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“Sg nio hpuver frutos,

valeu pela beleza das floves,
Se nac houver flores,

valeu pela sombra das folhas,

Se n3oc bouver folhas,

valeu pela inteng3o da semente . . .
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I - INTRODUCAD

Um dos problemas mais importantes e interessantes na fisiologia
das csementes € a incapacidade que as sementes vidveis de muitas espé-
cies teém para retomar imediatamente o ciclo de desenvolvimento, quando
colocadas em condi¢Oes favoraveis a germinac3o. Estas sBo representa-
das pelo fornecimento apropriado de agua, temperatura adequada e com-
posiciao normal da atmosfera (MAYER & PDLJAFOFF-MAYBER, 198P).

Tal fato € amplamente conhecido como dorméncia, sendo bastante
comum em sementes de zonas temperadas e frequentemente encontrado tam-
bem em espécies tropicais e subtropicais (VILLIERS, 1972).

A ocorréncia da dorméncia em sementes € importante como um meca-
nismo de proteg3o contra as mudancas, periddicas ou ocasionais, do am-—
biente Thnatural, as quais podem tornar dificil a sobrevivéncia das es~
pecies durante certos periodos. A dorméncia parece seyr também uma con-
sequencia evolutiva natural da maior parte das formas de dispers3o,
desde que os ambientes nos quais a dispersfo ocorre podem ser tempora-
riamente inadequados aoc crescimento ativo (KOLLER, 1972).

CROCKER (1916 apud VILLIERS, 1972) propOs uma classifica¢3o bas—
tante simples e frequentemente utilizada dos tipos de dorméncia encon-
trados, baseada em suas causas. De acordo com esta, & dorméncia pode
ser resultante de 1) imaturidade do embrifo, 2) impermeabilidade dsa
testa & agua, 3) resisténcia meclnica da testa zo0 crescimento do em-

brigo, 4} bauiwxa permeabilidade da testa a gases, %) dovrséncia resul-



tante de um bloqueio metabdlico inerente ao embriSo - o que torna as
sementes dependentes de exposiclo é‘!ua ou ac frio, 6) uma combinag¢io
dos tipos descritos acima e 7) dorméncia secundaria. Este dltimo tipo
refere~4e 3 dorméncia induzida por exposi¢2o das sementes maduras e
embebidas a condi¢8es desfavoraveis & germinacio, em contraste com os
ogutros tipos de dorméncia, classificadas como primdrias, desde que se
referem ao estado em que as sementes $30 liberadas da planta de ori-
gem.

A excegdo das sementes que, apesar de nSo serem capazes de germi-
nar imediatamente apds a dispersido, germinam apds um periodo de pos—
matura¢®0 a seco, a dorméncia pode se manter indefinidamente, a menos
que sinals ambientais ou fatores que quebrem a dorm@ncia sejam perce-
bidos (METIVIER, 197%9). Em condi¢Bes naturais, os fTatores que podem
agir para tonverter uma semente do estado dormente para o estado n3o
dormente sio, de modo geral, alteragbes na testa e outras estruturas
envolventes do embriZo, o proprio envelhecimento das sementes com o
tempo, ltuz e temperatura (BEWLEY & BLACK, 1i982).

Com relagio ao fator luz, tem sido extensivamente descrita a in-
fluéncia deste em um grande ndmero de especies. 530 reconhecidos dois
grupos principais de sementes com relacgfo & sensibilidade & luz bran-
ca: as sementes fotobldsticas positivas, que necessitam de iluminaclo

para que =z germinzacso seja promovida,tais como Porophyllum lanceolatum

(FELIPPE et al., 1971), Cecropia glagiovii (VALIO & JOLY, 197%),

Sitevia rehaudisna (RANDI & FELIPPE, 1981), Aster pilosus (BASKIN &

BASKIN, 19857, Portuleca plerzsces {LIMa & FELIPPE, 19861, Yitis

vinifera (PEREIRA & MAEDA, 1984y e JIzlinum psitens (LIMA & FELIPPE,




17882 e as sementes fotobldsticas negativas, cuja germinaglo ¢ inibida
pela luz. Exemplos destas incluem Cucumis anguria (NORDNHA et =al.,
1978 ,Ricinus communis (LAGSA & PEREIRA, 1987) e Citrullus lanatus
(BOTHA & SMaLL, 1988). Existe ainda um terceiro grupo de sementes, as
indiferentes a luz, em que a germina¢So pode ocorrer tanto sob luz

branca ou escuro. Sementes de [ypterix alata (MELHEM, 1975y, Ipomoes

acuminata (FELIPPE & POLO, 1983), Andropogon gasanus (FELIPPE et al.,
1983), Bromus commutatus (FROUD-WILLIAMS & CHANCELLOR, 19Bé), Capsicum
annuum (GONZALEZ et al., 1989), além das sementes da maioria das espe-
cies cultivadas (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1982), pertencem a este
arupo.

A despeito desta classificag80 simplies, a fisiologia do fotocon-
trole da germina¢8o, quando analisada mais detalhadamente, se mostra
bastante variada e complexa. Sementes indiferentes & luz podem se tor-
nar sensiveis a inibi¢3o pela luz branca quando sujeitas a determina-
das condi¢Bes, como observado para sementes de Raphanus sativus (LA~
DEIRA gt al., 1987) e Phaseolus vulgaris (LOPES & TAKAKI, 1987) subme-
tidas a estresse osmotico. Sementes fotobldsticas positivas de dife-
rentes espeécies podem exigir diferentes condi¢Bes de luz para a promo-
¢80 da germinac80. Na grande maioria dos casos estudados, as sementes
respondem 2 exposi¢des bastante curtas, da ordem de minutos ou segun-
dos, & luz branca ou vermefha, como € o caso classicamente observado

em Lactuca sativa cv. Grand Rapids (BEWLEY gt al., 1947) e também em

Rumex obltusifolius (TAKAKI et al., 198ia). Por outvo lado, existem es-

pecies, como Huplis suaveolens (WULFF & MEDINA, 19713, FEupatorium

adenophorum e E. riparium (RAI, 419B7), aue necessitzam de pericdos re-




lativamente longos de iluminacg80 para a promoc3o da germinag3o e ou-

tras, como Kalanchoe blossfeldiana <(ELDABH et al., 1974), Piper

auyritum (VASQUEZ-YANES & SMITH, 1982), Talinum triangulare (NWOKE,

1982 e Dactglis glomerata (PROBERT & SMITH, 19B&), onde irradiagOes
didrias repetidas s3o necessarias. Nos casos de Artemisia monosperma
(KOLLER et al., 1964b), Jussise suffruticosa (WULFF & MEDINA, 196%) e
Oenothera biennis (ENSMINGER & IKUMA, 1987b), onde tambeém se verificou
a necessidade de exposi¢io prolongada & luz, observou-se que esta pode
ser substituida por tratamento de exposi¢Bes intermitentes.

A necessidade para a promog3o da germinac3o de irradia¢des repe-
tidas, geralmente fornecidas em um regime diario, tem levado alguns
autores a introduzirem o conceito de fotoperiodismo na germina¢io, em-
bora este processo n3o seja analogo aos efeitos fotoperiddicos obser-—
vados no controle da floragl3o e outros processos fotomorfogénicos
(FRANKLAND & TAYLORSON, 1983).

Estes diferentes tipos de respostas também tém sido observados em

esporos de muitas espécies de pteridéfitas, que apresentam germinacio

dependente de luz. Assim, tem-se como exemplos, Pteris vittata (FURUYA

et al., 198B2) e Lygodium Jjaponicum (TOMIZAWA et al., 1983), cujos es-

poros respondem a um unico pulso de luz e Dryopteris filiw-mas, D.

paleacea e Polystichum minutum, que necessitam de irradiag¢io por um
periodo de vdrias horas, a qual pode ser substituida por virios pulsos
curtos distribuidos pelo periodo (HAUFT, 1985).

Na germinagiio, tem sido extensivamente mostrado, tanto para as
sementes fotoblasticas positivas quanto para 2s negativas, que a5 re-

gides espectrais efetivas s¥o o vermelho para promocio e o vermelho-
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extremo pava inibigdo, Embora esta seja a regra geral observada, exce-
¢bes podem ocorrer, havendo os casos, por exemplo, de Bromus sterilis,
onde o0 wvermelho-extremo estimula e o vermelho inibe a germinacio
(HILTON, 198B7), de Bidens pilosa, onde vermelho e vermelho-extremo té&m

igual efeito promotor (VALIO et al., 1972 e de Amaranthus

retroflexus, onde o vermelho~extremo também pode promover a germina-
cao, desde que com um periodo prolongado de embebigBo no  escuro

(TAYLORSON & HENDRICKS, 1971). Luz azul também & capaz de afetar a
germinac3o de sementes, tendo sido descritos tanto efeitos promotores
(KOLLER et al., 1964a; VALIO et al., 1972) quanto efeitos inibitdrios
(BLACK & WAREING, 1937; WAREING & BLACK, 1958; BOTHA & SMALL, 1988).

0 controle da germinac8o pela luz é mediado através do fitocromo,
o pigmento receptor envolvido nas respostas fotomorfogénicas das plan-
tas, cujas moléculas consistem em uma proteina de i24kD ligada a um
cromdforo, um tetrapirrol de cadeia aberta, e encontram-se associadas
em dimeros (SMITH Jr., 1981).

€ conhecido desde a década de 50, quando dos trabalhos iniciais
desenvolvidos pelo grupo de Borthwick & Hendricks, que o fitocromo

existe em duans formas interconversiveis: Fv e Fve.

Fv — a forma fisiologicamente inativa - absorve preferencialmente
a 6éonm (vermelho), enquanty que Fve - a forma considerada fisiologi-
camente ativa - absorve preferencialmente a 730nm (vermelho-extremo) .

A  =absorgdo de luz por uma das formas causa a sua conversio para a ou-
tra, originando-se dai o fendmeno da fotorreversibilidade, no qual ca-
da um destes comprimentos de onda € capaz de reverter seguidamente o

efeito do outro.



Os comprimentos de onda de 440nm e 730nm sBo somente os pontos de
absor¢3o0 maxima de cada uma das formas do fitocromo. Na realidade, uma
absorc¢3oc consideravel ocorve em outros comprimentos de onda, princi-
palmente na faiwxa do vermelho, de modo que tanto Fv quanto Fve possuem
bandas mais largas de absor¢30. As duas formas também apresentam uma
pequena banda de absor¢8o na faixa de 350-400nm. Deste modo, seus es-—
pectros de absor¢do se sobrepbem consideravelmente. Sob irradiag3o com
comprimentos de onda que sdo absorvidos por ambas as formas do pigmen-
to, um equilibrio dindmico € estabelecido, denominado equilibrio ou
estado fotoestaciondrio e cujo wvalor € representado pela razdo
Fve/Ftotal (SMITH, 19735). O maior valor de estado fotoestaciondrio é o
mantido por luz vermelha, sendo de cerca de ©,8. Vermelho-extremo man-
tem um baixo nivel de Fve, em torno de ©,05. Outros comprimentos de
onda levam a niveis apreciaveis de Fve no fotoequilibrio, come no caso
de luz azul, onde valores de 9,35 podem ser atingidos (KENDRICK,
1976 .

A Fforma Fve € termodinamicamente instdvel e sofre uma reversao
lenta no escuro a Fv. Apds o seu estabelecimento, o Fve tambem sofre o
processo de destruigcio, que enveolve a degradacio proteolitica da cro-
moproteina (KENDRICK & SPRUIT, {977). Ambos 0s processos - reversso e
destruicao — s8o afetados pela temperatura e podem influenciar o valor
do estado fotoestacionario.

Desta forma, o tamanho do "pool” de Fve em um sictema é determi-
nado  essencialmente por quatro processos: fototransformacio de Fv =
Fve, fototransforma¢io de Fve & Fv, destruigio de Fve a uma forma es-

pectrofotometricamente nEo detectidvel e revers3o de Fve 2 Fv no sscu-
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ro (MARME, 1977).

As fotoconversBes de Fv e Fve n3o ocorrem diretamente de uma for-
ma a outra, mas através de uma série de intermediarios: Lumi-R, Meta-
Ra e Meta-Rb, nesta sequéncia, no caminho de Fv a Fve e Lumi-F, Meta-
Fa e Meta—-Fb no caminho inverso. Apenas as reagtes de Fv a Lumi-R e de
Fve a Lumi-F s3o fotorreacles; as demais podem prosseguir no escuro.
Alguns dos passos - as transformactes de Meta-Ra para Meta-Rb e deste
para Fve e também as de Meta-Fa para Meta-Fb e deste para Fv - podem
ocorrer comente em tecidos altamente hidratados, enquanto as demais
podem proceder sob baixos conteudos de dagua (KENDRICK & SPRUIT, 1977).

Tem sido proposto que o fitocromo pode controlar os processos fo-
tomorfogénicos através de duas reacBes: a de baiwxa energia e a de alta
irradidncia.

A reaco de baixa energia se caracteriza 1) por apresentar picos
de acdo maxima a 660nm e 730nm, sendo a resposta iniciada atraveés da
agdo do Fve, 2) pela ocorréncia de fotorreversibilidade e 3) pela sa-
turag8o da resposta com baixos niveis de energia (KENDRICK & SPRUIT,
1977). fAs respostas exibem reciprocidade e continuam a ser controladas
no escuro atraveés do Fve estabelecido durante o periodo de iluminacin
(JOSE & VINCE-PRUE, 1978).

Obviamente, ha necessidade de atuac3o do Fve por um certo perio-
do de tempo. Embora a reversZo dz resposta induzida pelo vermelho
GCOoOvra pela exposicio imediata azo vermelho-extremo, quando um periodo
de escuroc, maior do que uma duracic critica, € transcorrido antes da
zpliczcZo deste, 2 reversio do efeiio nioc mais ocorre, apesar da forma

Fwve ainda estar presente e sendo convertida para Fv., A interpretacio



deste fato € que o processoc escapou ao controle pelo Fve (MOHR, 1972),
nido sendo a sua presenca mais necessaria para o prosseguimento da res-—
posta. Este periodo de tempo durante o qual o Fve age e apds o qual a
sua fotorrevers3o n3o é mais inibitdria & denominado tempo de escape e
fornece uma medida fisioldgica da ag3o do Fve (BEWLEY et al., 1967).

