementes com requerimento absoluto de luz, requerimento parcial
de luz sob ampla faixa de temperatura e sementes independentes de luz quando
submetidas a temperaturas altas (Soares da Mota e Garcia, 2013). Embora se conheca 0
comportamento das sementes submetidas a luz, sdo inexistentes estudos com énfase na
quantidade e qualidade de luz necessaria para a promocao da germinacdo de sementes
de Vellozia.

Considerando que a luz é um fator ambiental importante para iniciar a
germinacdo de sementes de Vellozia spp., este estudo objetivou verificar o
comportamento germinativo em relacdo a quantidade e a qualidade da luz para
responder as seguintes questdes: (1) Qual o tempo minimo de exposicdo a luz branca
necessario para a promocao da germinacdo maxima em sementes de Vellozia spp.?; (2)
Existem diferengas entre as espécies quanto a capacidade de germinacdo em diferentes
razdes V:VE? (3) As respostas germinativas obtidas pelas diferentes espécies de

Vellozia permitem caracterizar um padrdo germinativo para o género em relacao a luz?
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Material e Métodos

Coleta de sementes e testes de germinagéo

Sementes de 11 espécies de Vellozia foram coletadas em populacdes naturais na
Serra do Cip0 e na regido de Furnas, Minas Gerais, Brasil, nos meses de novembro de
2012 e marco de 2013 (Tabela 1). As areas de coletas estdo inseridas em campos
rupestres, que estdo, em grande parte, localizados em montanhas descontinuas da
Cadeia do Espinhaco, em altitudes acima de 800 metros (Giulietti et al., 2000). O clima
da regido é caracterizado como tropical altitudinal mesotérmico, com duas estacfes bem
definidas; uma estacdo seca (outono-inverno) com duracdo de 6 a 7 meses e uma
estacdo chuvosa (primavera-verdo) com duracdo entre 5 e 6 meses (Cheib e Garcia,
2012).

Tabela 1 — Local de coleta, altitude, habito e massa seca das sementes de Vellozia
estudadas.

Espécie Local de coleta Altitude Hébito Massa seca (mg)
(m)
V. albiflora Serra do Cipd 1067 Herbéaceo 0,73+0,14
V. caruncularis Serra do Cipd 1328 Herbéaceo 0,16+0,02
V. gigantea Serra do Cip6 1272 Arborescente 0,47+0,02
V. glabra Serra do Cip6 1334 Arborescente 0,66+0,02
V. glandulifera Serra do Cip6 1282 Herbaceo 0,49+0,01
V. glauca Furnas 872 Arborescente 0,86+0,09
V. intermedia Furnas 852 Herbéceo 0,29+0,04
V. lilacina Serra do Cip6 1265 Arbustivo 0,61 £ 0,05
V. nivea Furnas 861 Herbéceo 0,18 £ 0,03
V. pusilla Serra do Cipd 1077 Arbustivo 0,40+0,06
V. variabilis Serra do Cip6 894 Herbaceo 0,21+0,01

Os testes de germinacdo foram conduzidos em camaras de germinagdo a 25°C,

utilizando-se seis repeticdes de 25 sementes dispostas em placas de Petri forradas com
folhas duplas de papel filtro e umedecidas com solucdo de nistatina (Oliveira e Garcia,
2011). As placas mantidas no escuro foram envolvidas em folha dupla de papel
metalizado e mantidas dentro de sacos opacos de polietileno. O efeito da luz verde na
germinacdo foi testado previamente com sementes de Vellozia embebidas por 72 horas

no escuro e submetidas a periodos de 10 minutos de exposicéao a luz verde durante cinco
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dias consecutivos. Por nao apresentar diferenca significativa em relacdo ao tratamento
de escuro continuo, a luz verde foi considerada segura para a observacdo das placas
mantidas no escuro, feita semanalmente. O critério de germinacgdo foi a emergéncia da

raiz primaria.

Tempo de exposicao a luz branca

As sementes foram embebidas por 72 horas no escuro a 25°C (periodo superior
ao necessario para a estabilizacdo da curva de embebicao de acordo com Garcia e Diniz,
2003). Em sequéncia, as sementes de todas as espécies foram expostas a pulsos Unicos
de luz branca (40 umol m™ s™) por periodos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e
60 horas. Para as espécies que requereram menores tempos de exposicdo a luz foram
aplicados pulsos de 10 e 15 minutos. Espécies que requereram maiores tempos de
exposicao a luz foram submetidas a pulsos Unicos de 72, 84 e 96 horas.

Além dos tratamentos com pulso Unico foram avaliados tratamentos com luz
branca por cinco dias consecutivos, aplicada por periodos de 30 minutos, 1, 2, 4,6 e 8
horas para todas as espécies e de 10 min para V. glauca. Ap6s os tratamentos de luz
todas as placas foram mantidas no escuro por 30 dias. Em ambos 0s experimentos de
tempo de exposicdo a luz (pulso Unico e por 5 dias consecutivos) foram considerados
tratamentos controle luz continua, fotoperiodo de 12 horas e escuro continuo. Para
ambos os tratamentos de luz, as observacGes de germinacdo foram feitas semanalmente
sob luz verde de seguranca.

Para verificar o efeito da intensidade da luz na germinacéo de sementes, quatro
espécies foram selecionadas, tendo como critério 0 menor e maior tempo de exposi¢do a
luz requerido para atingir a germinabilidade maxima (V. pusilla e V. albiflora; V.
caruncularis e V. variabilis, respectivamente). Os experimentos foram conduzidos em
camara de germinago (25°C, 40 pmol m? s™) e sala de crescimento (26°C; 120 pmol
m?2 s™). Ap6s embebic&o no escuro por 72 horas, as sementes foram expostas & luz por
periodo de 30 min e 1 hora. Posteriormente, as sementes foram mantidas em condic¢des
de escuro em camaras de germinacdo (25°C) e acompanhadas semanalmente por 30

dias.

Razdo V:VE
A qualidade da luz foi testada em duas espécies que necessitaram de maiores

tempos de exposicdo a luz para atingirem germinabilidade maxima (V. albiflora e V.
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pusilla) e duas espécies que necessitaram de menores tempos de exposicao a luz (V.
caruncularis e V. glauca). As sementes foram previamente embebidas no escuro por 72
horas, submetidas a diferentes razes V:VE por periodo de 96 horas, e posteriormente,
mantidas em condicBes de escuro por 30 dias (25°C). As placas de Petri foram
iluminadas com espectro promovido por duas lampadas fluorescentes de 22 W e duas
incandescentes de 25 W, sob luz continua. Filtros de poliéster (Lee) foram colocados
entre as placas de Petri e a fonte de luz produzindo os seguintes valores de V:VE, com
0s respectivos nameros seriais dos filtros entre parénteses: 0,02 (735); 0,08 (89); 0,36
(121); 0,56 (88); 0,77 (138). Os tratamentos controle foram conduzidos sob escuro
continuo e luz branca (sem filtros, razdo V:VE = 1,03). Foram mensurados os valores de
V:VE em érea aberta (V:VE = 1,13) e sombreada (V:VE = 0,71).

Anélise estatistica

Foi calculada a porcentagem final de germinacéo, com posterior transformacéo
dos dados para arcoseno da \V%. Os dados foram testados quanto & normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Brown-Forsythe). Dados que apresentaram
normalidade e homogeneidade foram submetidos a ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. Para dados sem distribui¢cdo normal e/ou ndo homogéneos,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, e a comparacgdo entre as médias foi realizada pelo
teste de Mann-Whitney, com correcdo de Bonferroni. Os dados de intensidade luminosa
foram submetidos a “two-way” ANOVA, sendo avaliados os fatores “tempo de
exposi¢ao a luz” e “diferentes intensidades de luz”. Os valores do tsp foram
determinados a partir da equacao f=a*exp(-exp(-(x-x0)/b)), gerada pela adi¢do do ajuste

de curva Sigmoidal Gompertz3 Parameter.