A reagdo de alta irradilncia, por sua vez, n3o apresenta recipro-
cidade e a resposta a luz comumente necessita de irradiac3o por um
longo periodo, nS8o havendo evidéncias de que o controle continue no
escuro (JOSE & VINCE-PRUE, 1978). 0 espectro de aglo deste tipo de
resposta  Ltem um pico proeminente na regiso do vermelho-extremo (710 a
730nm} e plcos menores na regifdo do azul (440 a 5@énm) e do ultra-vio-
leta. Este tipo de reacdo € dependente do nivel de irradiancia e da
durac3o da exposi¢cl3o e parece necessitar de continua excitaglo de am-
has as formas do fitocromo, sendo que a razl3o de ciclagem entre elas 8
um componente importante da resposta (MANCINELLI, 19783

Evidéncias crescentes tém mostrado que os efeitos induzidos pelz
luz ultra-violeta e azul na reacdo de alta irradiancia, embora estes
comprimentos de onda também sejam absorvidos pelo fitocromo, devem en-
volver um outro sistema fotorvreceptor (THOMAS & DICKINSON, 1979; GAEA
& BLACK, 1979}, denominado criptocromo, provavelmente zmgindo em inte-~
racao intima com o fitocromo. £ provdvel que flavinas ou carotencs se-
Jam 0s possiveis receptores de luz azul, com um maior ndmero de evi-
déncias em favor do primeiro grupo de subst@ncias (PRESTI, 1983).

Existem varios modelos propostos para explicar o modo de acso do
fitocromo na reaciao de alta irradidncia. Algumas das hipdteses mostram

um orau de elaboracBp bastante elevado e podem formecer uma inbterpre-—



tagdo razodvel de algumas caracteristicas, mas nenhuma delas alcancou
ainda © ponto de fornecer uma interpretaciao unificada do fendmeno
(MANCINELLI, 1978; KENDRICK, 1983).

Nos ultimos 4@ anos, surgiram, como resultado de extensivos estu-
dos, wvarias hipdteses quanto ao mecanismo molecular de a¢3o0 do fito-
cromo (COLBERT, 198B). As hipoteses mais recentes propliem uma intera-
¢ao do fitocromo com membranas, as quais seriam os sitios de acldo pri-
maria. MARME (i1977) sugere gque o fitocromo poderia atuar por modular a
atividade de enzimas capazes de controlar a translocacdo ativa de ions
e moleculas atraves de membranas, por modular o metabolismo de molécu-
las ligadas a membranas e ainda por controlar a atividade de enzimas
ligadas a membranas que catalisam o metabolismo de moléculas soldveis.
KENDRICK (1983) propbe 4que o transporte idnico através de membranas
seju © Unico mecanismo fundamental de ag3o do fitocromo, sugerindo que
a diversidade de respostas encontradas seja devido a natureza de men-
sageiros secunddrios e de tcompartimentos celulares envolvidos, bem co-
mo a possibilidade de ocorréncia de diversas modificacdes tercidrias,
como mudancas em niveis e distribuic3o de hormdnios.

Na promocdo da germinacio de sementes e esporos pela luz, o fito~
cromo atua através da rea¢do de baixa energia. Tem—se mostrado direta-
mente (FURUYA et 21., 1982; TOMIZAWA et =2l., 1983; UWULFF, 1985%) ou in-
dirgtamente através da vazdo wvermelho/vermelho-extremo da luz
(FRANKLAND & LETENDRE, 1978, PONS, 1%984), que =z resposta de germinacio
¢ dependente do nivel de equilibrio fotoestacionario estabelecido na
semente., Considerazndo~se uma populagzo de sementes, € possivel obser-

var uma distribuiglo normal em btorne de um valor medio de Fve necessd-—
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rio para a germinac3o (CONE & KENDRICK, 19B4), o que ocorre em virtude
de haver, na populagao, membros com diferentes limiares de equilibrio
fotoestaciondrio acima dos quais a resposta € promovida (MOHR, 1%72).

As sementes fotobldsticas positivas, em geral, se caracterizam
pelo elevado limiar de equilibrio fotoestaciondrio para a indu¢do da
germinagdac, de modo que exposicles turtas ao vermelho-extremo e azul,
por estabelecerem valores baixos, causam a inibi¢3o da resposta. GQuan-
do esles comprimentos de onda apresentam efeitos promotores, postula-
se que o0 baixos valores de estade fotoestarionario estabelecidos es-
tio abaixo do limiar requerido pela espédcie (BEWLEY & BLACK, 1982).
Embora tenha sido demonstrado que um receptor arul/ultra-violeta em
separado  interage com o fitocromo para mediar algumas respostas, nao
hd evidéncias para o seu envolvimento na indug3o da germinac3o através
de irradia¢bes curtas (CONE & KENDRICK, 198&).

Em sementes fotoblasticas negativas, a interpretaclo da resposta
considera que, nestas, uma substancial propor¢gao do fotorreceptor se
encontra na forma ativa (Fve) - presente desde a maturac8o da semente
e desidratado sob esta forma ou formado durante a embebig80 a partir
de 1intermediarios presentes na semente seca - e, deste modo, a germi-
nagao pode ocorrvrer guando as sementes s3o0 colocadas no escuro. Desde
que esta proporcio de Fve pode ser afetada pelas condig¢les de ilumina-—
cap, a germinaczo pode ser inibida por comprimentos de onda capazes de
vemover algum Fve - azul e vermelho-extremo fornecidos socb a forma de
irradizcOes curtas (SMITH, 19753. Casos de necessidade de exposicles
intermitentes para inibi¢3o da gevminaglo tém sido interpretados com

base na necessidade de remogazo de Fve em aparecimento durante a embe-
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bicdo a partir de intermedidrios (KENDRICK, 19764).
Sob irradiac3oc prolongada com luz branca de alta intensidade,
existe um outro tipo de fotoinibiglo da germinacdo, presente tanto em

sementes fotoblasticas negativas -~ exemplos de Nemophila insignis

(BLACK & WAREING, 1957), Bromus mollis e B

sterilis (ELLIS et z1.,
1986) -~ quanto em fotobldsticas positivas, cuja germinac3o pode ser
promovida por curtos periodos de luz - exemplo de Sinapis arvensis
(BARTLEY & FRANKLAND, 1982). Neste caso, mesmo apos a induc3p da ger-—
minagd3o pelo Fve e apds o escape da reversio pelo vermelho-extremo
curto, a resposta pode ser bloqueada por um periodo prolongado de luz
de alta intensidade.

Estes efeitos inibitorios ocarrem via reacSo de alta irradifincia,
a gqual tem, na germinac8o de sementes, efeito antagbnico 3 reagio de
baixa energia (FRANKLAND, 1981). Esta inibic¢3o ocorre em um evernto
tardio do processo e € interpretada como um efeito da interconversio
das formas do fitocromo, podendo ser quantificada em termos da sua ra-
Z3ao de ciclagem, a «qual e dependente da intensidade 1luminosa
(FRANKLAND & TAYLORSON, 1983).

Tem sido demonstrado haver uma relac®o entre o nivel de Fve pre-
sente na semente e a raz3c de ciclagem para a inibic¢So da germinaclo,
de modo que, sob altos niveis de Fve, € necessaria uma maior intensi-
dade luminocsa para a inibi¢Eo, 20 passo que intensidades mais baixas
sdo efetivas sob wvalores mais baixos de Fve (FRANKLAND, 1981,
FRANKLAND & TAYLORSON, 1983). Deste modo, sob condigfes naturais, a
ocorréncia da promoc2o ou inibicSo da cerminacio depende das condices

ambientals de luz e dz importidncia relativa dos dois processos — incu-—~
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cd3o pelo Fve e inibic3o pela reasio de alta irradidncia - para cada
especie em particular (FRANKLAND, 4981), existindo espécies que nio
apresentam qualquer inibigc3o da gerrinac8o, mesmo sob iluminac30 pro-
longada com vermelho~extremo (BoORS+I & GORSKA, 1979).

Normalmente, as sementes sensiveis a luz respondem a fluéncias de

fotons na faixa de 1 a 1@0@ umel . n"<, suficientes para causar a satu-

i

ragao da resposta no sistema de baz:-: energia. No entanto, recentemen-

i

te, foi mostrado que muitas espéc-z: apresentam um sistema que as ca-
pacita a responder a fluéncias mu::z baiwxas, da ordem de 104 a 1e0~1
pmoi.m"e, que estabelecem razdes -z Fve/Ftotal de 107% a 10-3 (CONE &
KENDRICK, 1984).

Fste sistema foi denominads Z= "very low fluence responses”

(VLFR) em semelhanca ao sistema d= zixa energia (LFR = "low fluence

(A3

responses’”) e tem sido observado Tzrz2m em outros processos, além da

germinacso, tal como alongamente zszlular (MANDOLI & BRIGGS, 1981) e

b

indugdo do acdmule répido de clorc?:7z (SPRUIT et al., 1979).

Curvas de fluéncia-resposta -:vz2 induc¢8o da germinac3o com cara-
ter bifdsico, em tonsequéncia da :z-ssenca dos dois niveis de resposta
a luz (VLFR e LFR), tém sido aprzz=z-~tadas para sementes de Lactuca
sztiva (BLAAUW~-JANSEN, 1983; VANLDI-JIUDE, (9B5), Arahidopsis thaliana

(CONE t al., 1985), Rumex opbtusiZ:z :us (KENDRICK & HEERINGA, 1984) e

Kalanchoe blossfeldiana (RETHY et 3~ 1987). A verificac3o da presen-

ta do sistema VLFR depende de pré-:--ztamentos que removam das sementes
aualauer Fve enddgenos (CONE & KEND®IZ«, 19B864) e de pré-tratamentos que
tornem as sementes mals sensiveis :-s baixos niveis de Fve - como tem—

veraturee altas em R.obtusifolius cINDRICK & HEERINGA, 1984), altas




ou baixas temperaturas em A. thaliana (CONE et al., 1985) e L. sativa
(BLAAUW-JANSEN, 1983; VANDERWOUDE,1985), aplicacio de GA3 em Kalanchoe

blossfeldiana (RETHY t al., 1987) e de etanol também em L. sativa

(VANDERWOUDE, 19895).

Recentemente, KENDRICK & CONE (19B5), alternativamente 3 hipdtese
de que as sementes que germinam no escuroc o fazem devido A presenga de
alto nivel de Fve, propuseram que isto ocorre devido & existéncia de
individuos capazes de responder ao sistema VULFR. Além disto, tem sido
mostrado que este sistema € o que media a germinagic promovida por luz

verde, relatada para algumas espécies, como Artemisia monosperma

(KOLLER et al.,1964a) e Bidens pilosa (VALID et al., 1972).

Dois modelos propostos tém procurado explicar as respostas no
sistema VLFR. 0 wodelo de BLAAUW-JANSEN (1983) assume que o baixo ni-—
vel de Fve na VLFR seria capaz de induzir a resposta sem ativar o pro-
cesso enzimdtico da destrui¢3o do Fve, o que ocorreria até uma concen-
tragdo limiar deste. Acima deste nivel, a destvruigio do Fve seria ati-
vada, o0 gque contrabalangcaria o aumento do seu nivel em decorréncia do
aumento na fluéncia. Com a saturacio da atividade enzimatica da des-
truic8e, o nivel de Fve poderia ser novamente elevado, resultando na
segunda fase da curva, indicativa do sistema de baixa energia. No en-
tanto, segundo KENDRICK & HEERINGA (19B6) e RETHY gt al. (19B7), este

modelo n3o se ajusta aos dados obtidos respectivamente para R.

obtusifolius e K. blocsfeldiang .

0D outro modelo, de VANDERWDUDE (4985), assumindo o fitocromo como
um dimero, com 2 cromdforos e, portanto existindo em trés formas in-

tertransformiaveis -— FvFv, FuFve e FveFve — wstabelece que a resposta
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no sistema VLFR seria resultante do estabelecimento de baixas quanti-
dades de FvFve e sua associa¢30 com um receptor X. A saturagio de X
por FvFve forneceria as respostas maximas do VLFR. As respostas do
sistema de baixa energia seriam resultantes do estabelecimento do com-
plexo FveFveX por fluéncias mais altas.

A sensibilidade das sementes a4 luz depende do nivel de hidratagio
das sementes. Em virtude das fotoconversOes completas do fitocromo n3o
serem possiveis em sementes secas, ha necessidade de um periocdo de em-
bebig30 que assegure a hidratac3o do fitocromo e suas subsequentes
transformacdes. HSAIO & VIDAVER (1i971) mostraram que, em sementes de
Lactuca sativa cv. Grand Rapids, a germinag3o0 n3o foi afetada por ex-
posigcdo das sewentes secas a qualquer comprimento de onda, havendo a
necessidade de um conteddo minimo de agua de 16% para assegurar as

respostas a luz. No entanto, BARTLEY & FRANKLAND (i9B4), em estudos

com as especies Plantago major, Sinapis arvensis e Bromus sterilis,
mostraram que sementes secas podem apresentar algum grau de sensibili-
dade a luz, particularmente ao vermelho-extremo. Os efeitos da luz em
sementes secas tém sido interpretados com base nas reagdes, que ocor-
rem em tecidos desidratados, entre as formas do fitocromo e seus in-
termedidrios.

A hidratagdo do fitocromo n&o € o dUnico fator que explica o au-
mento de sensibilidade & luz com a embebigZo. Tem sido mostrado para
algumas especles que o pice de sensibilidade & luz ocorre apods o ter-

mino da embebicfeo, como ocorre em Portulacs oleracea (DUKE et =al.,

19775 . fAumentos na sensibilidade & luz com perifodos crescentes de em—

bebi¢8o tém sido atribuidos, zalém da hidrztacZo do fitocromo, 3 sinte-—



se do pigmento (TAYLORSON & HENDRICKS, 1971) e a aumentos nos niveis
de um componente com o qual o Fve interage (KOLLER et al., 1964b; DUKE
et al., 1977).

A capacidade de resposta a um pulso de luz vermelha, apds atingir
o seu maximo, pode ser progressivamente perdida, sendo este declinio
da resposta tomado como um tipo de dorméncia secundaria, denominado
escotodorméncia. Isto ocorre em um nudmero bastante grande de espécies,

tendo sido relatado para Rumex crispus (TAYLORSON & HENDRICKS, 1973),

Portulaca oleracea (DUKE et al., 1977), Kalanchoe blossfeldiana (RETHY
et al., 1983), OQOldepnlandia corymbosa <(CORBINEAU & COME, 1985,
Paulownia tomentosa (GRUBISIC et al., 1985) e Lactuca sativa (THANOS &
GEORGHIOU, 198B), ewbora existam espécies onde este declinio n3o é ob-

servado e a resposta se mantem constante, como Artemicia monosperma

(KOLLER et al., 12464b) e pAmaranthus retroflexus {(TAYLORSON &
HENDRICKS, 1971). O decréscimo de sensibilidade & luz com periodos

prolongados de escuro tem sido atribuido ao acumulo de inibidores ou 3

limitag3p da respiracio, como sugerido para K. blossfeldiana (RETHY gt

al., 1983) ou devido ao decréscimo do nivel do componente X com o qual
o fotorreceptor interage (DUKE et al., 1977; CORBINEAU & COME, 1985;
THANOS & OGEORGHIOU, 1988). Os resultados obtidos por TAYLORSON &
HENDRICKS (1973) podem sugerir que X seja um componente de membranas.
De fato, tem sido damonstrado que a atividade do fitocromp no processo
de germina¢do deve estar associada com mudan¢as em regides oroanizadas
de membranas (HENDRICKS & TaYLORSON, 1978).

& resposta de germinacdo das sementes a4 luz estd sujeita a inte-

racao com outros fatores ambientais. As sementes Totossensiveis podemn
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ter sua resposta drasticamente modificada pela temperatura. Em Lactuca .

sativa, pPor exemplo, a germinac§0 no escuroc € maxima em temperaturas
ate 20°C, enquanto que acima desta, a porcentagem de germinacBo dimi-
nui com o aumento na temperatura ateé atingir % a aproximadamente
35°C. Além disso, a necessidade de luz aumenta com o aumento da tempe-
ratura, de modo que, até 29°PC, uma irradiacBo tnica com vermelho @ su-
ficiente para promover a germinagac, ag Passo gue acima desta ha ne-
cessidade de irradia¢des repetidas (SAINI et al., 1989).

Fm Ricinus communis, a £09C n3o se observa diferenga significati-

va entre a germinacio na luz & no escuro, enquanto que acima de 25°C,
o escurc favorece a germinacdo (LAGGA & PEREIRA, 1i%87). Dutros exem-—
plos deste tipo de intera¢3o podem ser observados em sementes de

Stylposanthes macrocephala, que sSo Totobldsticas negativas a 1¢°0C e

150C, mas indiferentes na faixa de 209C a 35°C (FELIPPE & SILVA,

1984}, em sementes de alguns cultivares de Agrostis tenuis, cuda ger—

minaglBo se apresenta igusl sob luz ou escuroc na faiwxa de temperatura
otimas, mas € prowmovida pela luz nas temperaturas marginsis (TOOLE &

KOCH, 1977) e em sementes de Pinus brutia, indiferentes & luz a 20°C,

mas fotoblasticas positivas a 15PC (THANOS & SKORDILLIS, 1987).

& inducdo da escotodorméncia em sementes de varias especies tam-
bém se mostra dependente de temperatura. Em Lactuca sativa foi obser-
vado que a escotodorméncia ¢ somente induzida em temperaturas acima de
1i70C (THANOS & GEORGBHIOU, i988). Estes e wvarios outros autores
(TAYLORSON & HENDRICKS, 1973; RODBERTS & TOTTERDELL, 1981; RETHY =gt
a2l ., 1983) mostraram que a razdo de indugZo € o grau de dorméncia €30

aumentados com o znumento de temperatura.
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Tratamentos especificos com temperaturas também podem funcionar
como fator de quebra de dorméncia em substitui¢So & luz. Em Rumex

obtusifolius, um tratamento com 35°C por um periodo curto de tempo po-

de induzir a germinacdo completa no escuro (TAKAKI et al., 1981ia). 0O
mesmo acontece para cementes de Chloris orthonothon submetidas a um

periodo de 400C (CRUZ & TAKAKI, 19B3). TAKAKI et al. (i19Bia) propuse-
ram que 0s tratamentos de temperaturas altas estariam tornando as se-
mentes sensiveis a baixos niveis de Fve, ou, alternativamente, esta-
riam agindo por originar o aparecimento de Fve a partir de intermedid-
rios. No entanto, foli mostrado posteriormente n3o haver mudancas de—
tectaveis nos niveis enddgenos de Fve como resultado do tratamento de
temperatura elevada (TAKAKI gt al., 1985). DI NOLA & TAYLORSON (1989)
indicaram que a breve exposi¢3o das sementes de Echinochlos crus-galli
a altas temperaturas pode ter um efeito na composicBo de proteinas li-
gadas a membranas.

Tratamentos de temperaturas alternadas também podem aumentar a
germinacdo no escuro de sementes fotobldsticas positivas, como ocorre
em Huptis suaveplens (WULFF & MEDINA, 1971) e Paulownia tomentosa
(BARNHILL et al., 1982). Em Rumex crispus e R. obtusifolius, tratamen-—
tos com allerndncia de temperaturas, desde que com curtos periodos na
temperatura mais alta e grande amplitude, sio efetivos em promover a
germinagdo no escuro (TOTTERDELL & ROBERTS, i980). Em sementes foto-
bldsticas negativas, temperaturas alternadas podem causar a gevminacho
sob luz, como verificado em Cucumis anguria (FELIPPE, 1986).

Tratamentos de baixas temperaturas, conhecidos por estratifica-—

CEo, também podem estimular a germinac3o no escuroc de sementes foto-
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blasticas positivas. Isto foi observado, por exemplo, nas sementes de
Paulownia lomentosa {BARNHILL et 21., 19B2), onde estratificacloc a
3%C por 3 a B semanas se mostrou efetiva. Em R. pbtusifolius e R.

ris ,' as sementes podem ser estimuladas a germinar no escuro por
estratifica¢ao nas temperaturas de @°C a 15°C. Neste caso, quanto me-
nor a temperatura, maior o periodo necessirio de tratamento (ROBERTS &
TOTTERDELL, 198B1).

SENDEN £t al. (1986) meostraram, para uma serie de especies, gue o
tratamento de estratifica¢3o tornou as sementes capazes de responder a
raztes vermeltho/vermelho-extremo de lue mais baixas., VANDERWOUDE &
TODLE (198@) e BEVINGTON & HOYLE (1i98%1) tambeém evidenciaram que tempe-—
raturas baixas aumentaram a sensibilidade de sementes de Lasctuca
sativa e Betula papyrifera, respectivamente, 3 baixos niveis de Fve g
sugeriram que fenBmenos de mudancas de fase de membranas devam estar
envolvidos nestas respostas. Estes autores mostraram ainda que o au-—
mento da germinagdo no escuro pelo tratamento de estratificac3o depen~-
de da presenca de Fve nas sementes, o mesmo tendo sido demonstrado por

ESASHI et 2l1. (19846} em sementes de Xanthium pennsylvenicum.

Em sementes submetidas a tratamentos de estratificac®o para que-—
bra da dorméncia, geralmente sio observadps aumentos nos niveis endd-
genos de giberelinas, fato este relatado tanto para sementes nio foto-

blasticas, como Prunus persice {(GIANFAGNA & RACHMIEL, 1996) quanto pa-

ra sementes fotoblasticas positivas, como VUitis viniferz (PEREIRA &

MAEDA, 19B46), cuja necessidade de luz pode taembém ser substituida pela

aplicac8o exdgena de giberelinas.
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A substituigcio da exigéntia de luz por giberelinas é fato bastan-
te conhecido, ocorrendo, por exemplo, em sementes de Porophwuyllum
lanceolatum (FELIPPE & LUCAS, 1971), Apium araveolens (THOMAS, 198%) e
Paulownia tomentosa (GRUBISIC et al., 1988). Nestes casos, os autores
sugerem 0 envolvimento do fitocromo na biossintese deste fitormdnio.

Ne entanto, outros autores sugerem que luz e giberelinas tenham
uma acdo em separado no desencadeamento da germinac¢30, agindo em dife-
renles cadeias de eventos que levam a emergéncia da radicula (LEWAK &
KHAN, 1977) ou na rvegulagdo de sitios sequenciais da via de germinac3o
(VIDAVER & HSAIO, 1974). RETHY et al. (1987) demonstraram em Kalanchoe
blosgfeldiana que GA3 altera a sensibilidade das sementes ao Fve, tor-
nando-as mais capazes de responder a niveis baixos desta forma do $i-
tocromo. HILHORST gt al. (198&) e HILHORST & KARSSEN (1988} propuseram
que exisle um efeilo duplo da luz agindo via fitocromo na germina¢io
de sementes de Sisymbrium officinale e Arabidopsis thaliana: o
primeiro estimulando a biossintese de giberelinas e o0 segundo
aumentando 2 sensibilidade as giberelinas, através da estimulac3o da
formac80 ou da atividade de sitios receptores para estes reguladores.

0 envolvimento de outros fitormdnios no controle da germinag3o
pela luz € bem menos evidente. Aplicac3o de citocininas exdgenas, de
modo geral, induz pouca ou nenhuma germinagdo (BEWLEY & BLACK, 19823,
apresentando uma maior a¢8o somente quando combinadas com outros agen-—
tes promotores, como luz, giberelinas ou etileno (TAYLORSON &
HERDRICKS, 1977). Por exemplo, citocininas exdgenas n80 foram capazes

de promover a germinzacio no escuro de sementes de Chenopodium =z2lbum

{KARSSEN, 1974) e Stevia rebaydisna (RANDI & FELIPPE, 1981), enquanto



levaram =a uma pequena estimula¢cdo em Bidens pilosa (VaLIO et al.,
1i972). Por outro lado, TAKAKI gt al. (i982) demonstraram aumento na
atividade citocininica em sementes de Rumex obtusifolius apds irradia-
¢ao com vermelho ou tratamento de temperatura elevada.

Etileno parece também ter pouca ag3o isoladamente, havendo, em
geral, uma intefacﬁo com luz (TAYLORSON & HENBRICKS, 1977). Em Stevia

rebaudiana (RANDI & FELIPPE, 19B1) e Rumex phtusifolius (TAKAKI et

al., 198Bia), a aplica¢3o de etrel n3o causou aumento da germina¢io no
escuro; em Chenopodium album (KARSSEN, 1976) e Lactucs sativa (SPEER
et al., 1974}, etileno foi apenas parcialmente promotor. Neste dltimo
caso, ele se tornou altamente efetivo quando em combinagc3o com verme-—
lho ou giberelinas. SAINI et al. (198%9) demonstraram que em Lactuca

sativa ocorred uma maior libera¢S3o de etileno em sementes mantidas na

lJuz em comparagio com aquelas mantidas no escuro. Ja em Lucumis
anguria -~ semente fotobldstica negativa - a liberag3o de etileno se

mostrou maior no escuro (CARDDSO & FELIPPE, 19B3). No entanto, nestes
casos, nao tem havido evidéncias para relac¢lo do fitocromo com etile-
no. Quanto ao &dcido abscisico, foi mostrado que ele pode 1inibir a
germinacac induzida pelo vermelho (BRUBISIC et al., 1%88; KARSSEN,
1976}, wmas o seu efeito ocorre provavelmente por inibi¢3c do =alonga-

mento das celulas da radicula.

0 género Impatiens (Balsaminaceae) contém um grande numero de es-
pecies ~ cerca de 90@ - distribuidas principalmente nos trdpicos e
subtrdpicos do Velho Mundo, especialmente em drezs de florestzs umidas

montanhosas, com especies também em regides temperadas dz China e Ja-



pao e algumas poucas na América do Norte (GREY-WILSON, 1985).

Varias especies de Impatiens, devido 3 sua capacidade de produzir
flores de cores diversas e vivas, sao bastante cultivadas como plantas
ornamgntaia na Europa e Estados Unidos (GREY-WILSON, 1980} e tém sido
objeto de estudos na drea de ecologia, botanica e fisiologia, existin-
do, inclusive, alguns estudos envolvendo biogquimica, dorméncia e ger-
minagao de sementes de algumas das espeécies, as quais frequentemente
necessitam de um periodo de estratificagio (JOURET, 1977 apud
SIMMONDS, 198@&a; NOZZOLILLO & THIE, 1983; NOZZOLILLO =t al., 1986;
MUMFORD, 19883).

Impatiens wallerana Hook.f., nativa do leste da &frica Tropical,
€ provavelmente a especie mais cultivada do género, sendo de ocorrén-
cia Frequente no Brasil, onde € conhecida vulgarmente pelo nome de
“"heijo” ou "maria-sem-vergonha’. Segqundo JOLY (1983), esta especie ja
se transformou em planta subespontanea, tendo invadido recentemente as
regides sombrias e umidas de todo o sul do Brasil. Em geral, pode ser
encontrada em margens sombreadas de rios, beiras sombreadas de estra-

das e caminhos, 2 frequentemente perto de habitagles (GREY-WILSON,

1¥85). Esta espécie € também conhecida pelos sindnimos I. sultani
Hook . F. e 1. holstii Engler & Warb e a descrigdo de seus caracteres

taxonOmicos pode ser encontrada em GREY-WILSON (1985,

Apesar de seu largo uso como planta ornamental, n3o s3o muito‘co—
muns estudos envolvendo a especie. Existem algumas referéncias na li-
tevratura a respeito de fitopatologia (WAalLLKER, 19860; LOCKHART &
BETZOLD, 198¢; KOEWNIG gt 1., 1983}, crescimento (HIGUEHI gt =21.,

1987) =2 =abscisgo (SEXTON, 1979, WARREN WILSON et 21., 1987a, 1987b,
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1988a, 1988b) .

Com relagdo a dados de germinac8o foram encontrados na literatura
apenas alguns poucos trabalhos envolvendo sementes de cultivares co-
merciais de L. gai}ggéﬂg, disponiveis na Ameérica do Norte, as quais
parecem nao apresentar gualquer tipo de dorméncia ou exigéncia espe-
ctial - como os de.SIHHDNDS (1980a) sobre comparacio da raz3o de germi-
nag3o entre diferentes cultivares, de SIMMONDS (198¢b) sobre o efegito
de pré~tratamentos osmoticos e de baixas Femperaturas e de FRETT &
PILL (1989) sobre determinacl3o de condi¢des de osmocondicionamento que
possibilitam aumento na raz3o de germinagdo - e citagBes, retiradas de
manuais comercials para produtores, sobre o efeito promotor da luz na
germinagan de sementes de espécies de Impatiens (CATHEY, 194649 apud
SIMMONDS, 198@a; EWART, 1974 apud SIMMDNDS, 198¢b).

O objetivo deste trabalho consistiu em caracterizar a resposta
das sementes de Impatiens wallerana a luz, procurando analisar o en—
volvimento do fitocromo na germina¢io, verificar a interag¢io de trata-
mentos de luz com diferentes temperaturas e estudar o efeito da apli-
cacio de tratamentos de estratificaglo e de dcido giberélico em subs-
tituigdo & 1luz e em interaclo com esta, a fim de buscar um possivel
esclarecimento do mecanismo de fotocontrole da germinacBo nesta espé-

cie.
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11 .MATERIAL .E METODOS

1. Material Vegetal

As sementes de Impatiens wallerana Hook.f. (= 1. gyltani Hook.f.;

i

1. heolstiil Engler & Warb.) utilizadas neste trabalho foram coletadas
em canteiros localizados no campus da Universidade Estadual de Campi-
nas (8P} e nas dependéncias do Centro Experimental de Campinas -~ Ins-—
titute Agrondmico de Campinas (5P).