Resultados

Tempo de exposicao a luz branca

As espécies estudadas necessitaram de tempos diferentes de exposicéo a luz para
atingir germinabilidade maxima (Tab. 2). Para as 11 espécies de Vellozia, foram obtidas
porcentagens de germinacao entre 50,6 a 98% nos tratamentos fotoperiodo de 12 horas e
luz continua, sem diferencas estatisticas entre estes dois tratamentos dentro de cada

espécie. Os menores tempos de exposi¢do a pulso unico de luz continua para atingir
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germinabilidade méaxima foram requeridos pelas espécies V. glabra (2 h) e V. glauca (6
h) (Tab. 2). Para as espécies V. caruncularis, V. intermedia, V. nivea, V. variabilis, V.
glandulifera e V. gigantea foram necessarios tempos intermediarios de exposicéao a luz,
variando de 24 a 48 h (Tab. 2), enquanto as espécies V. pusilla e V. albiflora
necessitaram de exposicdo por periodos mais longos (60 e 84 h, respectivamente). A
espécie V. lilacina ndo atingiu germinagdo maxima apos exposicao a luz por periodo de
96 h (Tab. 2). Em ordem decrescente, a quantidade de tempo de exposicdo a luz
requerida com pulso Unico para germinagao de 50% (tsq) das sementes, V. lilacina (tso -
134,8 h) > V. albiflora (tso = 54,2 h) > V. pusilla (tso = 39,4 h) > V. gigantea (tso = 20,9 h)
> V. glandulifera (tso = 16,6 h) > V. nivea (tso = 14,2 h) > V. caruncularis (tso= 3,7 h) > V.
glabra (tso = 3,4 h) > V. variabilis (tso = 2,9 h) > V. intermedia (tso = 1,1 h) > V. glauca
(tso=1,0 h) (Fig. 1).

Com aplicacdo de pulso de luz por periodo de cinco dias consecutivos, as
espécies V. glauca e V. glabra atingiram germinabilidade maxima ap6s curto periodo de
exposicao a luz branca (10 e 30 min, respectivamente) (Tab. 2). Tempos intermediarios
foram requeridos pelas espécies V. caruncularis, V. variabilis, V. gigantea, V.
intermedia, V. nivea e V. pusilla (entre 2 a 6 h), enquanto o maior tempo foi requerido
para as sementes de V. glandulifera (8 h) (Tab. 2). As espécies V. lilacina e V. albiflora
ndo atingiram germinagdo maxima apds exposi¢do a luz por periodo de 8 h (Tab. 2). Em
ordem decrescente em relacdo a exposicdo a luz branca por cinco dias necessaria para
germinar 50% (tsp) das sementes, V. lilacina (tso = 103,8 h) > V. albiflora (tso = 66,9 h) >
V. pusilla (tso = 14,1 h) > V. nivea (tso = 5,7 h) > V. gigantea (tso = 4,4 h) > V. variabilis
(tso = 3,9 h) > V. glandulifera (tso = 3,6 h) > V. intermedia (tso = 2,8 h) > V. glauca (tso =
2,4 h) e V. glabra (tso= 2,4 h) > V. caruncularis (tso= 1,7 h) (Fig. 2).
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Tabela 2 — Porcentagem de germinacdo sob fotoperiodo de 12 horas e tempo minimo
em horas de exposi¢do a luz branca para atingir germinacdo maxima de 11 espécies de
Vellozia submetidas a pulso Unico e pulso por cinco dias consecutivos (entre parénteses
somatorio das horas) de luz branca. NGM = N4o atingiu germinagdo méxima.

Espécie Fotoperiodo 12h (%) Pulso Unico Pulso por cinco dias

V. albiflora 87,3 84 h NGM (40h)
V. caruncularis 98 24 h 2 h (10h)

V. gigantea 78 48 h 2 h (10h)

V. glabra 60 2h 30 min (2:30h)
V. glandulifera 88 48 h 8 h (40h)

V. glauca 92,6 6h 10 min (50 min)
V. intermedia 97,3 24 h 2 h (10h)

V. lilacina 72,6 NGM(96h) NGM (40h)
V. nivea 65,3 24 h 4 h (20h)

V. pusilla 88 60 h 6 h (30h)

V. variabilis 92,6 24 h 2 h (10h)
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Figura 1 — Efeito do pulso Unico de luz em diferentes tempos de exposi¢do na
germinacdo de sementes de 11 espécies de Vellozia. Valores médios foram ajustados
através do ajuste de curva sigmoidal Gompertz3 Parameter (linha). Linhas pontilhadas
indicam 50% da germinagéo (tsou% cmax)- Simbolos fechados representam a porcentagem
de germinacdo com respectivas barras verticais correspondentes ao desvio padrdo. As
espécies foram organizados do menor para o maior tempo de exposigéo a luz.
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Figura 2 — Efeito do pulso por 5 dias consecutivos de luz em diferentes tempos de
exposicao na germinacdo de sementes de 11 espécies de Vellozia. Valores médios foram
ajustados através do ajuste de curva sigmoidal Gompertz3 Parameter (linha). Linhas
pontilhadas indicam 50% da germinacao (tsou% cmax). Simbolos fechados representam a
porcentagem de germinagdo com respectivas barras verticais correspondentes ao desvio
padrdo. As espécies foram organizados do menor para 0 maior tempo de exposicdo a
luz.
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A germinacdo de sementes de V. pusilla ndo foi afetadas pelas duas intensidades
luminosas testadas, ndo havendo diferenca significativa entre 40 e 120 umol m? s*
(Fig. 3). A germinabilidade de V. albiflora ndo apresentou interacdo significativa entre
os fatores, entretanto,as sementes apresentaram maior porcentagem de germinagdo
quando expostas por 1 h & intensidade de 40 pmol m™ s (Fig. 3). As sementes de V.
caruncularis apresentaram uma interacdo significativa entre os fatores “tempo de
exposicdo a luz” e “intensidade de luz”, apresentando aumento significativo da
germinacdo quando submetidas & intensidade de 120 pmol m? s™ por 30 minutos (Fig.
3). Para a espécie V. variabilis a interacdo entre os fatores ndo foi significativa, porém,
as sementes apresentaram maiores porcentagens de germinacdo quando expostas as
diferentes intensidades de luz por 1 hora se comparado a 30 minutos. Para esta espécie
ocorreu um aumento significativo da germinacdo quando as sementes foram submetidas

a intensidade de 120 pmol m™ s™ por 30 minutos (Fig. 3).
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Figura 3 — Germinacdo de sementes de quatro espécies de Vellozia submetidas a
diferentes tempos de exposi¢cdo a luz e intensidade luminosa. Barras representam
valores médios com respectivo desvio padrdo. (*) indicam diferencas significativas.
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Razdo V:VE

Razdes reduzidas de V:VE resultaram na diminui¢do da porcentagem final de
germinacdo em espécies que necessitam de longos periodos de exposi¢do a luz branca
para atingir germinacdo maxima (Tab. 3). As espécies V. albiflora e V. pusilla,
apresentaram germinacdo maxima somente quando as sementes foram expostas as
maiores razdo V:VE testada (> 0,77) (Tab. 3), enquanto as espécies V. caruncularis e V.
glauca atingiram germinabilidade méxima em baixas razées V:VE (0,02 e 0,08,
respectivamente) (Tab. 3). Em ordem decrescente em relacdo a razdo V:VE necessaria
para que a germinacdo de 50% (V:VE soucmax) das sementes V. albiflora (V:VE so06max
= 0,60) > V. pusilla (V:VE sowemax = 0,06) > V. caruncularis e V. glauca que
apresentaram resultados similares, correspondentes aos menores valores obtidos (V:VE
sowcmax = 0,01) (Fig. 4).

Tabela 3 — Porcentagem de germinacdo de quatro espécies de Vellozia sob diferentes
razdes V:VE. As letras comparam as colunas; letras iguais ndo apresentam diferencas
significativas entre as médias (média * desvio padréo; n=6*25).

Razéo V:VE V. pusilla V. albiflora V. caruncularis V. glauca

0 Oe 2,7+33d 13£21b 13+21c
0,02 18,0+49d 1,3+£2,1d 67,3+78a 62,7+79b
0,08 553+7.8¢C 24747 ¢ 78,7+55a 84, 7+47a
0,36 62,7+ 8,6 bc 28,0+10,8¢ 76,0+51a 833+39a
0,56 63,3+6,9 bc 42,7+65b 753+59a 873+78a
0,77 74,0+ 6,6 ab 67,3+7,7a 740+6,6a 793+78a
1,03 793+47a 69,3+£6,5a 75,3+6,4a 780+£8,7a

23



100 |V- pusilla |v. albiflora
80 | ¥ {
60 | i i .

40 |

20 1

Porcentagem de germinagao (%)
o

100 V. caruncularis 1V. glauca
80, 1 I I T I i I 1 T 1
- 1 T 1 1 - L b 1 1
60
40 | - e
20
0|
010 012 014 016 018 110 112 010 012 014 016 018 110 112
Razao V:VE

Figura 4 — Germinacdo de sementes de V. pusilla, V. albiflora, V. caruncularis e V.
glauca submetidas a diferentes razdes de comprimento de onda vermelho e vermelho-
extremo (V:VE). Valores médios foram ajustados através do ajuste de curva sigmoidal
Gompertz3 Parameter (linha). Linhas pontilhadas indicam 50% da germinacdo (V:VE
sovcmax)- Simbolos fechados representam a porcentagem de germinacdo com respectivas
barras verticais correspondentes ao desvio padrao.

Discussao

As respostas germinativas apresentadas pelas sementes de Vellozia spp.
confirmaram que a germinacéo das 11 espeécies estudadas é dependente de luz a 25°C,
como observado por Garcia e Diniz (2003), Garcia et al. (2007) e Soares da Mota e
Garcia (2013). Estudos realizados com espécies de outras monocotiledoneas tipicas dos
campos rupestres relataram que grande parte das espécies apresentam comportamento
fotoblastico positivo restrito ou maiores porcentagens de germinagdo na presenca de luz
(Abreu e Garcia, 2005; Oliveira e Garcia, 2005; Oliveira e Garcia, 2011). Os

tratamentos de luz continua e fotoperiodo de 12 h estimularam germinacdo maxima nas
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sementes das espécies de Vellozia estudadas, sem diferencas entre ambos os tratamentos
dentro de cada espécie, corroborando os resultados relatados para algumas espécies de
Eriocaulaceae (Barreto, 2012).

As sementes das espécies investigadas neste estudo necessitaram de tempos
diferenciados de exposicdo a pulso Unico de luz branca para atingirem os valores de
germinabilidade mé&xima, variando de 2 h a mais de 96 h de exposicéo a luz. Embora
seja conhecido que sementes de algumas espécies dependentes de luz sdo capazes de
germinar apos exposi¢do a luz por minutos ou segundos (Scopel et al., 1994; Carreira
and Zaidan, 2007; Milberg, 1997; Ohadi et al., 2010), mais de 80% das espécies de
Vellozia investigadas necessitaram de tempos superiores a 24 h para atingirem
germinabilidade méxima. Resultados similares foram obtidos por Kettering et al.,
(2006) com Carex spp. (Cyperaceae), Nishii et al., (2012) com Streptocarpus rexii
(Gesneriaceae) e Barreto (2012) com espécies de Eriocaulaceae, cujas sementes
apresentaram germinabilidade méxima somente quando expostas a luz por longos
periodos. Segundo Kettenring et al., (2006), a necessidade de longos periodos de
exposicdo a luz é um indicativo para adaptacdo das espécies a areas abertas, que
favorecem a exposicao das sementes a luz, como € o caso dos campos rupestres, onde
ocorrem as espécies de Vellozia estudadas.

Embora o requerimento de luz pelas sementes possa ndo apresentar uma relagao
direta com o tamanho das sementes (Kettering et al., 2006), diferentes autores relatam
que a luz age como um fator determinante da germinacdo de sementes que apresentam
tamanho reduzido (Baskin e Baskin, 1998; Milberg et al., 2000). O requerimento de luz
para a germinagdo apresentado pelas sementes de Vellozia pode estar associado ao
tamanho reduzido das sementes estudadas até o0 momento (entre 0,06 e 1,21 mg) (Garcia
e Diniz, 2003; Garcia et al., 2007; Soares da Mota e Garcia, 2013 e este estudo).

O tratamento com luz intermitente diminuiu significativamente o periodo de
exposicdo a luz requerido para atingir germinabilidade méxima em 55% das espécies,
mostrando que a maioria das espécies de Vellozia respondem a menores tempos de
exposicdo quando submetidas a pulso de luz interrompido por escuro. Resultados
similares foram descritos por Grubisic e Konjevic (1990) para sementes de Paulownia
tomentosa e por Hsiao e Vidaver (1984) com sementes de Lactuca sativa, cuja
germinacdo € promovida por pulsos de luz VV (vermelha) intercalados com escuro. De
acordo com Casal et al., (1998), pulsos de luz interrompidos por condigéo de escuro séo

mais eficientes na promog¢édo da germinagdo, uma vez que o sinal luminoso percebido
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durante o pulso de luz continua operando durante algum tempo apds as sementes serem
transferidas para o escuro. Grubisic e Konjevic (1990) verificaram que sementes que
respondiam apenas a longos periodos de exposicao a luz necessitaram de dois pulsos de
luz para induzir a germinacgdo. Os autores sugerem que o primeiro pulso de luz V inicia
uma cadeia de reacGes do escuro que é observado somente apos o segundo pulso de luz,
de forma que o primeiro pulso estaria atuando na sensibilizagdo das sementes, enquanto
0 segundo seria o responsavel por desencadear a germinacdo propriamente dita.

A luz controla a germinacédo de sementes através dos fitocromos (Tataki, 2001) que,
apos perceberem e capturarem os sinais luminosos, desencadeiam uma série de
processos internos, dentre eles, a sintese de hormdnios vegetais (Finch-Savage e Footitt,
2012; Godoi e Tataki, 2005). Os fitocromos, além de controlar a germinacdo atraves da
regulacao dos niveis de hormdnios nas sementes (Seo et al., 2009), atuam na percepcao
de luz/escuro e da qualidade da luz (razdo V:VE) (Casal e Sanchez, 1998; Tataki, 2001).
Os principais fitocromos envolvidos no controle da germinagdo em resposta a luz sdo o
PhyA e o PhyB (Shinomura et al., 1994; Heschel et al., 2008). PhyA ¢é a forma
responsavel por perceber as transicdes de luz/escuro (Casal et al., 2013) e atua em
resposta a luz VE (Heschel et al., 2008). Pode mediar respostas de alta irradiancia (HIR)
e respostas de muito baixa fluéncia (VLFR) quando submetidas a pulsos de luz continua
e pulsos de luz interrompidos por escuro, respectivamente (Casal et al., 1997). As
razdes V:VE sao percebidas pelo PhyB, que também estdo envolvidos nas resposta a luz
V (Casal et al., 2007; Heschel et al., 2008) e sdo responsaveis por mediar respostas tipo
VLFR, quando as sementes sdo submetidas a pulsos de luz continua (Casal et al., 1998).

Os estudos que abordam o comportamento germinativo em relagcdo a qualidade da
luz sdo importantes por indicarem o grau de tolerancia das espécies a diferentes razbes
V:VE que podem ocorrer em ambientes naturais (Valio e Scarpa, 2001). Sementes de
Vellozia requerem razdes V:VE diferenciadas para germinacdo maxima. Espécies que
requerem longos tempos de exposicdo a luz, como V. albiflora e V. pusilla, atingiram
germinacdo maxima somente quando expostas as maiores razdes testadas, indicando
gue estas sementes germinam apenas quando em ambientes abertos e expostos a grande
intensidade de luz, assim como observado para a area de ocorréncia das Vellozias
estudadas, apresentando altos valores de V:VE (1,13) e alta intensidade luminosa (1.296
umol m™ s). Entretanto, espécies que requerem menor tempo de exposicao a luz, como
V. caruncularis e V. glauca, foram capazes de atingir germinabilidade maxima em

razdes V:VE muito baixas (0,02 e 0,08, respectivamente), o que sugere que estas
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espeécies sdo capazes de germinar em locais sombreados e com baixa intensidade de luz.
De acordo com Pereira et al. (2009), sementes de espécies de rupicolas de Bromeliaceae
que, portanto, estdo expostas a altas irradiancias, séo inibidas por baixas razdes V:VE.
O comportamento germinativo apresentado pelas sementes de V. caruncularis e V.
glauca (curtos periodos de luz e baixas razdes de V:VE para atingirem germinabilidade
maxima) sugerem que estas espécies respondem por VLFR, que sdo mediadas pelo
PhyA e induzidas em baixas proporcdes de fitocromo Pfr (Casal et al., 1998).

Os resultados obtidos neste estudo confirmaram que as sementes de todas as
especies de Vellozia estudadas sdo dependentes de luz para germinacdo a 25°C, porém,
apresentam requerimentos distintos de exposi¢cdo a luz que podem variar de 2 h a
periodos superiores que 96 h para pulso Unico e de 10 min a periodos maiores que 8 h
nos tratamentos de luz interrompidos por escuro. O tempo minimo requerido de
exposicdo a luz estd diretamente relacionado a razdo V:VE necessaria para
germinabilidade méxima, de modo que as espécies que requerem maior tempo de
exposicdo a luz altas porcentagens de germinacdo também necessitam de maiores razdes
V:VE, e espécies que requerem menor tempo de exposicdo a luz sdo capazes de
atingirem valores maximos de germinacdo em baixas razGes V:VE. Estes dados
mostram que as espécies de Vellozia estudadas ndo apresentam um padrao especifico de

germinacao em resposta a luz para o género.
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ABA MODULA A GERMINACAO DE SEMENTES DE Vellozia spp. EM
RESPOSTA ALUZ E TEMPERATURA
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Resumo

A germinagdo é controlada por interacGes de fatores internos, como 0s hormonios
giberelinas (GA) e &cido abscisico (ABA), e externos, como luz e temperatura. Este
trabalho investigou a relacdo entre luz, temperatura e os horménios giberelinas (GAS) e
acido abscisico (ABA) na germinagdo de Vellozia caruncularis, V. intermedia e V.
variabilis, cujas sementes sdo indiferentes a luz sob altas temperaturas. As sementes
foram incubadas em solucGes de 100 UM de GA e ABA e seus inibidores (paclobutrazol
e fluridone). Os niveis de GAs e ABA foram quantificados por HPLC acoplado a MS-
MS em sementes de V. intermedia e V. variabilis durante a embebigdo. ABA inibiu a
germinacdo das espécies de Vellozia em todas as condigdes testadas. Fluridone,
fluridone+GA; e giberelinas estimularam a germinagdo no escuro a 25 °C (GA4; mais
efetiva que GA3). A aplicacdo de paclobutrazol reduziu a germinacdo de sementes de V.
caruncularis e V. variabilis, entretanto, ndo afetou a germinacédo de V. intermedia a 40
°C sob luz e escuro. Ao longo da embebicédo, os niveis de GAs ativas foram reduzidos
em V. intermedia e ndo variaram em V. variabilis em ambas as temperaturas. A
embebicdo sob 40 °C favoreceu a diminui¢do dos niveis endogenos de ABA nas
sementes das duas espécies. Conclui-se que o ABA ¢ responsavel por modular a
germinacdo das sementes de Vellozia estudadas.