O0s {frutos das espécies de Impatiens apresentam deiscéntia explo-
siva, de modo gque eles se abrem a um simpies toque. Portanto, durante
a coleta, tomou-se cuidado para evitar a expuls8o e perda das semen~
tes.

Mo  leboratorio, o material foi selecionado, separando-se as se-
mentes dos restos dos frutos e eliminando-se zgquelas cuja coloracio
era diferente da apresentada por sementes encontradas em frutos madu-
ros. Estas apresentam coleora¢ao marrom, ac passo que sementes expulsas
de frutos perturbados, nZo completamente madurcs, s&o esbranquicadas
ou ligeiramente amarronzadas.

As sementes selecionadas foram deixadas expostas ao ar no labora-
torio por 2 a 3 dias e entlo armazenadas em frazscos de vidro tampados
em condigbes ambientais ndo controladas, até serem utilizadas nos di-

terentes experimentos.



s sementes foram caracterizadas quanto ao tamanho - atraves de
medidas de seus eixos malor e menor sob microscopio estereoscopico
equipado com ocular milimétrica - e quanto ao peso™. Sementes muzto

peguenas, que se afastavam muito da meédia gersal, nunca foram utiliza-

das.
Para o©s experimentos de germinagao, procurou—-se utilizar, semzre
que possivel, sementes recém-colhidas ou Ccom poucas semanas de armaze-

namento.

2. Curva de Embebig3o

Para a constru¢8o da curva de embebig3o, 4 amostras de 1@ senzn-
tes foram colocadas para embeber em sgua destilada, sob luz ¢ temps—a-
tura do ambiente, apos ter sido determinado 0 seu peso inicial. As se-
mentes foram, a seguir, pesadas com 1, 2, 3, 9 e 24 horas de embzoi-
c3o. Para a pesagem, as sementes foram secas rapidamente com papel zb-
sorvente, pesadas em balanga analitica e colocadas de volta em agpua
destilada. Foi calculado o aumento do peso das sementes, em porcenza-

gem, em relagio 2o peso inicial.

# L . .
Hecte trszbalho, optou-se pelo termo peco, utilizado internacisnzlmente, embor: os
valores apresentados se refiram, na reslidude, 3 mwassa do material,
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3. Método Geral de Germinacdo

Nos experimentos de germina¢cao, foram utilizados, em todos os
tratamentos, 4 amostras de 25 sementes. As sementes foram colocadas
para germinar em placas de Petri, de 5 cm de dildmetro, forradas conm
dois discos de papel de filtro umedecidos com agua destilada ou com {
ml da solug3oc a ser testada. As placas de Petri foram mantidas no in-
terior de caixas gerbox forradas com papel de {iltre umido. Foram uti-
lizadas camaras de germinag3o FANEM 347F. ou FORMA SCIENTIFIC mod. 24,
com condi¢cBes controladas de luz e temperatura. Exceto quande citado,
os experimentos foram mantidos a temperatura de P50C.

Para a mailoria dos tratamentos, a germinag¢do das sementes foi
acompanhada durante 14 dias. O critério para se considerar a semente
germinada foi a protrusdo da radicula. As sementes germinadas foram
removidas das placas apds as contagens. Sempre que necessirio, 0s pa—
pegis de filitro foram reumedecidos com dgua destilada. Nos tratamentos

de escurg, as contagens foram feitas sob luz verde de seguranca.

4. Tratamentos com Luz

Nos experimentos com luz branca constante foram utilizadas lampa-
das fluorescentes brancas do tipo luz do dia de 154, gue proporciona-
vam ao nivel das placas uma irvadifincia de 32@ullcm £, Nos tratamentos

de escuro continuo ou periodos curtos de escuro, as placas foram colo-
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cadas dentro de trés sacos plasticos pretos.

Para obten¢io de luz monocromdtica de banda larga, nos casos de
luz wvermelha e de luz azul, foi utilizado um ¥filtro formado por duas
folhas de papel celofane vermelho e azul, respectivamente (LEWAK &
KHAN, 1977 ; CARDOS0,1985), sob luz de duas lampadas fluorescentes bran-
cas ~ marca Sylvania - de 15W cada. Para o vermelho-extremo, o filtro
foi formado por trés folhas de papel celofane azul e duas de papel ce-
lofane wvermelho (VALID, 1986) sob uma l&mpada incandescente branca -
marca Sylvania - de 40W. Em todos estes casos, as placas foram manti-
das a uma distancia de 2@cm das lampadas.

Us espectros de emissio das lampadas fluorescentes e incandescen-

tes - fornecidos pela GTE do Brasil, Divisio Sylvania - e os espectros
de transmiss3o dos filtros para vermelho e vermelho-extremo ~ medidos
em espectvofotdmetro ~ s8o apresentados no Apéndice.

4.1. Tratamento com Luz Continua de Diferentes GQualidades

As sementes foram mantidas sob tratamentos de luz branca, luz
vermelhsa, luz azul, vermelho-extremo e escuro continuos. Apds a ava~
liag30 da porcentagem final de germinagio, as sementes dog tratamentos
onde n#o houve germinacio significativa foram transferidas para luz
branca continua para nova avaliag3oc da porcentagem final de germina-

cEo
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4.2. Tratamentos com Luz Vermelha

4.2.1. Sensibilidade a uma exposic8o ao vermelho

fs sementes foram expostas a uma irradiag3o de 2h com luz verme—
lha apoOs h, 2h, &h, P4h, 48k, 72h, 96h, 1i20h e 144h de embebi¢io no
escuro, sendo entio mantidas em escuro continuo até o final do experi-—

mento.

4.2.2. lrradiacBo0 inicial com vermelhko

As semenhtes foram tratadas desde © inicio do periodo de embebig3o
por Bh, 24h, 4Bh, 72h e 96h com luz vermelha, sendo entfio transferidas

para escuro continuo.

4.2.3. Irradiagio intermitente com vermelho

Nos casos de iluminagdo intermitente com luz vermelha, auando ni3o
citado, o inicio das exposiches a luz se deu apds 2h de embebi¢Zo no
eccuro, a duracfo de cada exposigio foi de 2h e as irradiac¢Bes foram
fornecidas a cada 24k, ou seja, com intervalos de escuro entre as ex-
cosicdes de 228h. Apds o término da sequéncia de exposigdes a luz, as

cementes foram sempre mantidas em escuro até o final do experimento.



Foi verificada a resposta & irradiac3o repetida com vermelho,
testando-se diferente numero de exposicBes — de 1 a 5 ou de 1 a 7 - em
varios lotes de sementes, separados por época de coleta.

0 efeito da durac3ao de cada exposic3o foi também estudado. Neste
caso, as sementes receberam o tratamento de 5 exposicdes ao vermelho,
uma a cada 24h, tendo cada uma delas a durac¢do de 1, 5, 10, 15, 30, 490
ou i2@ minutos.

Para wverificar se a resposta de germinacio era dependente do nid-
mero de exposicldes a que eram submetidas as sementes ou do periodo no
qual estas eram aplicadas, um conjunto de testes foi desenvolvido.

0 experimento no qual se verificava a resposta 2 diferente ndmero
de exposi¢les mo vermelho foi repetido, mas de modo cue todog os tra-
tamentos fossem completados em um mesmo periodo, fixado em 1080 horas,
variando-se, para isto, o intervelo de escuro entre as exposigoes. As-—

sim sendo, ncs tratamentos de 5, 4, 3 e 2 exposicies ao vermelho, os

intervalos de escuro entre as irradizedes foram, rescectivamente, de

B2h, 30h, 46h e P4h .

Os tratamentos de 2 e 3 exposigfes ao vermelho Toram oferecidos,
separadamente, com as irradiagdes sendo zplicadas em “iferentes perio—
dos: apds Zh de embebic3o e apds 48k de embebic¥o, noc esquema comumen-=
te empregado; apds 2h de embebicio, mas com as exposicoes distribuidas
no periodo de 106h; e no final do periodo de 100h, meofificando~se, pa-
ra isto, o periodo de incuba¢¥o no escuro snterior ac inicio das expo-
si1¢cOes (50h & 74h para os tratamentos de 2 e 3 exposicdes, respectiva~

mente) .
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Foi testado ainda o efeito da variac8o do intervalo de escuro en-
tre as irradiacOes, utilizando-se intervalos de 10h, 22b, 46h, 70h e

94k no tratamento de S5 exposicBes.

4.3. Tratamentos com Vermeltho-extremo

i reversibilidade dos efeitos da luz vermelha pelo vermelho-ex-~
trema foi testada com os tratamentos de 2, 3 & 4 exposicles ao verme-
lho. Nestes casos. cada irvadiacio de 2h com vermelho foi imediatamen-
te seguida de uma irradiagao de 2h com vermelho-extremo.

Na tentativa de determinac8o0 do tempo de escape, foram utilizados
varios tratamentos: o tratamento de uma dnica exposi¢g3o ao vermelho
apOs 4Bh de embebic3c, o que permitiu 2 aplicagip de vermelho-extremo
gh, 24h, 48h e 72h apos o vermelho; o tratamento de 5 exposi¢coes ao
vermelho, no qual o vermelho-extremo foi aplicado subsequentemente e
ateé 20h ap0s o vermelho, ou seja, imediatamente antes de uma nova ex—
posigaoc ao vermelho; e o tratamento de 3 e 5‘expasic595 ao vermelho,
fornecidas a cada 48Bh, o gual permitiu a aplicaclo de vermelho—extremo
logo apos o vermelho e depois de decorridos periodos de até 44h de es-—
cure. Nestes casos, para cada irradia¢doc de 2k ctom vermelho, corres-
pondey sempre uma irvadiscdo0 com vermelho-extremo de igual duragio.

00 mesmo tipo de tratamento foi repetido com exposicOes an verme-

thg ¢ o vermelho~-extremo de 18 minutogs.



Para melhor investigacdo das respostas as exposicoes ao vermelho-
extremn, foram comparados os efeitos do vermelho-extremo aplicado du-
rante o0s intervalos de escuro dos tratamentos de 5§ exposigies ao ver-
melho fornecidas uma a cada 48h & a3 cada 96h. Vermelho-extremo foi
também fornecido durante um periodo de embebi¢3o0 das sementes anterior
a uma exposicdaoc ao vermelho, de modo continuo por 144h ou na forma de

uma exposicao de 2h apds as 144h de embebic3o.

5. Tratamentos com Temperaturas

3.1. Temperaturas Constantes e Alternadas

Foi estudada a germinacao das sementes nas temperaturas constan-
tes de 90C, 10°C, i59C, 2e9C, 25°9C, 30PC e 35%C sob condicBes de lu=z
branca e escuro continuos. Nas temperaturas em que houve pouca ou ne-
nhuma germinagio, as sementes foram transferidas para 259C, mantendo-
se a condigdo luminosa (luz ou escuro) prévia, para avaliag3o da por-
centagem final de germinacio.

Foram também testadas ms temperaturas alternadas de 25°2C-5°9C,
250C-16°%C e 25°PC- 26°C, com duracfo de iPh para cada temperatura, sob

condictes de luz branca & escurpo continuos.
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5.2. Interagdo entre Temperatura e Exposicbes a Luz Vermelha

Foi wverificada a resposta das sementes a diferente numero de ex-
posigdes ao vermelho nas temperaturas de 15°C, 2%°9C e 3@”0.

Foi tambem verificada a resposta das sementes a uma uUnica exposi-
30 ap vermelho sob diferentes temperaturas. Os tempos de embebig¢do no
eSCUro, anteriores a irradiag®o, foram basicamente os mesmos utiliza-
dos anteriormente - @h, 24h, 4Bh, 72h, %&h, 12¢h e 144h - & as tempe-

raturas testadas foram 15°C, 2e°C e 25°C.

4. Giberelinas

&4.1. Tratamento com dAcido Giberelico

Diversas concentracdes de &cido giberélico (GAxy) foram testadas
na gevminag3o das sementes sob escuro continuo. Foram utilizadas as
concentracbes de ©.1, 1, 1@, 5@, i0®6, S5@@ e 1680 upg/ml, ao lado do

controle em dagua destilada.



6.2. Interacido entre GAg e Exposicdes a Luz

Foi analisado o efeito de exposi¢bes sub-otimas a luz vermelha e
exposicio ap vermelho—extremo na germinacio de sementes colocadas para
germinar na presenca de GAg 5@ pg/ml (0,15mM). Para tanto, as sementes
assim tratadas foram expostas, apds as 2k de embebigfico normalmente
utilizadas, a 1 e 2 exposicles (2h) ao vermelho € a 1 exposigio (0,5h?

ap vermelho—extremo, ao lado de controles em escuro continuo.

&6.3. Inibidores de Biossintese de Giberelinas em Tratamento In-

dutiveo de Luz

As sementes foram submetidas ao tratamento indutivo de 5 exposi-
¢des ao vermelho na presen¢a de 2 inibidores de biossintese de gibere-
linas: CCC (cloreto de 2-clovoetil-trimetilambnio) na concentragcio 1mM
e paclobutrazol [ (2RS,3RS)-1-(4-chlorophenyl)—4,4-dimethyl-2-

(1H~1.2,4—tria201—1—31)pentan—3~01] na concentragio SuM.

7. Estratificaczo

Para os tratamentos de estratificacio, as sementes foram coloca-
das em placas de Petri, da manelra deccrita antevriormente, e mantidas

em camara de germina¢io, a 1090, sob escuro continuo. Apds O 2 periodo
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de estratifica¢do, as placas foram transferidas para camaras a 25°9C,
mantendo-se sempre a condi¢30 de escuro continuo, para avaliac3o da
porcentagem de germinagao. Exceto quando citado, as sementes foram
mantidas, quando da transferéncia para 2%5°C, nas soluctes usadas du-
rante a estratificacio.

Foram testados periodos de 3@, 45 ¢ 60 dias de estratificagio.

7.1. Estratificacl80 na Presen¢a de Giberelinas

0 efeito da aplicag3c de giberelinas durante o periodo de estra-
tificac8o Foi observado. Para tanto, as sementes foram estratificadas
por 43 dias na presenca de GAz 5¢ pg/ml, ao lado da estratificascido em
dgua destilada (controle). Foi testada também a estratificacfo em Zgua

destilada seguida da transferéncia para soluclo de BGAz 50 ug/ml.