Palavras chave: Acido abscisico, giberelinas, paclobutrazol, fluridone, germinacéo,

Velloziaceae.
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Abstract

Germination is controlled by interactions of internal factors such as hormones
gibberellins (GA) and abscisic acid (ABA), and external, such as light and temperature.
This work aimed to investigate the relationship between light, temperature and the
hormones gibberellins (GAs) and abscisic acid (ABA) in the germination of Vellozia
caruncularis, V. intermedia and V. variabilis, whose seeds do not require light to
germinate in high temperature. The seeds were incubated in solutions 100 uM of GA
and ABA and in their inhibitors (paclobutrazol and fluridone). The levels of GAs and
ABA were analyzed by HPLC coupled to MS-MS in seeds of V. intermedia and V.
variabilis during imbibition. ABA inhibited the germination of Vellozia seeds in all
conditions. Fluridone, fluridone+GAg; and gibberellins stimulated the germination in the
dark at 25 °C (GA; was more effective than GA3). Paclobutrazol inhibited the
germination in both species, V. caruncularis and V. variabilis, however did not affect
the germination in V. intermedia at 40 °C in the light or in the dark. During imbibition,
the levels of bioactive GAs decreased in V. intermedia and did not change in V.
variabilis in both temperatures (25 and 40 °C). The imbibition at 40 °C promoted the
reduction of endogenous ABA levels in the seeds of both species. We can conclude that
ABA modulates the germination of Vellozia seeds.

Keywords: Abscisic acid, gibberellins, paclobutrazol, fluridone, germination,

Velloziaceae.
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Introducéo

Os fatores ambientais sdo importantes na regulacdo da germinagdo por
influenciar nas adaptacGes das espécies ao local de ocorréncia e promover
caracteristicas germinativas diversificadas (Vazques-Yanes e Orozco-Segovia, 1993;
Seo et al. 2006). Dentre os principais fatores ambientais destacam-se a temperatura e a
luz (Bewley e Black, 2013). A temperatura influencia na porcentagem e velocidade de
germinacdo, devido aos efeitos que exerce sobre a permeabilidade das membranas
(Bewley e Black, 2013; Zheng et al. 2005), atividade enzimatica e metabolismo
respiratdrio (Simon et al. 1976; Okusanya, 1980). A luz controla a germinacao por meio
da percepc¢do e transdugdo de sinais, utilizando moléculas como os fitocromos, que
modulam os niveis dos principais hormdénios envolvidos na germinacdo, o acido
abscisico (ABA) e as giberelinas (GASs) (Seo et al. 2009).

Estudos recentes tém abordado as interagOes entre GAs e ABA com luz e
temperatura, com o intuito de estabelecer como estas relacbes modulam os processos de
inducdo e inibicdo da germinacdo de sementes in situ (Seo et al. 2009; Huarte e Benech-
Arnold, 2010; Finch-Savage e Footitt, 2012). As GAs sdo consideradas promotoras da
germinacdo de sementes (Seo et al. 2006; Seo et al. 2009; Finch-Savage e Footitt,
2012), por estimular o crescimento do embrido e induzir a sintese de enzimas que atuam
no enfraquecimento do endosperma micropilar (Kucera et al. 2005; Yamaguchi et al.
2001; Yamaguchi, 2008). O metabolismo de GAs pode ser influenciado pela luz, que
contribui para mudancas no balanco hormonal (Seo et al. 2009), através da expressao de
genes envolvidos na biossintese de GAs bioativas e no catabolismo de ABA (Nambara
et al. 2010; Finch-Savage e Footitt, 2012).

O ABA é sintetizado a partir da via biossintética de carotenoides e tem como
principais fun¢des induzir a dorméncia priméria e inibir a germinacdo precoce das
sementes (Nambara et al. 2010). O ABA age ndo apenas como um mantenedor da
dorméncia, mas também atua como um regulador negativo da germinacdo (Kucera et al.
2005), atraves da inibicdo da sintese ou da atividade das enzimas que atuam na
degradacdo da parede celular (Chen et al. 2007; Chen et al. 2008; Finch-Savage e
Footitt, 2012) ou por impedir a expansao da radicula (Miransari e Smith 2014). Quando
as sementes séo expostas a condigdes ambientais favoraveis a germinacao, pode ocorrer
decréscimo nos niveis de ABA e aumento da sintese de novo de GAs, o que favorece a

germinacdo (Ogawa et al. 2003).
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Os niveis dos horménios GAs e ABA podem ser alterados na presenca de
paclobutrazol e de fluridone , respectivamente (Kusumoto et al. 2006). A aplicacdo de
paclobutrazol age bloqueando a sintese de GAs bioativas (Huarte e Benech-Arnold,
2010) e, consequentemente, pode inibir a germinacdo (Kepczzynski e Kepczynska,
1988; Chen et al. 2010; Huarte e Benech-Arnold, 2010). Por outro lado, a biossintese de
ABA pode ser bloqueada pela aplicagcdo de fluridone, culminando na promocdo da
germinagdo de algumas espécies (Chen et al. 2007; Huarte e Benech-Arnold, 2010),
sendo também eficiente na superacdo de dorméncia fisioldgica (Chen et al. 2007; Chen
et al. 2008; Yoshioka et al. 1998).

Existe um crescente reconhecimento de que as vias de sinalizacdo das plantas
para luz e temperatura estdo conectadas, entretanto, em contraste com as relativamente
bem conhecidas vias de sinalizacdo a luz, tem sido dificil caracterizar a percepcao e
sinalizacdo em resposta a temperatura (Franklin et al. 2014). Em sementes, 0s
mecanismos de atuacdo da luz na promocao da germinacdo sdo bem elucidados, mas o
tipo de sinalizacdo celular com o qual respondem as variagdes de temperatura ainda nao
estd claro (Samach e Wigge, 2005). Estudos realizados com sementes de Vellozia spp.
(Velloziaceae), um género tipico dos campos rupestres do Brasil, mostraram que luz e
temperatura sdo fatores ambientais que modulam as respostas germinativas (revisado
por Garcia e Oliveira, 2007; Soares da Mota e Garcia, 2013). Sementes de Vellozia spp.
tém um padrdo distinto de germinacdo; alta germinabilidade em ampla faixa de
temperatura, com requerimento de luz em temperaturas < 30°C e independéncia de luz
em temperaturas mais altas (35 e 40°C).

Esta resposta diferenciada e raramente reportada, torna estas espécies um
modelo para estudos que buscam entender as bases fisioldgicas das relacdes entre luz e
temperatura na regulacdo da promocdo e inibicdo da germinacdo de sementes. O
objetivo deste estudo foi investigar, pela primeira vez, a relacéo entre luz, temperatura e
os hormonios ABA e GAs na germinacdo de sementes de trés espécies de Vellozia, sob
temperaturas com respostas germinativas contrastantes (25°C, condi¢do na qual a
germinacdo é dependente de luz e 40°C, germinacdo independente de luz). Este estudo
foi desenvolvido com o intuito de responder as seguintes questfes: (1) A aplicacéo
exogena de GAs pode substituir o requerimento de luz em sementes de Vellozia spp.
mantidas no escuro a 25°C?; (2) A aplicacdo de ABA inibe a germinacdo de sementes
em todas as condigdes favoraveis?; (3) A aplicacdo de paclobutrazol e de fluridone é

capaz de inibir e promover a germinagédo, respectivamente?; (4) A temperatura de
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incubacdo influencia nos niveis endogenos de GAs e ABA durante a germinacdo de

sementes de Vellozia spp. no escuro?