7.8. EstratificacBo na Presencs de Inibidores de Biossintese de

Giberelinas

Os tratamentos de estratificacgio foram realizados na presenga de
inibidores de biossintese de giberelinas. CCC foi utilizado em dife-
rentes conctentra¢gdes. Paclobutrazol foir utilizado na concentragzo SuM.
Em um dos experimentos, sementes esstratificadss na eresgnga destes
inibidores forem, apds z svaliacfoc da porcentzgem final de germinacio

a e39, transferidas para places contendp Gz 5@ po/ml para testar =3
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revers3o do efeito dos inibidores pelo dcido glberé}ico.
Adicionalmente, foi verificado o efeito da estratificacd3o na pre-
senga de paclobutrazol 5uM seguida da transferéncia para dgua destila-
da e o efeito da estratificac3o em agua destilada seguida da transfe-
réncia para solugdo de paclobutrazol SuM.
Em todos estes casos, o tratamento de estratificagdo durou 45

dias.

7.3. Interag3o entre Tratamento de Estratificac¢io e Exposicdes

a Luz

As sementes estratificadas por 45 dias foram submetidas, no mo-
mento da transferéncia para £9°C, a uma exposi¢ido de 2h 3o vermelho ou
an vermelho—extremo, sendo a seguir mantidas em escuro continuo, com o
intuito de sg verificar se os tratamentos de luz eram Capazes de am-

plisar ou anular o efeito da estratificacio.



8. Analise de Giberelinas Fnddgenas

A presenca de giberelinas endogenas foi investigada em sementes
incubadas a 25°9C por 72h em escuro continuo e em sementes estratifica-
das por 39 dias em agua destilada e paclobutrazol SuM,

Foram wutilizadas £.29 de sementes secas, a5 quais foram distri-
buidas em placas de Petri de Pcm de didmetro com papel de filtro ume-
decido com 4 ml de dgua destilada ou de soluc3o de paclobutrazol. Apds
os periodos citados acima, as sementes foram reunidas em bequer manti-
do em banho de gelo, € o peso das sementes embebidas foi determinado.
Deste modo, para a extragao, foram utilizadas 5,@g de sementes incuba-
das =a £23°9C, 4,5g de sementes estratificadas em agua destilada e 4,8g
de sementes estratificadas na presenga do inibidor.

Nos trés casos, 4 amostras de ESrsementes foram separadas para o

teste de germinacio sob escuro continuo.

8.1. Extraglo e Fracionamente

Para extragaoc e fracionamento, utilizou-se ¢ método descrite por
Reeve & Crozier (1978).

As sementes foram trituradas em graal e homogeneizadas em Poluy-
tron, com metanol p.a. gelado, ra propor¢ao de 1€ ml para cada 1 grama
de sementes. O extrato foi filtrado a vacuo e o residuo foi exiraido
por mais 2 vezes, com igual volume de metanol sendo os filtrados reu-

nidos .



0 extrato metandlico assim obtido foi reduzido a fase aquosa em
evaporador rotatdrie, a viacuo, em temperatura de 3¢°C. Ao -residub
aqQuUOSO, foram adicionados dois volumes de tamp3o fosfato ©.5M pH B.@
e, se necessario, o pH foi ajustado a 8.9 com KOH. A segulr, procedeu-
se ao fraclionamento do extrato para obtenc8o da fra¢do acida.

A fase aquosa fol extraida por 35 vezes com 1/2 volume de éter de
petrolec e a fase aquosa resultante foi adicionado PVP (polivinilpir-
rolidona) insoldvel na proporcao de 5@ mg/ml de extrato. Esta mistura
foi filtrada a vacuo e a fase aquosa teve seu pH ajustado a 2.5 com
HMC1l, sendo a seguir extraida por 5 vezes com 2/5 volumes de acetato de

etila. O esguema resumido do fracicnamento & apresentado a seguir:

Fase figuosa

Partig3o (Sx) contra
i/2 vol. de éter de petrdlen

T 1

gter de Petrdleo Fase Aquosa
{descartado) adicdo de PVUP inscluvel
Filtracso
| |
Fase Agquosa PUP

pH zjustado 8 2.5
Particso (5x) contra
2/% vol. de acetato de etila

| 1

FragBo aAcida Fase aquosa

(Ghs livres) {descartado)



Apﬁs a obtencdo da frag3o acida, esta foi submetida & temperatura
de congelamento da dgua para remoc¢8o0 da agua residual. Apds a remogio
dos cristais de agua congelada, foi adicionado sulfato de sdédio anidro
em excesso ao extrato, seguido de filtracZo, para remog3oc da agua ain-
da presente.

A fraglo acida foi reduzida em evaporador rotatdrio (volume final

de iml/g de semente embebida), a 36°C, e mantida em freezer.

8.2. PurificacEo e Preparo da Amostra

Uma aliquota da fra¢do acida a ser analisada — o correspondente a
tg de sementes embebidas - foi separada e submetida & evaporac3o até a
secagem completa em evaporador rotatdrio. £} material foi ressuspendido
em metanol (volume final de 2ml) 2 a amostra foi purificada em mini-
colunas SEP-PAK C1i8 (Waters Associates). A mini-coluns foi estabiliza-
da previamente pela passagem de 1¢ m]l de metanol e a amostra eluida
com B ml de metanol. A amostra coletada foi submetida & evaporaczo
completa em evaporador rotatdrio, o material novamente ressuspendido
em 1 ml de metanol e a amostra evaporada sob fluxo de nitrogénio ateé a

secagen. 0 material foi ressuspendideo finalmente em metanol (MERCK ) :

irido  acético @.5% na proporgao 4¢:69 v/v. Guando neceseario, a amos—

tra foir centrifugsda para remo¢cio de gquaisquer residuos presentes.
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B.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os compostos presentes nas amostras foram separados através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa, onde se
utilizou coluna Hypersil-—-0DS Sum, 259mm X 4.46mm. A fase mdvel consis-
tiu em acido acetico @.5% (solvente A) e metanol p.a (MERCK) (solvente
B, em gradiente de eluicdo de 40 a 85Y% de metanol em 30 minutos, com
fluxo de 1 mi/min.

Os eluatos foram coletados de 2 em 2 minutos, resultando, portan-
to, em 13 fracdes disponiveis para a montagem do bioensaio para detec-—

¢330 de atividade giberelinica.

8.4. Bioteste do Alongamento do Hipocdtilo de alface

Para a realizac3o dos bioensaios, o 2 ml coletados de cada fra-
gao foram subdivididos em 4 aliquotas de €,5 ml -~ a fim de se obter 4
repeticOes para cada fragl3o - e estas foram distribuidas em cubetas de
2x2 cm forradas com papel de filtro. Para se obter o controle, aliguo-
tas do solvente foram também distribuidas em cubetas. As placas foram
deixadas expostas ao ar e, apds a evaporacao do solvente, procedeu-se

a montagem do Pbioensaioc do alongamento do hipocotilo de alface

{(FRANKLAND & WAREING, 19403,
Sementes de alface cv. Grand Rapids foram colocadas para germinar
em placas de Petri a 25°C por P4h sob luz brance continua. Apds este

pericde, as pléntulas foram selecionadas por homogeneidade de tamanho
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e estas foram transferidas em grupos de 4 para cada cubeta, sobre o
papel de filtro entido umedecido com 0,5 ml de dgua destilada.

As placas foram mantidas em camara de crescimento a 23°C sob luz
branca constante. Apds 4 dias da montagem, foram medidos os hipocdti-

los € as medidas transformadas em porcentagem do controle.

?. Calculo do Tempo Médio de Germinac3o

0 tempo medio de germinac3o (em dias) e sua variincia - a partir
da qual foi calculado o evro padr3o apresentado nas tabelas - foram

caziculados utilizando-se ag seguintes expressdes (LABDURIAU, 1983):

t=Fngty e s2 =gn;(t;-1H2
nnj ""i*’Ehi
onde,
t = tempo médio de germinacSo
tij= tempo de germinagdo, variando de t, (tempo minimo de germi-
nacdo) a tg (tempo midximo de germinacio)
ny = ndmero de sementes germinadas nos intervalos de tempo t;_q4 e

£y

58t= variancia do tempo médio de germinacio



10. Analise Estatistica

Os dados obtidos dos experimentos de germinac3o foram analisados:
estatisticamente <quando necessario. Com a finalidade de normalizacio,
as porcentagens de germinacao foram transformadas em valor angular
(=arco seno\[gﬂ), sendo p a proporcio das sementes germinadas.

Para compara¢do entre dois tratamentos, utilizou-se o teste t de
Student. Para a comparac¢Bo entre wvarios tratamentos, utilizou-se
analise de variancia simples ou fatorial, determinando-se, se necessa-
rio, a diferenga minima significativa (DMS) pelo teste Tukey, a nivel
de 34 de probabilidade (PIMENTEL GOMES, 1976).

Os resultados das andlises est3o indicados nas figuras ou tabelas
atraves de letras. Como regra geral, os valores ou pontos seguidos pe-—
las mesmas letras ndo diferem significativamente entre si. Os resulta-
dos dos biotestes para deteccd3o de giberelinas foram analisados também
atraveés de andlise de variincia simples, calculando-se a DMS e trans-
formando-a em porcentagem. As dreas hachuradas nos agraficos diferem

significativamente do controle a 5%.



III - HESULTADOS

i. Determinacio de Tamanho e Peso das Sementes

As  sementes de 1. wallerans apresentam dimensies bastante peque

nas, evidenciadas pelas medidas de tamanho e peso mostradas na Tabe

1a 1.

2. Lurva de EmbebicHo

A wmbebicBo das sementes se mostrou relativamente rdpida, havend
um zumento em peso de 74,8% apds 24h. Somente nas primeiras 2 horas
se abtingiu um aumento de 53,5% em relacso ao peso inicial. Apos Sh é

embebi¢do, © valor maximo foi praticamente atingido (Fig. 1).

3. Padrio de GerminacEs

O vowmportumento des seasnies soh luz branca continua pode ser ob

servado na Filigurse 2. A germinscio se 1nicia no 32 ou 48 dia e aument

rapidemente, de modo gue, por wolizs do BE ou 92 dis tem—se ums porcen




TABELA 1 -~ Medidas das sementes de 1. wallerana.

Dimensoes {(mm?}
(media de 40 sementes)

Eixo maiov 1,9 (+0,23:%

Eixo menor 1.2 (28,17}

Peso £29€@ sementes (mg?l
{média de 4 amostras)

Sementes Secas ' 93,5 (£3,117

Sementes Embebidas (72h) 1463,8 (£46,13)

®* Yalores meédios seguidos do desvio padr3o.
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tagem de germina¢3o ja proxima da porcentagem miaxima atingida. Em ne-
nhum experimento, observou-se o inicio da germinacie anterior ao 38

dia. Em escuro continuo, n3o0 ocorreu germinacio.

4. Rela¢3o da ColoragSo do Tegumento com a Necessidade de Luz pa-

ra a Germinac3o

Com o© intuito de se verificar se as sementes com diferencas na
coloragao do tegumenteo diferiam em seus requisitos de luz, a germina-
¢ao das sementes expulsas de frutos n3oc completamente maduros - aque-
ias com tegumento esbranquigado - foi testada sob luz branca e escuro
continuos. Sob luz branca constante, as sementes alcangaram germinagzo
maxima {(9é%), evidenciando a maturidade do embrifo. Sob escuroc conti-
nuo, a germinag¢ao foi nula, nfo havendo diferen¢as, portanto, de res—

posta em relagBo as sementes de tegumento marrom.
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5. Tratamentos com Lugz

3.1. Tratamento com Luz Continua de Biferentes Qualidades

As  sementes de 1. wallerana mostraram alta porcentagem de germi-
nagao sob luz branca continua. Sob escuro continuo, n3o ocorreu germi-
nagao, corroborando os resultados obtidos anteriormente. Luz vermelha
continua promoveu 1gualmente a germinacio, enquanto que o5 comprimen-—
tos de onda azul e vermelho-extremo se mostraram inibitdrios (Tabela
2. As sementes nao germinadas sob escuro, vermelho-extremo ou luz
azul, quando transferidas para luz branca, vieram a germinar normal-
mente, atingindo as altas porcentagens finais comumente observadas

(Tabela 2J.

5.2. Tratamentos com Luz Vermelha

3.2.1. Sensibilidade a uma exposigio aoc vermelho

As sementes de L. wallersna n3o responderam ou responderam muito
pouco & uma exposi¢ao de 2h a luz vermelha aplicada apds varios perio-
dos de ewmbebilcso no escuro (Fig. 3). Verificou-se um pequeno aumento
de sensibilidede a esta exposicio com periecdos crescentes de embebigdo

ate 4Bh. Apos este periodo, no entanto, a sensibilidede voltou a cair,



TaABELA 2 - Efeito de 1luz continua de diferentes  qualidades. na

germinacsoc de sementes de 1. wallerana.

TRATAMENTOS % GERMINACAD

APGS 14 DIAS

Luz Branca continua Fea
Yermelho continuo B5a
azul continuo @
Vermelho-extremo continuo i
Escuro caontinuo @

cetr S VEDA

% GERMINACAD 14 DIAS APOS

TRANSFERENCIA PARA LUZ BRANCA

90

ee

73
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se estabilizando em niveis bastante baixos.

5.2.2. Irradiac8o inicial com vermelho

As  sementes de 1. wallerana alcancgaram porcentagens finais de
germinagc3o compardveis aquelas obtidas com luz vermelha continua gquan-
do expostas a periodos longos de iluminagSo. Verificou-se que o trata-
mento de Bh de irradiaclo inicial foi bastante inefetivo na promoclo
da germinag¢do, havendo um aumento gradativo da resposta com o aumento
do periodo de iluminac3o0. Somente os tratamentos de 72h e 946h chegaram

a se igualar com o controle em vermelho continuo (Fig. 4).

5.2.3. Irradiagio intermitente com vermelho

Niveis de germinagio compar§v9i$ aqueles obtidos com luz branca
ou wvermelha continuas também foram alcancados atraveés de - exposicoes
curtas repetidas so vermelho, Houve a necessidade de um certo ndmero
minimo de exposicgdes para a promocio maxima da germinacio. Fste ndmero
minimo exigido pode apresentar uma certa variacSe de lote para lote de
sementes, como evidenciado na Tabela 3. Apesar desta varia¢3o, = maio-
ria dos leotes testados exigiu um nudmero minimo de 5 exposiches para a
resposta maxima, assemelhando-se ao padri3oc de resposta do lote D.