Material e Métodos

Material vegetal

Sementes de Vellozia caruncularis e V. variabilis foram coletadas na Serra do
Cipo (19°13°217S/43°29°5870; 19°23°067S/43°41°15”0 respectivamente) e de V.
intermedia na regido de Furnas (20°38°39”S/46°15°56°0), Minas Gerais, Brasil. Ambos
os locais de coleta estdo em areas de campos rupestres, fitofisionomia encontrada em
montanhas descontinuas da Cadeia do Espinhaco, em altitudes acima de 800 m
(Giulietti et al. 2000). O clima da regido é caracterizado como tropical altitudinal
mesotérmico, com duas estacdes bem definidas; uma estacdo seca (outono-inverno) com
duracéo de 6 a 7 meses e uma estacdo chuvosa (primavera-verdo) com duragédo entre 5 e
6 meses (Cheib e Garcia, 2012). A temperatura varia entre as estacfes, havendo
registros de temperaturas proximas de 5°C e de 50°C na superficie do solo durante o ano
(Giorni, 2009).

Testes de germinacao

Os experimentos foram conduzidos em camaras de germinacdo a 25 e a 40°C.
Para cada tratamento foram utilizadas seis repeticdes de 25 sementes dispostas em
placas de Petri forradas com folha dupla de papel filtro umedecida com solucdes de
GAs e ABA e seus respectivos inibidores, conforme o tratamento aplicado. Nos
tratamentos controle (luz e escuro a 25°C e luz e escuro a 40°C), as placas foram
umedecidas com solucdo de nistatina (Oliveira e Garcia, 2011). Para a condi¢do de
escuro, as placas de Petri foram envolvidas em folha dupla de papel metalizado e sacos
opacos de polietileno e as observacGes realizadas sob luz verde de seguranca. A
germinacdo foi acompanhada por 15 dias e o critério de germinagdo utilizado foi a

emergéncia da raiz primaria.

Experimento 1: Tratamentos com hormonios e seus inibidores
Foram testadas aplicacbes de ABA, GA; GA, (Sigma-Aldrich) e seus

respectivos inibidores de biossintese, fluridone ({1-metil-3fenil-5-[3-triuo-metil-
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(fenil)(-4-(1H)-piridinoma}) e paclobutrazol ([2RS,3RS-1-(4-clorofenil)-4,4-dimetil-2-
(1H1,2,4-Triazol-1-il)pentran-3ol]) (Fluka-Analytical). Para todos os tratamentos, as
placas de Petri foram umedecidas com 5ml de solugdo de hormonio ou inibidor na
concentracdo de 100 uM (Benech-Arnold et al. 2003; Huarte e Benech-Arnold, 2010).
Para o tratamento com combinacgdo de horménio e inibidor foi utilizada solucdo de GA3
(100 pM) + fluridone (100 pM).

O periodo estabelecido para imersdo das sementes nas solugdes de hormonios e
inibidores foi de 96 horas (tempo meédio necessario para as sementes de Vellozia
atingirem a germinabilidade maxima, de acordo com Soares da Motta e Garcia, 2013).
Para os tratamentos com GA3, GA, e fluridone (FLU), as sementes foram mantidas no
escuro a 25°C; para tratamentos com ABA e paclobutrazol (PCB), as sementes foram
mantidas na luz a 25 ou a 40°C e no escuro a 40°C. Apds o periodo de incubacdo nos
horménios e inibidores todos os tratamentos foram transferidos paraa condicdo de

escuro e acompanhados por 15 dias.

Experimento 2: Analise do perfil hormonal

Devido as respostas germinativas contrastantes no escuro a 25 e 40°C, sementes
de V. intermedia e V. variabilis foram selecionadas para as anlises do perfil hormonal
durante a embebicdo nestas condi¢des. Os tempos de embebicdo foram estabelecidos
partindo de zero (sementes secas, antes da embebicdo) ao inicio da germinacdo visivel
(emergéncia da raiz primaria) de cada espécie (em horas) - tempo maximo para que as
flutuacBes hormonais pré-germinativas ocorressem. Vellozia intermedia e V. variabilis
iniciam a germinacdo apds 36 e 60 horas de embebicdo, respectivamente, portanto, as
analises foram realizadas com 0, 12, 24 e 36 horas de embebicdo para as sementes de V.
intermedia e 0, 15, 30 e 60 horas para V. variabilis. Os niveis de ABA, GAs ativas
(GA1, GA3, GA,) e GAs precursoras (GAg, GA1g9, GAy € GAy4) foram determinados em
sementes de V. intermedia e V. variabilis como descrito por Muller e Munné-Bosch
(2011), com modificacGes. Amostras de 100 mg de sementes (n = 5) foram trituradas
em nitrogénio liquido e os hormdnios extraidos com metanol e 1% de acido acético
glacial, incluindo padrdes internos, utilizando aparelho de ultrassom. O volume total de
sobrenadante coletado foi centrifugado (9000 g por 15 minutos a frio) e filtrado,
utilizando filtro 0,22 ym PTFE (Waters, Milford, MA, USA). As amostras foram

analisadas por cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrémetro de
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massa (HPLC-MS/MS). A quantificacdo foi feita por curvas de calibracdo incluindo

padrdes internos para cada hormonio analisado.

Anélise estatistica

Para o Experimento 1 foram calculadas as porcentagens finais de germinacéo,
com posterior transformacio dos dados para arcoseno V%. Foram realizados testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Brown-Forsythe) e os dados que
apresentaram homogeneidade de variancias e normalidade foram analisados por
ANOVA e as comparacdes entre as médias realizadas pelo teste de Tukey, considerando
P < 0,05. Para os dados que, mesmo ap6s a transformacdo, permaneceram com
variancias ndo homogéneas e/ou ndo normais foi realizado teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Mann-Whitney com correcdes por Bonferroni.
Para o Experimento 2, os dados de tempo de embebicdo em cada temperatura (25 e
40°C) foram analisados usando “two-way” ANOVA, sendo “tempo de embebi¢do” e
“temperatura” os fatores avaliados. Quando foram encontradas diferencas significativas
para os fatores, comparacdes por teste de Tukey foram realizadas para determinar

diferencas individuais entre as médias.

Resultados

Tratamentos com hormaonios e seus inibidores

As sementes das trés espécies de Vellozia apresentaram alta germinabilidade na
presenca de luz em ambas as temperaturas (25 e 40°C). A germinacdo foi inibida no
escuro a 25°C, entretanto, na temperatura de 40°C ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos de luz e escuro (Fig. 1).

ABA e PCB inibiram a germinacdo das sementes de V. caruncularis em todas as
condigOes testadas (25°C na presenca de luz, 40°C na luz e no escuro) (Fig. 1). A
aplicacdo de GA promoveu parcialmente a germinagdo das sementes no escuro (maior
germinabilidade com GA, que com GAg3), ambas com porcentagem de germinagéo
inferiores aos tratamentos controle (40°C no escuro e 25°C na luz) (Fig. 1). Nos
tratamentos GA3+FLU e FLU as sementes apresentaram alta germinabilidade, sem
diferenca em relagéo aos tratamentos controle (escuro a 40 °C e luz a 25 e 40°C) (Fig.
1).
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Em sementes de V. intermedia a germinacao foi inibida pela aplicacdo de ABA
em todas as condicOes testadas (Fig. 1). PCB reduziu a germinagéo a 25°C na luz, no
entanto, ndo teve efeito nos tratamentos sob luz e escuro a 40°C (Fig. 1). A germinagéo
das sementes ndo foi promovida com a aplicacdo de GAg3, sem diferenca significativa
em relacdo ao controle no escuro a 25°C, entretanto, GA, estimulou a germinagdo com
porcentagens similares as obtidas no escuro a 40°C (P > 0,05) (Fig. 1). Sementes
tratadas com FLU+GA; apresentaram germinabilidade sem diferengas significativas em
relacdo aos tratamentos a 25 °C na luz e 40 °C na luz e escuro (P > 0,05) (Fig. 1). A
aplicacdo de FLU promoveu a germinacgdo, entretanto, com valores inferiores aos
obtidos com FLU+GA;.

ABA inibiu completamente a germinacdo, enquanto PCB reduziu a germinagéo
das sementes de V. variabilis em todas as condic¢des testadas (luz a 25°C; luz e escuro a
40°C). Os tratamentos com GAz; e GA; promoveram parcialmente a germina¢do no
escuro a 25 °C; GA, foi mais efetiva que GAs (Fig. 1). A aplicacdo de FLU+GA;
promoveu a germinagdo no escuro a 25°C, sem diferenca significativa em relacdo ao
tratamento controle na luz a 25°C (P > 0,05) (Fig. 1). FLU promoveu a germinacgéo
com porcentagens similares aos tratamentos controle na luz e escuro a 40°C, porém,

com germinabilidade inferior ao controle na luz a 25°C (P > 0,05) (Fig. 1).
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Figura 1 - Porcentagem de germinacdo de trés especies de Vellozia mantidas nas
temperaturas de 25 e 40 °C sob luz ou escuro continuo, tratadas com diferentes
reguladores de crescimento (CTR = controle; GA3 e GA, = giberelinas; ABA = &cido
abscisico; PCB = paclobutrazol; FLU = fluridone). Barras verticais indicam o desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos dentro
de cada grafico.