# Fioura 5 apresenta as curvas de germinacso das sementes cubme-—

tidas @ varias exposicles ao vermelho. (Observou-se que, também necte
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TABELA 3 ~ Porcentagens finais de germinac3o de sementes de 1.
wallerana submetidas a diferente numero de exposicOes

curtas ao vermelho. Valores obtidos no 142 dia de ger-

minagsao.
NUMERD DE EXPDSICOES % GERMINACED
&0 VERMELHO LOTE A LOTE B LOTE £ LOTE D
i od de 28¢c 25d
2 id 14d 3%b S@cd
3 i8¢ 41c 71ib 73be
4 36b &8b ?ia 87ab
3 56éb 67b B%a g7a
) - 78ab -~ -
7 - B%a - -
Luz Vermelha continua ?la 21ia - -

lLuz Branca continua - - %12 -
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caso, a resposta se mostrou gradativa, com um nimero-crescente de ex-
posicors sendo mais efetivo.

# duracl3o de cada exposi¢adao ao vermelho niaoc influenciou a respos-
ta +inal ao tratamento, com irradiacdes bastante curtas, de ate 1 mi-
nuto, sendo tao efetivas quanto as exposigOes de 2 horas (Fig. é).

Guando os intervalos de escuro entre as exposicOes ao vermelho
foram =ajustados epara que todos os tretamentos fossem completados em
199k, o mesmo padr3o de resposta foi mantido (Fig. V), assemelhando-se
bastante zos resultados apresentados anteriormente (Fig. 5.

fis Figuras B8 e 9 mostram gque o periodo em que_fnram aplicadas as
irradiagOes n3o influenciou a porcentagem final de germinagdo obtida,
evidenciando dois pontos importantes: 1) o aumento do intervalo de es-—
curo entre ot EXp0sl4ies N20 causou prejulizo a0 resultado final e 2) o
aumento do periodo de embebig3o anterior ao inicio das exposicies nao
refletiu nenhum aumento significativo da resposta.

apesar da nao interferéncia com a porcentagem final de germina-
cao, verificou—se, com estes tratamentos, mudangas na velocidade de
germinagfo, refletidas pelos valores de tempo meédio de germinagio ob-
tidos <(Tabela 4). 0Os tratamentos onde houve um tempo de embebigio
maior antes do inicio das exposicdes (2V e 3V finais, 28V apds 4Bh) re-
sultaram gem um tempo medio de germinag30 Menor em COMPaRYagan cCom aque-
les obtidos naos trstamentes com apenas 2h de embebicBo (2V e 3V ini-
ciais). FPor oulro lado, os tratamentos onde as exposigies foram dis-

tribuidas em 192%h (2V & 3V em 100h) resultarzam em um maior tempo médio

de germlnaCso.
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Figura 8 - Resposta das sementes de I. wallerana a 2 exposi¢des a0

vermelho fornecidas em periodos diferentes.

ch de vermelho De‘scura

Tratamentos: A= 2V iniciais C= 2V finais

B= 2V em 1082h D= 2V apos 4Bh
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TABELA 4 - Valores dé tempo médio de germinac3o (t) (+ erro pa-
drao) de sementes de 1. wallerana submetidas a 2 e 3
exposigdes curtas ao vermelho em periodos diferentes.
Para efeito de cdalculo, o dia ¢ foi considerado como o

dia do inicio das exposigOes.

A. 2V iniciais 4,79 (£ ¢,152)
B. 2V em 100h 6,59 (£ @,207)
2v C. 2V finais 3,44 (+ @,194)
D. 2V apds 4Bh 3,38 (+ 0,16@)

Dados referentes & Fig. 9.

A. 3V 1nicials 4,72 (* ¢,132)
3V B. 3V em 162Ch 3,74 (x ©,173)

£. 3V finazs 4,05 (¥ @,156
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Com um aumento consideravel - de 22h para até 94h - dos interva-
los de escuro entre as irradiacfes, n8c houve diminuicio da porcenta-
gem final de germinag3o atingida. 0 mesmo ndo ocorreu, porem, com a
diminuig3o da duragdo destes intervalos para 1@h, o que levou a uma

queda no valor final da resposta (Fig.1@).

5.3. Tratamentos com Vermelho-Extremo

s efeitos induzidos por exposi¢des a luz vermelha foram comple=-
tamente revertidos quando cada exposicdo ao vermelko foi seguida ime-
diatamente por uma exposicao ao vermelho-extremo (Tabela 5.

Guando os periodos de escuro foram inseridos entre as exposicoes
ap0 vermelho e ao vermelho-extremo, para determinacic do tempo de esca-
pe, 05 seguintes resultados foram observados.

Nog tratamento de apenas.uma eXposigR0 ao vermelho, verificou-se
uma perda - gradativa da capacidade do vermelho-extremo em promover a
revers<3o da resposta a medida em que se aumentou o intervalo de escuro
entre o©0s dois tipos de exposicdo. Lom um intervalo de 48k entre elss,
a resposta deixou completamente de ser revertida (Fig. i1y, Poreém,
neste cCaso, a porcentagem de germinacio induzida pelo vermelho foi,
como esperado, bastante baixa.

Mo tratamento de S gxposigies zo vermelho, observou-se que zs ir-
radizcsoes com vermelho-extremo, aoc serem fornecidass imediatamente zpos

o wvermeliho, foram capazes de reverfer totaimente g efeito promotor
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TABELA 5 - Porcentagens finais de germinacio de sementes de 1.
wallerana submetidas & iluminacio intermitente com
vermelhe {(VY/vermelho-extremo (VE) fornecidas a cada

24h. Valores obtidos no 14° dia de germinacio.

TRATAMENTOS % GERMINACAD
2x (2h\V) 29
2x {(2hV + 2hVED @
Ak (2hV) 44
3x (2hV + 2RVE) @
4 (2hV) 39

4y (2RV ¥ 2hVED @
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tos 4A8h & 72h.
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deste, confirmando os resultados anterigres. Ao serem fornecidas--20h
apos o vermelho, permitirﬁm uma pequena porcentagem de germinac3o
(Fig. 12).

Com o intuito de se aumentar o tempo de escuro decorrido entre as
irradiagOes com vermelho e vermelho-extremo, utilizou-se o tratamento
de 3 exposicOes ao vermelho fornecidas uma a cada 4Bh. Neste caso, ob-
servou—~se que um periodo de 22h de escure decorrido entre as irradia-
goes com 0s dois comprimentos de onda, n3o forneceu a mesma resposta
ohservada anteriormente com 20h (Fig. 12), obtendo-se uma reversio
praticamente maxima (Fig. 13). € importante notar que, ao contririo do
caso anterior (Fig. 12), onde o vermelho-extremo era seguido imediata-
menle POr uma NOVY EXposicaoc ao vermelho, aqul o vermelho-extremo foi
segulido por um periodo de escuro antes da proxima exposicio ao verme-
itho. fdinda referente a Figura 13, observou-se tambeém que, quando o
vermelho-extremo fol fornecido 44h apos o vermelho — e, consequente-
mente, antes de uma proxima exposi¢ao a este - a porcentagem de germi-
nacdo obtida foi significativamente maior.

Uma wvisao global dos resultados cobtidos com exposicdes ao verme-—

lho—extremo inseridas hos tratamentos de 5 exposicOes ao vermelho for-
necidas uma a cada 24h e a cada 4Bh pode ser observada na Tabela 6.
Confirmando as observagbes feitas anteriormente, nos tratamentos em
gue o vermetho-extremo foi seguido de escuro antes de nova exposiciao
aw wvermelho, a porcentagem de germinasclo se manteve baixa (alta por-
centugem de reversso). Nos tratamentos em que o vermelho-extremo foi
fornecido  imediatasmente antes de uma nova exposigio o vermelho, a

porcentagem de germinscso se mostrou maior, refletindo porcentesgens de
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Figura 12 -

Efeito na germinacio de sementes de 1. wallerana de expo-
sicdes ao vermelho-extremo inseridas nos intervalos de es-
Curo (E) do tratamento de S exposicdes ao vermelho forne-

cidag uma a cada 24h.

2h de vermelho @ 2h de vermelho—extremo
[] BECUT O
Tratamentos: A= D3{U+22PhE)} C= H{U+2GhE+VE)

B= S(V+VE+2¢hE)
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 Figura 13 - Efeito na germinacio de sementes de 1. wallerana de expo-

sicfes ao vermelho—extremo inseridas nos intervalos de es-—
curo (E) do tratamento de 3 exposicdes ao vermelho forne-

cidas uma a cada 48h.

Zh de vermetho @ 2h de vermelho-extremo
[] EGECUTO
Tratamentos: a= 3(UV+46KE) C= Z3(V+Z22hE+VE+Z2EZhE)}

B= J(V+VE+44hE) B= 3(V+44hE+VE)
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TABELA & — Efeito na germinacdo de sementes de 1. wallerana de
exposigdes ao vermelho-extremo (VE) inseridas nos in-
tervalos de escuroc (E) dos tratamentos de 9 exposic¢des
ao vermelho (V). Valores obtidos no 142 dia de germi-

nagio.

6a- EXPOSICOES A0 VERMELHMO FORNECIDAS UMA A CADA 24h:

TRATAMENTOS EXPOSICOES BE 2h TRATAMENTOS EXPOSICGES BE 13min.
% Germinag3o X Reversao ¥ Germinacio X Reversio

4. 3{V+22hE) 93a - f. 3{V+23:45h0) B4a -

B. SCVE+E2hE} 61t - B. S{VE+23:45hE) od -

L. S(V+VE+DBhE) ¢ic 98,9 E. S(V+VE+23.3¢hE) éd 100

B, S{U+10hE+VE+I0hE) o2¢ 97,8 D. 5{V+11.45hE+VE+1145hE) ¢5¢ 94,4

E. S{V+28hE+VE) 42h 34,8 E. S(V+23:30hE+VE) Séb 33,3

TRATAMENTOS EXPOSICOES DE 2k TRATANENTOS EXPOSI{BES DE {S5min.
% Germinacio X Reversis % Berminag3o ¥ Reversio

f. H{U+46hE) BSa - A, S{V+47.45KE) 233 -

B, S{U+VE+44hE) ¢3b 96,3 B, S{U+VE+4Y . 38RE) &1k 28,9

L. 5{y+2ch+VL+2BRE} i2b 85,% £. S(U+23: 43hE+VE+23: 45hE) 87h 22,9

0. S(V+44hE+VE) Bda 3.3 D, 5{U+47 - 38KE+VE) 859a 8,4



reversdo mais baixas. Nestes casos, 06 periodos de escuro decorri-
dos enlre as exposicoes ao vermelho € ao vermélho~extremo influencia-
vram a resposta final. Com um periodo de 20h, observou-se uma-porcenta-—
gem de germinagio intermediaria, ao passo que, com um periocdo de 44h,
a porcentagem de germina¢3o chegou a se i1gualar estatisticamente ao
controle.

Us dados apresentados na Tabela é mostram tambeém que exposicoes
de 19 minutos ao vermelho e aoc vermelho-extremo resultaram essencial-
mente nos mesmos valores obtidos com 1rradiacfes de 2h.

A Figura 14 mostra a comparagio direta dos efeitos do wvermelho-
extremo, aplicado sempre 44h apos a irradiagld3o com vermelho, quando
sequido de exposigao ac vermelho ou de periodo de escuro. 0 tratamento
B desta Figura, no qual o vermelho-extremo foi seguido de vermelho,
repetiu o resultado obtido anteriormente ({ratamento D - Tabela &B),
com a sua porcentagem final de germinac3o se igualando ao controle. No
tratamento D, onde se tem um intervalo de escuro apds o vermelho—ex-—
tremo, @ porcentagem de germinacao obtida foi significativamente mais
baixa.

Vermelho-wxtremo aplicado durante um periodo de 144h de incubacio
das sementes, anterior a aplicacio de ! exposigao ao vermelho, se mos-
{rou inibitdrio quando fornecido de modo continuo. Quando fornecido
como irradiacfo curta no final do periodo de 144h n3o teve efeito nem

em inibiv nem em promover o efeito do vermelho (Fig. 19).
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Figura 14

Efeito na germina¢3o de sementes de 1. wallerana de expo-
sigfes ap vermelho-extremo seguidas de exposicio ao verme-

lho ou de periodo de escuroc{E).

2h de wvermelho eh de vermelho-extremo
[] 2SCUT O
Tratamentos: &= 5{V+48hE} C= 5{V+%4hE)
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Efeito da aplicacao de vermelho-extremo (VE) durzante um
periodo de 144h de incubac3e das sementes de L. wallersna
na resposta a3 uma exposicido curta (2h) 30 wvermelho (V.

Valores obtidos no 149 dia de gerwinacio.



é. Tratamentos com Temperaturas

é&.1. Temperaturas constantes e alternadas

As  sementes de ] . wallerana apresentaram, sob luz branca conti-
nua, porcentagens de germinac3o altas e semelhantes entre si nas tem-
peraturas constantes de 13°C, 209 e 25°C (Fig. 1i6; Fig. 17). Nas tem-
peraturas de 0690 e 1¢CC, nSoc ocorreu germinag3o em um pericdo de 30
dias. A 35YC tambem n3o ocorreu germinagBo. Na temperatura de 3e°C, a
germinagaoc foi significativamente inferior 3 obtida nas temperaturas
de 13°C, 209C e 25°C, podendo ser mesmo nula em alguns lotes testados.

Sob escuro continuo, a maioria dos lotes testados apresentou ger-
minagao nula ou bastante baixa na faixa de temperaturas testadas, como
exemplificado pelos dados da Figura 1é&. Em alguns lotes, observou-se
uma certa porcentagem de germinagio a 159C, 2@°C e 25°C, a gqual se
mostrou dependente de temperatura, sendo maior nas temperaturas mais
baixas (Fig. 17). Ndo obstante, a germinaci8o sob luz branca foi sempre
superior e egstatisticamente diferente da observada em escuro coantinuo.

A transferéncia das sementes dos tratamentos onde ocorreu germi-
nagao baixa ou nula para 25°C mostrou gue as sementes mantidas ini-
cialmente sob luz branca constante nas temperaturas de 5°9C, 1¢°C e
3¢9C germinaram quase que totalmente, 20 passo que as mantidas ini-
cialmente sob 3%90 apresentarsam germinacSo baixa (Tabela 7). Em esscu-
ro, scsomente nos tratamentos de 189C g 415°C observou—-se uma SETrEINECEO

considerivel, embora n3c proxime da mExima, apss a transierénciz. O
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Figura 16 ~ Efeito de temperaturas constantes na germinzc3o sob luz

branca e gscuro de sementes de I. wallerana. Valores obti-
dos no 30° dia de germinagio.

Letras maidsculas: comparacio do efeito das temperaturas
dentro de cada condic3o luminosa (luzfescuro). Letras mi-—

nisculas: comparag3o do efeito de luz/escuro dentro de ¢a-

da temperastura.

PERN—

luz branca continua

AN .
%gkeacura continuo
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Figura 17 - Efeito de temperaturas constantes na germinacio sob luz

branca e escuro de sementes de I. wallerana. VYalores obti=-
dos no 180 dia de germinac3o.

Letras maidsculas: comparagio do efeito das temperaturas
dentro de cads condicBo luminosa {(luz/escuro). Letras mi-
nisculas: comparacio do efeito de luz/escuro dentro de ca-

da temperatura.

luz branca continus

NS
\ N

escuro continuo




TABELA 7 -~ Porcentagens finails de germinac3o de sementes de 1.
wallerana submetidas a diferentes temperaturas cons-—
tantes, apos a transferéncia para 25°C, mantida a con-

dic8p luminosa (luz ou escurp) anterior.

% DE GERMINALCAD 14 DIAS APSS

TEMPERATURA CONDICAD TRANSFERENCIA PaRa 25°C

Dados referentes Nados referentes
a Fia. 1é a Fig. 17

500 escuro 07 -

luz 83 -

1¢9C escuro 44 -

luz 21 -

15°9cC S8CUTO 34 -

tuz - -

z0°C BSCUrD @3 -

luz - -

259C escuro 24 -

tuz - -

30 esCuUro o4 26

‘ iuz 5 A

35°¢ escuro - 23

luz - 33
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restante dos tratamentos permaneceu com niveis baixos de germinac3o no
eECUrD.

Verificaram-se diferengas quanto a4 velocidade de germinacdo das
sementes mantidas sob luz branca constante nas diferentes temperaturas
testadas (Tabela 8). A temperatura de 25°C foi a que resultou no menor
tempo medio de germinacio, o qual aumentou com a diminuic3o da tempe-
ratura para 206°9C e para 159°C. Estas observagBes foram validas tambem
para as sementes mantidas sob escuro continuo, quando a germinaglo,
mesmo em porcentagens baixas, ocorreu sob esta condiglo. Observou-se
uma tendéncia do tempo médio de germinagio ser mais elevado sob escuro
que sob luz branca.

Com relag3o as temperaturas alternadas, a germinacSo sob luz
branca constante se manteve sempre superior & germinag3o obtida no es-
curpo em todas as alternincias testadés, durante o periodo de 14 dias
do experimento. No escuro continuo, na alternincia 252C-109C, obser-
vou-se uma elevacdo da porcentagem de germinacSo em relacio & observa-

da sob temperatura constante de 259C (Fig. 18).

6.2. Interacdo entre Temperatura e Exposi¢Bes & Luz Vermelha

0 ndmero minimo de exposicOes 4 luz vermelha necessarioc para le-
var a promo¢8o completa da germinaclo se mostrou dependente de tempe-—
ratura. Engquanto que a £5°C houve a netessidade de 3 exposicGes para a

promogEo méxima da resposta, a 15°9C esta foi atingida com somente 3
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TABELA B ~ Ualores de tempo médiop de germinagcio (t) (£ erro pa-
drio) de sementes de 1. wallerana sob diferentes tem-

peraturas constantes em condigoOes de luz e escuro.

TEMPERATURA CONDICX0 t (* erro padrio)
159 escuro 11,97(20,179)
luz 11,3600 .169)
2ooC eSCUro 6,28(+0,123)
luz 5,47(+0,180)
250¢ escuro 4,83(+0,130)

luz 4,88(0,0935)

e e Tt T T T MR W AT T T W T el WA W MRR VSR TG MR T et A Mk AN WGk TR M TR MAT e M Rim R MR A At e G MR A G G A R A e e S e S ——— i T o -
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Figura 18 - Efeito de temperaturas alternadas (12h/12h) na germinacio

de sementes de 1. wallerans.

Letras maidsculas: comparacac do efeito das temperaturas
dentro de cada condi¢So luminosa {(luz/escuro). Letras mi-
nusculas: comparacio do efeito de luz/escuro dentro de ca-
da temperaturs.

Simbolos theios: escuro continuo

Simboles wvazics: luz brancs continus

25PC-109C

A
0 25°C-2e0C ¢ =57C-5°C



7V

exposicﬁes;(Fig. 19). A = minacdo a3 15°C se mostrou sempre superior a
obltida s 25°C, exceto no tratamento de 5 exposi¢Bes, onde os tratamen-
tos se igualaram estatisticamente. Na temperatura testada de 309C, nao
oLy, €U gErminagdo sob nenhum dos tratamentos de exposigao a luz.

f curva de sensibilidade a ums exposigao ao vermelho tambem se
mostrou dependente de temperatura, bem como da dura¢ioc do periodo de
escuro que antecedeu a exposigio & luz. Nas temperaturas de 2@°C e
159C, o mesmo padr3o da resposta exibida a 25°C foi apresentado nos
menores tempos de embebiclo: ate 9&6h a 20°9C e até 72h a 157C. Para os
tempos de embebic3o malores que estes, a analise estatistica mostrou
que houve uma interac3o com a temperatura, de tal modo que, quanto me-
nor a temperatura, maior a resposta a uma exposi¢do ao vermelho (Fig.

2oy .

7. Efeito do Armeazenamento sobre o Fotoblastismo

Sementes armazenadas por diferentes periodos foram testadas quan-
tp @ sus germinacaoc sob luz branca ou escuro continuos. Foi verifica-
do, com o aumento do periodo de armeazenamento, um pequeno, mas signi-
ficativo, decrescimo da porcentagem de germinagBo obtida sob luz bran-
ca, acompanhado de um aumento consideravel da porcentagem de germina-
¢330 sob escuro continuo (Fig. 21).

Sementes com tempo superior de armazenamento aqueles zpresentados

na Figure 21 - a saber, 3%¢, 480, 59235, 6592 e 73% dizs - tambem foram
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Efeito
de 1.
tas ag
Letras
S1C0ES
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»
¥

NUMERD DE EXPDSIQ&ES RO YeERMELHD

de temperaturas constantes na recposta de sementes

wallerana aos tratamentos de varias ExXPOSigoeEs Ccur-—

vermelho.

Valores obtidos no 14° dia de germinacgio.

maidsculas: comparacio

do efeito do numero de expo-

a luz dentro de ceda temperatura. Letras mindscu-

comparagao do efeito das temperaturas dentro de cada

tratamento de exposicEc a luz.

156¢

N
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lLetras maidsculas: comparacio do efeito do tempo de embe-
bicEo dentro de cada temperatura. Letras mindsculas: com-

parac3o do wfeito das temperaturas dentro de cada tempo de

embebiczo.
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Letras maidsculas: comparaclo do efeito do armazenamento
dentro de cada condig8o (luz/escuro). Letras mindsculas:

comparagao do efeito luz/escuro dentro de cade periodo de

armazenamento.

luz branca continusa

NN

W escuro continuo
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testadas e apresentaram germinacao praticamente nula tanto na luz como
no escuro. Estas sementes foram submetidas ap teste do tetrazoliop
(cloreto de 2,3,5~trifenil-tetrazolio), o qual indicou a inviabilidade
das mesmas.

N8o foram observadas diferencas consistentes na velocidade de

germinacido com diferentes periodos de armazenamento (Tabela 9).

B. Giberelinas

8.1. Tratamento com dcido Giberélico

A aplicag8o exdgena de GA3g causou uma promog3o parcizl da germi-
naggo das sementes de 1. walleranz mantidas sob condigdes de escuro
continuo (Fig. 22} For verificado um efeito de céncentracgo bastante
claro, «com wuma tendencia de aumento da germinac30 com o aumento da
concentragdo de GAz até $@ pg/ml, que mostrou ser a concentragBo mais
efetiva. ContentracOes superiores a esta causaram um decréscimo grada-

tivo da germinacido, com a solucSo de 160@ ug/ml sendo inefetiva.



TABELA 92 - Valores de tempo medio de germinacﬁo-&?) (X erro pa-

drio) de sementes armazenadas de 1. wallerana.

UIAS DE ARMAZENAMENTO CONDIGCAD T o erro padrio)

25 ESCUre -

luz 9.47(+¢,1542
32 esSCUre -

luz &,78(xG, 201>

55 PSCUro 7,99(20,247)

luz 6,44(%0,199

156 ESCUra 5,768,139}

uz 5,09(x@, 107

£23 ESCUro 5,91(1+92,186

luz 9,€04(%0,1355)
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8.2. Interacdo entre BAj e Exposicles a Luz

0 efeito de exposicdes sub-dtimas ao vermelho foi promovido pela
aplicag8o de GAz (Fig. 23). Este foi capaz de aumentar a resposta das
sementes a 1 e 2 exposi¢gBes ao vermelho, de modo que, no tratamento de
apenas 2 exposigides, pode-se observar uma germinacic quase maxima. Por
outro lado, GAy n3o se mostrou capaz de estimular a germinacg3o de se-
mentes submetidas a uma exposigdo curta ao vermelho-extremo (Fig. 24),

0o qual inibiu, portanto, 0 efeito do GAg.

8.3. Inibidores de Biossintese de Giberelinas em Tratamento In-

dutivo de Luz

As sementes submetidas ao tratamento indutivo de 5 exposicdes ao
vermelho tiveram sua germinacB8o diminuida pelos inibidores de biossin-
tese de giberelinas utilizados. Enquanto CEC 1 mM causou uma inibigHop
relativamente pequena da germinag3o, paclobutrazol SuM foi bastante

efelivo gm anular o efeito promotor da luz (Fig. £5).
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Efeito de 0BA3 na germinacao de sementes de 1. wallerana
submetidas a tratamentos de 1 e 2 exposigles curtas ao
vermelho (iV e 2V). Valores obtidos no 149 dia de germina-—
cio.

Letras maidsculas: comparaczo do efeito de exposigbes =
luz dentro de cada tratamento (dgua/GAg). Letras mindscu~
las: comparacao do efeito de égua/Gﬁg dentro de cada con-

dicac de lu

|

ﬁk dgua destilada GAag 5@ po/ml
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submetidas a uma exposigzo curta (9,5h}) 8p vermelho-extre-
mo (VE). Valores cbtidos no dia 142 dia de germinag¢lo.

Letras maiusculas: comparacio do efeito de luz dentro de
czda tratamento (3gua/GAz). Letras mindsculas: comparagao

do efeito de agua/GA; dentro de cada condici3o de luz.

\%\égua destilada GAg 50 pg/ml
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?. Estratificagio

?.1. Durag¢io da Estratificacio

0 tratamento de estratificacio a 109C causou uma estimulaci3o par-
cial da germinacio das sementes em escuro continuo a 25°C. Periodos de
30, 49 ou 60 dias de estratificac3o se mostraram igualmente efetivos,
n3o se observando aumento significativo da resposta com o aumento do

periodo de tratamento {(Fig. P&).

¢.2. Estratifica¢80 na Presencga de Giberelinas

A aplicacio de GA3 durante o periodo de estratificac3o ndc se
mostrou efetiva em ampliar o efeito desta. As sementes estratifica-
das em 3gua destilada e transferidas a seguir para scluglo de GAg
5@ wug/ml ndo apresentaram tambem asumento da resposta em relag3o ao

tratamento controle em agua destilada (Fig. 273,

2.3. Estratificacio na Presenca de Inibidores de Biossintese de

Giberelinas

CCC se¢ mostrou capaz de inibir o efeito promotor da estretifica-—

c3o na germinacio de sementes em escuro continuo. Obteve~s2 o mesmo
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grau de inibig¢3o com as trés concentracdes — &,3mM, ?,5mM e 12,46mM -
utilizadas (Fig. 2B).

Paclobutrazol SuM causou uma inibic3o total da germinac3o das se-
mentes estratificadas, sendo mais efetivo que CCC imM (Fig. 29). O
efeito de ambos inibidores foi revertido pela transferéncia das semen-
tes nio germinadas para solut3o de GAg 5@ ug/ml, n3o se observando di-
ferencas significativas nas porcentagens de germina¢3o ent3o obtidas.
Paclobutrazol 1inibiu o efeito promotor da estratificag8o tanto ao ser
aplicado somente durante o tratamento de frio quanto ac ser aplicado

somente apos a transferéncia para 25°C (Fig. 3@).

9. 4. Interac3o entre Tratamento de Estratificac8oc e Exposigles

a Luz

Guando o tratamento de estratificag2o foi imediatamente seguido
por uma exposi¢do curta ao vermelho, observou-se uma ampliagldo da res-—
posla, obtendo-se, portanto, uma porcentagem final de germinagdo supe-
rior a obtida no controle (Fig. 31). Por outro lado, uma exposici3o
curta ap vermelho-extremo aplicada também imediatamente apds o teérmino

do periode de estratifica¢3o causou uma inibig¢s0 ou reversdo do efeito

promotor desta,
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9.5. Estratificagfo e Niveis de Giberelinas Enddgenas

Nas Figuras 32 a 35 s3o apresentados os resultados dos biotestes
de alongamento do hipocotilo de alface obtidos com os extratos de se-
mentes de 1. wallerana estratificadas e n3o estratificadas.

As sementes sem estratificacdo - aquelas com 72h de incubag¢3o a
£57C - mostraram a inexisténcia de atividade giberelinica em seu ex-
trato em todas as fragOes testadas (Fig. 32). 0 teste de germinacio em
escuro continuo destas sementes indicou uma porcentagem de germinacBo
de 174,

0 extrato das sementes estratificadas por 39 dias <(porcentagem
final de germinac¢do sob escuro continuo de 41%) apresentou um pico de
atividade giberelinica na frag3o 4, n3o se detectando nenhuma ativida-
de significativa nas demais fragbes (Fig. 33).

0 bioteste realizado com o e#trata de sementes estratificadas na
presenc¢a de paclobutrazol SuM (porcentagem final de germinac3o scb es—
curo continuo de 2%) revelou também uma atividade giberelinica na fra-
c30 4 (Fig. 34).

A comparacao do nivel de atividade giberelinica nesta fraclo,
atraveés de resultados de biotestes realizados simultaneamente, eviden-
ci1ou  nao haver diferencas significativas entre os resultados obtidos
com 05 extratos de sementes estratificadas enm égua.destiiada g na pre-—

senga do inibidor (Fig. 35).
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iV - DISCUSSAD ..