41



Perfil hormonal

Em sementes de V. intermedia foram detectadas giberelinas ativas (GA;, GAsz e
GA,) e precursoras (GAg, GA19, GAz e GAy4: dados ndo mostrados) durante a
embebicdo nas temperaturas de 25 e 40°C. Foi observada reducdo dos niveis de GAs
ativas total (GA; + GA3 + GA,4) em ambas as temperaturas (Fig. 2). Os niveis de ABA
foram significativamente reduzidos durante a embebicdo a 40°C. A interacdo entre
tempo de embebicdo e temperatura foi significativa, evidenciando que no tempo de 24 e
36 horas as sementes mantidas a 25°C apresentaram conteddo de ABA superior as
mantidas a 40°C (Fig. 2). As razdes GAs ativas por ABA (GAs/ABA), em geral, foram
menores em sementes mantidas a 25 que aquelas a 40°C. Na temperatura de 25°C houve
reducdo significativa da razdo GAS/ABA do tempo zero para oS demais tempos
amostrados (Fig. 2).

Em sementes de V. variabilis foram detectadas GAs precursoras (dados nao
apresentados) e GAs ativas, as quais ndo mostraram alteracdo significativa durante a
embebicdo em ambas as temperaturas (25 e 40°C) (Fig. 2). Os niveis de ABA foram
reduzidos durante a embebicdo (30 e 60 horas) a 40°C, entretanto, ndo sendo observada
alteracdo nas sementes mantidas na temperatura de 25°C. A interacdo entre tempo de
embebicdo e temperatura foi significativa; os niveis de ABA foram maiores nas
sementes embebidas a 25°C que a 40°C no tempo de 30 horas (Fig. 2). A razdo
GAs/ABA em sementes de V. variabilis permaneceu constante a 25°C, entretanto, a
40°C a razdo GAsS/ABA foi maior nos tempos de 30 e 60 horas de embebicdo em

relagdo aos tempos de 0 e 15 horas (Fig. 2).
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Figura 2 - Niveis de giberelinas ativas (GA1, GAs e GA;), ABA e da razdo GAs

ativas/ABA em sementes de Vellozia intermedia (esquerda) e Vellozia variabilis
(direita). Dados representam as médias +
interacao dos fatores foram testadas por “two-way” analise de variancia (ANOVA) com
tempo de embebicdo e temperatura como fatores. NS, ndo significativo. (*) Diferencas
significativas da interacgdo entre os fatores.

erro padrdo (n = 5). Diferengas entre a
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Discussao

Luz e temperatura sdo fatores ambientais percebidos pelas sementes através da
integralizacdo de sinais, por meio dos quais as respostas fisioldgicas sdo desencadeadas
(Samach e Wigge, 2005). As espécies do bioma Cerrado, que inclui a fitofisionomia de
campos rupestres, podem germinar na faixa de 10 a 45°C, com requerimentos de luz e
temperatura distintos entre as espécies (Zaidan e Carreira, 2008). A temperatura pode
afetar a germinacéo e a sensibilidade a luz, de forma que as sementes podem apresentar
requerimento de luz em algumas temperaturas, mas em outras ndo (Pons, 2000). Em
sementes de Vellozia, o requerimento de luz pode ser alterado pela temperatura, uma
vez que, na presenca de luz, as sementes germinam em ampla faixa de temperatura e, no
escuro, apenas em temperaturas elevadas (35 e 40°C) (Garcia e Diniz, 2003; Garcia et
al. 2007; Soares da Mota e Garcia, 2013).

A luz promoveu a germinagdo das sementes de Vellozia estudadas, em
porcentagens superiores a 62% em ambas as temperaturas (25 e 40°C), assim como
observado para outras espécies do género (Garcia e Oliveira, 2007; Soares da Mota e
Garcia, 2013). Durante a embebicdo das sementes na presenca de luz ocorre sintese de
novo de GAs através da regulacdo do gene GA 3-B-hidroxilase (Yamaguchi et al. 1998)
e decréscimo nos niveis de ABA pela expressio de ABA 8’-hidroxilase, que
consequentemente promovem a germinacdo (Nambara e Marion-Poll, 2005, Seo et al.
2006).

A aplicacdo exdgena de GAs pode substituir o requerimento de luz em sementes
de muitas espécies, estimulando o processo de germinacdo no escuro (Yamaguchi e
Kamiya, 2000; Yamaguchi e Kamiya, 2002, Leon et al. 2007; Dissanayake et al. 2010).
Nas espécies de Vellozia investigadas, a aplicacdo de GAs promoveu parcialmente a
germinacdo, ndo substituindo totalmente o requerimento de luz exigido pelas sementes
mantidas a 25°C. Segundo Hilhorst et al. (1986), a luz é responsavel pela promocao da
germinacdo de sementes por estimular a biossintese e/ou aumentar a sensibilidade as
GAs, através da sintese de novo e/ou aumento da atividade de receptores de GAs.

A germinacdo de sementes tratadas com paclobutrazol pode ser inibida (Huarte e
Benech-Arnold 2010; Hu et al. 2012), uma vez que este composto age sobre as
monooxigenases do tipo citocromo Py4sp presentes na rota biossintética das giberelinas,
inibindo a sintese de GAs bioativas (Fletcher et al. 2000; Randemacher, 2000). A

germinacdo das sementes de V. caruncularis e V. variabilis tratadas com paclobutrazol
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foi reduzida de 42% (V. variabilis na luz a 40°C) a 94% (V. caruncularis na luz a 25°C).
O efeito inibitério de paclobutrazol também foi observado para diferentes espécies
(Benech-Arnold et al. 2003; Goggin et al. 2009; Huarte e Benech-Arnold, 2010; Hu et
al. 2012). As sementes de V. caruncularis e V. variabilis mostraram-se mais sensiveis a
acao de paclobutrazol que as de V. intermedia, 0 que sugere mecanismos de resposta
diferenciados entre as espécies. A promocao da germinacdo das sementes das espécies
de Vellozia na presenca de giberelinas sugere que a sintese de GAs ativas seja
necessaria para que ocorra a germinagdo na presenca de luz a 25°C, especialmente para
V. caruncularis e V. variabilis.

O ABA tem como principal funcdo manter a dorméncia de sementes e inibir o
processo de germinacdo precoce (Toorop et al. 2000; Kucera et al. 2005). A aplicacdo
de ABA reduziu drasticamente a germinacdo das sementes de Vellozia spp., variando de
60% (V. intermedia na luz 40°C) a 100% (V. variabilis e V. caruncularis no escuro a
40°C), assim como observado para sementes de outras espécies (Goggin et al. 2009;
Chen et al. 2010; Huarte e Benech-Arnold, 2010; Hu et al. 2012),

O efeito inibitorio da germinacdo imposto pelo ABA pode ser blogueado com a
aplicacdo de fluridone (Ali-Rachedi et al. 2004). Fluridone atua na via dos carotenoides
bloqueando a biossintese de ABA e, consequentemente, promove a germinagdo (Chen
et al. 2007; Huarte e Benech-Arnold, 2010. A germinacdo das trés espécies de Vellozia
foi promovida com a aplicacdo de fluridone, como observado em outras espécies
(Yoshioka et al. 1998; Benech-Arnold et al. 2003; Goggin et al. 2009; Chen et al. 2010;
Hu et al. 2012).). Embora seja conhecido o efeito do ABA na germinacdo e/ou
manutencdo da dorméncia (Seo et al. 2009; Finch-Savage e Footitt, 2012), ainda nao
estdo claros os mecanismos pelos quais os fatores ambientais influenciam no
metabolismo de ABA. Os resultados obtidos para as sementes de Vellozia mantidas no
escuro a 25°C sugerem que, nestas condi¢cdes ocorre sintese de ABA, uma vez que a
inibicdo da sintese de ABA com a aplicacgdo de fluridone promoveu a germinagéo.

Alguns trabalhos demonstram que a germinacdo no escuro em baixas
temperaturas (4 °C) é promovida pela indugdo da expressdo de genes da sintese de novo
de GAs (Derkx et al. 1994; Yamauchi et al. 2004; Penfield et al. 2006) e que em
sementes de Arabidopsis existe supressdo de genes de biossintese de GAs em altas
temperaturas (Toh et al. 2008). Neste estudo ndo foram testadas temperaturas baixas,
entretanto, em temperaturas com respostas germinativas contrastantes no escuro (25 e

40°C), ndo foi observada a sintese de GAs bioativas pelas sementes de Vellozia spp. em
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ambas as condi¢des. Em condigdes de escuro, independente da temperatura testada as
sementes de V. intermedia tiveram seus niveis de GAs ativas reduzidos, enquanto nas
sementes de V. variabilis ndo houve alteragdo, 0 que sugere que 0 sucesso germinativo
dessas espécies a 40°C no escuro nao esta relacionado com a biossintese de GAs.

Os trabalhos que elucidam os mecanismos pelos quais a temperatura afeta os
niveis hormonais ainda sdo escassos. Alguns trabalhos sugerem que temperaturas altas
induzem a termoinibicdo da germinacdo devido a sintese de novo de ABA (Yoshioka et
al. 1998; Gonai et al. 2003; Tamura et al. 2006; Toh et al. 2008). Okamoto et al. (2006)
verificaram que o gene que codifica a sintese da enzima chave no processo de
catabolismo de ABA (8’-hidroxilase) exerce controle da germinacdo de Arabidopsis em
resposta as variacdes de temperatura na presenca de luz. Em sementes de cevada
embebidas no escuro os niveis de ABA foram menores aos obtidos quando em presenca
de luz continua, contribuindo para que os grdos germinassem no escuro (Gubler et al.
2008). Para as espécies de Vellozia estudadas podemos concluir que o metabolismo de
ABA foi influenciado pela temperatura, devido as diferencas observadas a 40 e a 25°C.
Na temperatura de 25°C no escuro foi observada uma tendéncia de aumento dos niveis
de ABA, indicando sintese de novo de ABA, o que foi confirmado com os resultados da
aplicacdo de fluridone. A redugdo dos niveis de ABA, observados nas sementes
embebidas no escuro a 40°C, sugere que nesta condi¢cdo ocorre aumento do catabolismo
de ABA, permitindo a germinacéao.

Os dados de ambos os experimentos demostraram que V. intermedia é mais
sensivel que V. variabilis a aplicacdo de GAs, principalmente GA,. Embora ndo tenha
sido evidenciada a sintese de GAs ativas durante a embebigdo no escuro, pode-se inferir
que esse processo ocorre na presenca de luz a 25°C, uma vez que a aplicacdo de
paclobutrazol reduziu a germinacdo nestas condi¢cdes em sementes de V. caruncularis e
V. variabilis. A analise do perfil hormonal evidenciou que as sementes secas de V.
intermedia apresentam maior conteldo de GAs ativas que as de V. variabilis, o que
pode ter permitido a germinacdo das sementes de V. intermedia na presenca do inibidor
(paclobutrazol). Pode-se concluir que as sementes de Vellozia estudadas sao
dependentes de luz ou de altas temperaturas para germinar; a aplicagdo de GA e
fluridone promoveram a germinacdo, enquanto a aplicacdo de ABA e paclobutrazol a
inibiram; a reducéo dos niveis de ABA a 40°C em ambas as espécies demonstraram que

este horménio modula a germinacao de sementes de Vellozia mantidas no escuro.

46



Referéncias

Ali-Rachedi S, Bouinot D, Wagner MH, Bonnet B (2004) Changes in endogenous
abscisic acid levels during dormancy release and maintenance of mature seeds:
studies with the Cape Verde Islands ecotype, the dormant model of Arabodopsis
thaliana. Planta 219:479-88

Benech-Arnold R, Sdnchez RA, Rodriguez MV (2003) On the hormonal nature of the
stimulatory effect of high incubation temperatures on germination of dormant
sorghum (S. bicolor) caryopses. New Phytologist 160:371-377

Bewley JD, Black M (1994) Seeds: Physiology of development and germination. New
York: Plenum Press 2 ed.

Cheib AL, Garcia QS (2012) Longevity and germination ecology of seeds of endemic
cactaceae species from high-altitude sites in south-eastern Brazil. Seed Science
Research 22:45-53

Chen SY, Chien CT, Baskin JM, Baskin CC (2010) Storage behavior and changes in
concentrations of abscisic acid and gibberellins during dormancy break and
germination in seeds of Phellodendron amurense var. wilsonii (Rutaceae). Tree
Physiology 30:275-284

Chen SY, Chien CT, Chung JD, Yang YS, Kuo SR (2007) Dormancy-break and
germination in seeds of Prumus companulata (Rosaceae): role of covering layers
and changes in concentration of abscisic acid and gibberellin. Seed Science
Research 17:21-32

Chen SY, Kuo S, Chien CT (2008) Roles of gibberellins and abscisic acid in dormancy
and germination of red bayberry (Myrcia rubra) seeds. Tree Physiology 28:1431-
1439

Derkx MPM, Vermeer E, Karssen CM (1994). Gibberellins in seeds of Arabidopsis
thaliana: Biological activities, identification and effects of light and chilling on
endogenous levels. Plant Growth Regulation 15:223-234

Dissanayake P, George DL, Gupta ML (2010) Effect of light, gibberellic acid and acid
abscisic on germination of guayule (Parthenium argentatum Gray) seed.
Industrial Crops and Products 32:111-117

Finch-Savage WE, Footitt S (2012) To germinate or not to germinate: a question of
dormancy relief not germination stimulation. Seed Science Research 22:243-248

Fletcher RA, Gilley A, Sankhla N, Davis T (2000) Triazoles as plant growth regulators
and stress protectants. Horticultural Reviews 24:55-138

47



Franklin, K.A., Toledo-Ortiz, G., Pyott, D.E., Halliday, K.J. 2014. Interaction of light
and temperature signalling. J. Exp. Bot. doi:10.1093/jxb/eru059.

Garcia QS, Diniz ISS (2003) Comportamento germinativo de trés espécies de Vellozia
da Serra do Cip6 (MG). Acta Botanica Brasilica 17:487-494

Garcia QS, Jacobi CM, Ribeiro BA (2007) Resposta germinativa de duas espécies de
Vellozia (Velloziaceae) dos Campos Rupestres de Minas Gerais, Brasil. Acta
Botanica Brasilica 21:451-456

Garcia QS, Oliveira PG (2007) Germination patterns and seed longevity of
monocotyledons from the Brazilian campos rupestres. Seed Science and
Biotechnology 1:35-41

Giorni VT (2009) Aspectos ecoldgicos da germinacdo e longevidade in situ de sementes
de Xyris L. (Xyridaceae) ocorrentes no Parque Estadual do Rio Preto, Minas
Gerais. Dissertacdo. Universidade Federal de Minas Gerais. 56p.

Giulietti AM, Harley RM, Queiroz LP de, Wanderley MdasGL, Pirani JR (2000)
Caracterizacdo e endemismo nos campos rupestres da Cadeia do Espinhago pp.
311-318. In: Cavalcantii TB, Walter BMJ (eds). Topicos Atuais em Botéanica.
Brasilia. Embrapa Recursos Genéticos.

Goggin DE, Steadman KJ, Emery RJN, Farrow SC, Benech-Arnold RL, Powles SB
(2009) ABA inhibits germination but not dormancy release in mature imbibed
seeds of Lolium rigidum Gaud. Journal Experimental Botany 60:3387-3396

Gonai T, Kawahara S, Tougou M, Satoh S, Hashiba T, Hirai N, Kawaide H, Kamiya Y
Yoshioka T (2004) Abscisic acid in the thermoinhibition of lettuce seed
germination and enhancement of its catabolism by gibberellin. Journal
Experimental Botany 55:111-118

Gubler F, Hughes T, Waterhouse P, Jacobsen J (2008) Regulation of dormancy in
barley by blue light and after-ripening: effect on abscisic acid and gibberellin
metabolism. Plant Physiology 147:886-896

Hilhorst HWM, Smitt Al, Karssen CM (1986) Gibberellin-biosynthesis and sensitivity
mediated stimulation of seed germination of Sisymbrium officinale by red light
and nitrate. Phisiologia Plantatum 67:285-290

Huarte HR, Benech-Arnold RL (2010) Hormonal nature of seed responses to fluctuating
temperatures in Cynara cardunculus (L.). Seed Science Research 20:39-45

Hu XW, Huang .H, Wang YR (2012) Hormonal and temperature regulation of seed
dormancy and germination in Leymus chinensis. Plant Growth Regulation
67:199-207

48



Kepczynski J, Kepczynska,E (1988) Reversing the inhibitory effect of paclobutrazol on
seed germination of Amaranthus paniculatus by GA, Ethephon or ACC. Plant
Growth Regulation 7:47-52

Kucera B, Cohn MA, Leubner-Metzger G (2005) Plant hormone interactions during
seed dormancy release and germination. Seed Science Research 15:281-307

Kusumoto D, Chae SH, Mukaida K, Yoneyama K, Yoneyama K, Joel DM, Takeuchi Y
(2006) Effects of fluridone and norflurazon on conditioning and germination of
Striga asiatica seeds. Plant Growth Regulation 48:73-78

Leon RG, Bassham DC, Owen MDK (2007) Thermal and hormonal regulation of the
dormancy—germination transition in Amaranthus tuberculatus seeds. Weed
Reserch 47:335-344

Miransari M, Smith DL (2014) Plant hormones and seed germination. Environmental
and Experimental Botany 99: 110-121

Miller M, Munné-Bosch S (2011) Rapid and sensitive hormonal profiling of complex
plant samples by liquid chromatography coupled to electrospray ionization
tandem mass spectrometry. Plant Methods 7:1-11

Nambara E, Marion-Poll A (2005) Abscisic acid biosynthesis and catabolism. Annual
Review Plant Biology 56:165-185

Nambara E, Okamoto M, Tatematsu K, Yano R, Seo M, Kamija Y (2010) Abscisic acid
and the control of seed dormancy and germination. Seed Science Research 20:55-
57

Ogawa M, Hanada A, Yamauchi Y, Kuwahara A, Kamiya Y, Yamaguchi S (2003)
Gibberellin biosynthesis and response during Arabidopsis seed germination. Plant
Cell 15:1591-1604

Okamoto M, Kuwahara A, Seo M, Kushiro T, Asami T, Hirai N, Kamiya Y, Koshiba T,
Nambara E (2006) CYP707A1 and CYP707A2, which encode abscisic acid 8’-
hydroxylases, are indispensable for proper control of seed dormancy and
germination in Arabidopsis. Plant Physiology 141:97-107

Okusanya OT, (1980) Germination and growth of Celosia cristata L., under various
light and temperature regimes. American Journal of Botany 67:854-858

Oliveira PG, Garcia QS (2011) Germination characteristics of Syngonanthus seeds
(Eriocaulaceae) in campos rupestres vegetation in south-eastern Brazil. Seed
Science Reserch 21:39-45

Olszewski N, Sun AT, Gubler F (2002) Gibberellin signaling: Biosynthesis, catabolism,
and response pathways. The Plant Cell 1:61-80

49



Penfield S, Li Y, Gilday AD, Graham S, Graham IA (2006) Arabidopsis ABA
INSENSITIVEA4 regulates lipid mobilization in the embryo and reveals repression of
seed germination by the endosperm. The Plant Cell 18:1887-1899

Pons TL (2000) Seed responses to light in Fenner, M. (Ed.) pp. 237-260 In: Seeds: the
ecology of regeneration in plant communities. Wallingford, CABI Publishing pp.
237-260

Randemacher W (2000) Growth Retardants: Effects on Gibberellin Biosynthesis and
Other Metabolic Pathways. Annu. Rev. Plant Physiology, Plant Molecular
Biology 51:501-31

Samach A, Wigge PA (2005) Ambient temperature perception in plants. Current
Opinion in Plant Biology 8:483-486

Seo M, Hanada A, Kuwahara A, Endo A, Okamoto M, Yamaguchi Y, North H, Marion-
Poll A, Sun T, Koshiba T, Kamiya Y, Yamaguchi S, Nambara E (2006)
Regulation of hormone metabolism in Arabidopsis seeds: Phytochrome regulation
of abscisic acid metabolism and abscisic acid regulation of gibberellin
metabolism. Plant Journal 48:354-366

Seo M, Nambara E, Choi GE, Yamaguchi S (2009) Interaction of light and hormone
signals in germinating seeds. Plant Molecular Biology 69:463-472

Simon EW, Minchin AM.; Mc Menamin MM, Smith JM (1976) The low temperature
limit for seed germination. New Phytologist 77:301-311

Soares da Mota LAS, Garcia QS (2013).Germination patterns and ecological
characteristics of Vellozia seeds from high-altitude in South-eastern Brazil. Seed
Science Research 23:67-74

Tamura N, Yoshida T, Tanaka A, Sasaki R, Bando A, Toh S, Lepiniec L, Kawakami N
(2006) Isolation and characterization of high temperature resistant germination
mutants of Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiology 47:1081-1094

Toh,S, Imamura A, Watanabe A, Nakabayashi K, Okamoto M, Jikumaru Y, (2008)
High temperature-induced abscisic acid biosynthesis and its role in the inhibition
of gibberellin action in Arabidopsis seeds. Plant Physiology 146:1368—-1385

Toorop PE Van Aelst AC, Hilhorst HWM (2000) The second step of the biphasic
endosperm cap weakening that mediates tomato (Lycopericon esculentum) seed
germination is under control of ABA. Journal of Experimental Botany 51:1371-
1379

Toyomasu T, Yamane H, Murofushi N, Nick,P (1994) Phytochrome inhibits the
effectiveness of gibberellins to induce cell elongation in rice. Planta 194:256-263

50



Véazquez-Yanes C, A. Orozco-Segovia A (1993) Patterns of seed longevity and
germination in the tropical rainforest. Annu. Rev. Ecology Systems 24:69-87

Yamaguchi S, Kamiya,Y (2000) Gibberellin biosynthesis: Its regulation by endogenous
and environmental signals. Plant Cell Physiology 41:251-257

Yamaguchi S, Kamiya Y (2002) Gibberellins and light-stimulated seed germination. J.
Plant Growth Regulation 20:369-376

Yamaguchi S, Kamiya Y, Sun TP (2001) Distinct cell specific expression patterns of
early and late gibberellin biosynthetic genes during Arabidopsis seed germination.
Plant Journal 28:443-453

Yamaguchi S (2008) Gibberellin metabolism and its regulation. Annual Review of Plant
Biology 59:225-251

Yamauchi Y, Ogaw, M, Kuwahara A, Hanada A, Kamiya Y Yamaguchi S (2004)
Activation of gibberellin biosynthesis and response pathways by low temperature
during imbibition of Arabidopsis seeds. Plant Cell 16:367-378

Yamauchi Y, Takeda-Kamiya N, Hanada A, Ogawa M, Kuwahada A, Seo M, Kamiya
Y, Yamaguchi S (2007) Contribution of gibberellin deactivation by At GA20x2 to
the suppression of germination of dark-imbibed Arabidopsis thaliana seeds. Cell
Physiology 48:555-561

Yoshioka T, Endo T, Satoh S (1998) Restoration of seed germination at supra otimal
temperatures by fluridone, annainibitor of abscisic biosynthesis. Plant Cell
Physiology 39:307-312

Zaidan LBP, Carreira RC (2008) Seed germination in cerrado species. Brazilian Journal
of Plant Physiology 20:167-181

Zheng Y, Xie Z, Gao Y, Jiang L, Xing X, Shimizu H, Rimmington GM (2005) Effects
of light, temperature and water stress on germination of Artemisia sphaerocephala.
Annals of Applied Biology 146:327-335

51



Consideracoes finais

As espécies de Vellozia ndo apresentam um padrdo germinativo para o género
em resposta a luz. Os resultados deste estudo confirmam que as sementes das espécies
estudadas sédo dependentes de luz a 25°C, no entanto, apresentam requerimentos
distintos de exposi¢do a luz para atingirem germinabilidade mé&xima. Algumas espécies
requerem longos periodos de exposicdo a luz que podem variar de 2 h a periodos
superiores que 96 h para pulso Gnico e de 10 min a periodos maiores que 8 h nos
tratamentos de luz interrompidos por escuro. A razdo V:VE necesséria para que as
sementes de Vellozia atinjam germinabilidade mé&xima, esta diretamente relacionada ao
tempo requerido de exposicdo a luz. As espécies gque requereram maiores tempos de
exposicdo a luz obtiveram germinacdo maxima somente quando expostas as maiores
razGes V:VE testadas, enquanto espécies que requereram curtos periodo de exposicédo a

luz foram capazes de atingir germinabilidade méxima em baixas razdes V:VE.

Os estudos com aplicacdo e quantificacdo hormonal confirmaram que as
espécies de Vellozia estudadas sdo dependentes de luz em temperaturas mais baixas e
independentes de luz em altas temperaturas. Foi observada a promogéo da germinacéo
das sementes tratadas com giberelinas e fluridone e a inibicdo da germinagdo imposta
pela aplicacdo de &cido abscisico e paclobutrazol. Estes resultados, juntamente com a
manutencdo ou reducdo dos niveis de GAs, acompanhada pela reducdo dos niveis de
ABA observada em sementes de V. variabilis e V. intermedia mantidas a 40°C no
escuro, nos permite concluir que o ABA modula a germinagdo das sementes destaz

espécies nesta condicao.
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