A germinacdo das sementes de Impatiens wallerana foi promovida
por luz branca, de modo que estas apresentam-se, portanto, como semen-
tes fotobldsticas positivas. De modo geral, foi observado um fotoblas-—
tismo positivo bastante acentuado, com germinag3o no escuro nula ou em
niveis baiMos.

# ocorréncia do fotoblastismo positivo nas sementes de I.

wallerana, verificado tanto para as sementes de tegumento marrom quan-
to para as de tegumento esbranquicsdo, pode, aoc menos em parte, ser

consequéncia do fato de o desenveolvimento € a matura¢Bo dass sementes
gcorrerem no interior de frutos verdes, os gquais mantém esta coloracio
ate a deiscéncia. CRESWELL & GRIME (198B1) mostraram, para uma serie de
especies, que a retenglo de clorofila nos tecidos dos frutos esta for-
temente correlacionada com a necessidade de luz para a germinacio. Se-
mentes amadurecidas no interior de frutos verdes, devido 3 absorc3o do
vermelho pela clorofila, recebem luz com baixa razio vermelho/verme-
lho-extremo. Como, nos embriGes em desenvolvimento, o fitocromo & ca-
paz de sofrer fotoconversles até o inicio da desidratacBo, estas se-—
mentes, quandp secas, POSSUEem a malor parte do pigmento na forma ina-
tiva, necessitando de estimuleo de luz para a germinaci3o. Em contraste,
sementes expostas & luz ndo Ffiltrada antes da decidratacSo podem apre-
gsentar o fitocromo na forms ativa e, consegquentemente, capacidsde para

germinar no escuroc (CRESWELL & GRIME, 1i981i3.



A germinagdo das sementes foi promovida pela luz vermelha, en-
quanto vermelho-extremo e azul a inibiram. A despeito de slgumas exce-
coes (BLACK & WAREING, 1957; VALIO gt al., 1972; BARTLEY & FRANKLAND,
1984), este parece ser o efeito geral destes comprimentos de onda em
sementes sensiveis a luz (BEWLEY & BLACK, 1982), como mostrado para
inumeras especies, Como Lg;ig;gﬂ sativa (WAREING & BLACK, 1958,

Qucumis anguria (NORONHA gt al., 1978) e Stevia rebaudiana (RANDI &

FELIPPE, 1%81). Enquanto vermelho e vermelho-extremo agem no controle
da germinac3o através do sistema fitocromo, os efeitos inibitdrios da
luz azul n3o s8o0 ainda claramente explicados. Em virtude das fotocon-
versoes de Fv a Fve ocorrerem sob luz azul, € possivel que a inibig¢lo
ocorra em consequéncia do baixo valor de estado fotoestaciondrio esta-
belecido {(KENDRICK, 197&), o gual estaria abaixeo do limiar exigido pe-
‘'la especie. Por outro lado, existe a possibilidade do envolvimento do
receptor especifico de luz azul/ultra-~violeta na inibig8o0 sob ilumina-
3o continua, hipotese esta considerada por NORONHA et al. (1978) para
sementes de Lucumis anguria. Us resultados obtidos por TOMIZAWA gt al.
(1983} em estudo sobre germinacao de esporos, a qual € controlada pelo
fitocromo na regido vermelho/vermelho-extremo do espectro, sugerem
fortemente o envolvimento deste outro fotorreceptor. Estes autores de-
monstraram que ¢ efeito do azul n8o pbdde ser revertido pelo vermelho,
e que o nivel de Fve estabelecido pelo azul - 1&% a 34% - deveria de-
terminar wuma porcentzgem de germinacio entre 18¥ & B22Y%, a0 passo  que
se abteve germinagso nula. @lém disso, SUGAI (1982) apresentou dife-—
rengas quanto a inibicdo pelo azul e pele vermelho-extremo e SUGAI egi

2l. (1984) apresentaram um especiro de agdc para inibicfo da germina-—



¢80 - de esporos consistente com o envolvimento de uma flavina como fo— -
torreceptor. Face auestas evidéncias, € provavel que a luz azul esteja
agindo atraves deste outro sistema fotorreceptor em ]. wallerana.-

Das sementes que dependem de luz para a germinagac, & maior parte
responde a8 uma unica conversdo de Fv a Fve (TAYLORSON & HENDRICKS,
1977). Nestas, uma exposi¢80 curta & luz & capaz de levar a uma promo-
¢3o completa da germinacio, desde que as sementes estejam pelo menos
parcialmente embebidas. 0 conteudo de agua das sementes € crucial para
a hidratagd3oc do fitocromo @ suas subsequentes fototransformagles
(HSAIO & VIDAVER, 1971). Porem, tem sido mostrado nSoc haver necessida-
de de uma embebic3o completa para tornar as sementes capazes de res-
ponder a luz. HSAID & VIDAVER (1971) demonstraram que, em alface, a
resposta maxima ao vermelho e ao vermelho-extremo ocorre com conteddos
de 11¥% a 16% de agua. Em Amaranthus retroflexus, a reidratacio do fi-
tocromo estd completa apos cerca de 12h de embebicio, o que correspon-
de a apenas 1@% de 3gua (TAYLORSON & HENDRICKS, 1971). Em Cucumis
anguria, existe a necessidade de um conteudo minimo de @dgua de 3@% nas
sementes para que o fitocromo pre-existente esteja completamente fo-
torreversivel (TAKAKI g2t 8l., 1981ib) ¢ em RBumex pbtusifolius, & com-
pleta estimulac3o da germinacio pelo vermelho necessita de 1@h de em-
bebig80, © 9que corresponde a um conteddo de dgua de B?2% (TAKAKI et
21., 1i%8ias.

Em L. wallersna, a embebi¢io se mostrou relativamente rapida e
apds 2h do inicio do processo, as sementes js apresentaram um zumento
em peso fresco de malis de 3538%. No entanto, uma irradiacio curtas com

vermelho fornecida &s sementes com 2h de embebig3o foi pouco efetiva.
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Mesmo com o aumento do tempo de embebic3do pré-irradiac8o até 144h, a
resposta a uma exposigdo ao vermelho foi pegquensa,; de modo que esta no
pode ser atribuida & hidratag3o insuficiente do fitocromo, mas reflete
um comportamento particular das sementes desta especie.

A indugBo da germinac3o das sementes de 1. wallerana a niveis
comparaveis aqueles obtidos com iluminacSo branca continua foi obtida
atraves da exposi¢lo prolongada a luz vermelha, assemelhando-se ao
comportamento apresentado por sementes de espécies como Artemisia
monosperma (KOLLER gt al., 1964b), Jussiae suffruticosa (WULFF &
MEDINA, 19469) e Uenothera biennis (ENGHMINGER & IKUMa, i9B7a, 1987b},
onde irradiag3o prolongada s mostrou necessaria para a ocorréncia da
germinagd3c maxima. Esta exigéncia, tanto em I. wallerana quanto nas
especies citadas acima, pOde ser substituida por uma série de exposi-
¢Oes cturtas ao vermelho, separadas por periodos de escuro. Exemplos de
outras espécies com necessidade de exposicdes intermitentes & luz, on-
de n3o foram verificados efeitos de irradiag3o prolongada, incluem
Kalanchoe blossfeldiana (ELDABH et al., i974), Piper suritum, Cecropia
obtusifolia (VAZQUEZ-YANES & SHITH, 1982), Ialinum friangsulare (NWOKE,
1982) e Dactuiis glomerats (PROBERT & SMITH, 1986).

Em I. wallerapa, o numero minimo de exposi¢bes necessario para 2
promo¢aoc maxima da germinacBo pode variar dependendo do lote de semen-
tes utilizado. VariacBo entre populz¢les ou lotes de sementes em rela-

¢do a sensibilidade a luz e também em rels¢o & capacidade de germinas-

3o no escuro e um fendmeno de ocorréncia comum. Por exemplo, lotes
diferentes de _lussize suffrubticosa apresentam niveis diferentes de

resposta 3 um mesmo periodo de i1luminac3c prolongada (WULFF & MEDINA,
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1969); diferentes populacles de Dactuylis glomerata apresentam variagio
na capacidade de germina¢do no escuro, tendo sidé os baixos e altos
niveis de germina¢3o atingidos no escuro correlacionados, respectiva-—-
mente, com baixos e altos niveis de Fve pré-existente nas sementes ma-
duras (PROBERT et al., 1985). Em Ranunculus sceleratys, uma especie
que necessita ciclos didrios de luz e de alterac3c de temperatura,
PROBERT gf al. (19B?) demonstraram que a variacio existente entre os
individuos de uma porulacio em relacdo a sensibilidade z2o0s efeitos da
luz encontra-se distribuida normalmente. Estes autores foram capazes
de selecionar, a partir de uma populagdo original, populacbes altamen-—
te dormentes, com necessidade de aproximadamente 11 ciclos para causar
9¢% de germinacdo e populagdes levemente dormentes, onde apenas 2 ci-
clos se mostraram efetivos, demonstrando assim uma base genética para
as diferencas nas respostas.

No caso de iluminag¢io intermitente, o efeito da luz foi cumulati-
vo, mesmo com ivradiacdes saturantes -~ um minuto de luz sendo tHo0 efe-
tivo «quanto 120 minutos em promover a germinac3o. Esta saturac3o da
resposta com um pequeno tempo de exposicio demonstra que a incapacida-
de de alcangar a germina¢do maxima com irradiac¢Bo dnica n3o pode ser

devido & n3o saturacBo da conversSo fotogquimica de Fv a Fve, como tam-

bém wverificado em Artemisia monosperma (KOLLER et al., 1944b) e em
Dactulis glomerata (PROBERT & SMITH, 1986} .
Em certos casos, como em Taslipum trispgulare (NWDOKE, 1982), a al-

teracso do periodo em que s3o aplicadas zs irradiacgdes, principalmente
com o sumento do pericdo pré-irrsdiacfc no escuro, pode causar uma re-

dugdo do nuimero de exposicles necessidrias. Isto n3o foi observado para
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as sementes de . wallerana, onde as porcentagens finais de germinagio
ndo sofreram mudan¢as estatisticamente significativas com a mudanca do
periodo de aplica¢3o das exposigdes - incluindo ai n3o sd o aumento do
periodo pre-irradia¢io, mas também a distribuiclio das exposi¢Bes em um
periodo waior de tempo. Isto demonstra uma dependéncia bastante clara
do numero de exposicOes a3 que s3o0 submetidas as sementes e n3o do mo-
mento de aplicacBo destas.

No entanto, durante o periodo de escuro pre—-irradiac3o, devem
gcorrer processos importantes e independentes de luz, uma vez que, com
o aumento da durac@o deste, fol observada uma reduclo do tempo medio
de germinacac das sementes. Portanto, pode ser sugerido gque alguns
eventos inicials ocorrem ha semente embebida, e a partir do momento em
que o estimulo luminoso ¢ fornecido, a germinac3o pode ocorrer mais
rapidamente. ~ Segundo ENSMINGER & IKUMA (1987a), o periodo inicial de
incubac3o no escuro € uma fase preparatdria para a germinac3c. O maior
tempo medio de germina¢io apresentado pelas sementes que receberam ex—
posi¢Oes distribuidas por um periocdo maior de tempo e, consequentemen—
te, ctom intervalos de gscuro de maior duragio entre elas, pode ser en-
tendido pela dependéncia dos processos desencadeados pels luz para o
prosseguimento da resposta.

Parece haver um intervalo minimo entre zs exppsiclBes necessario
para que a luz possa exercer o seu efeito cumulative. Intervales cur-
tos de escuro - 1@h - egntre as exposicOes se mostraram menos eficien-—
tes em induzir a germins¢20 a niveis comparaveis aqueles obtidos com
intervaelos de ©£?h, a0 passp gue dura¢bDes maiores - atgé $4h - promove-

ram =& resposta a um mesme nivel, A necessidade de um intervalo minimo
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entre  as exposicdes tem sido -encontrada também em varias .das especies . .
que apresentam comportamento semelhante. Em Artemisia monosperma, in;
tervalos menores de 12h entre duas exposicles foram ineficazes em au~
mentar a resposta acima do nivel_atingidc pOr apenas uma exposicio
(KOLLER =&t al., 1964b); em Jussiae suffruticosa, intervalos de escuro
curtos, da ordem de 5 a Bh, resultaram em germinacio baixa (WULFF &
MEDINA, 1969), a semelhanga também do gue ocorreu em Qenothera biennis
(ENGMINGER & IKUMA, 198BFb). Este fato sugere gque a duragio do interva-
lo de escuro e importante para que as sementes respondam 3 exposic3o
seguinte. Por outro lado, a nd0 reducdo do nivel de resposta com o au-
mento da durac3o do intervalo de escuro so tem encontrado similaridade
com 8 resposta apresentada por Artemisis monosperma, onde intervalos
de ate 192h foram testados sem haver diminui¢3o da resposta (KOLLER et
al., 1%44b). Nas outras especies onde este aspecto foi verificado, in-
tervalos longos resultaram em germina¢c®o inferior ao nivel apresentado

por um intervalo considerado otimo (WULFF & MEDINA, 1%69; ENSMINGER &

IKUMA, 198763 . A n3o redugdo da resposta pode indicar a estabilidade
de um processo ou de um produto da acio do  Fve. Em esporos de
Druopteris filix-mas, o0s quais necessitam de irradiag3o intermitente

para = promoc3o da germinacao (HAUPT, 1985), tal como ocorre nas se-
mentes das varias espécies agqui citadas, HAUPT & FILLER (1984) sugeri-
ram <9que o Fve controlaria a sintese de uma substancia necessaria para
a germinacio. Este produto, por ser estavel, permaneceria no sistema,
mesmo com 5 retirsdas do Fve, de modo que uma ascBo subsequente deste
nEo teris gque comegar do nivel zero, mas do nivel induzido pela irra-

disgdo anterior. O padr3o de gerwminagio das sementes de 1. wallevsna
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submetidas a tratamentos com intervalos longos de escuro entre as ex-
posi¢gdes, onde € possivel verificar o aumento da germinac3o induzido
por cada uma das irradiagdes seguido por um pequenoc platd, indica que
deve estar ocorrendo, apds cada irradiac3o, a retomada do processo
inigiado pelas irradiacOes anteriores.

A natureza fisioldgica da estimulag3o da germinagd3o por ilumina-
3o prolongada ou intermitente nioc esta ainda claramente entendida
(ENSMINGER & IKUMA, 1987a). A maioria dos autores (VAZQUEZ-YANES &
SMITH, 1982; NWOKE, 1982; PROBERT & SMITH, 19B4; RAI, 1987; ENSMINGER
& IKUMA, 1987b), no entanto, tem aceito a hipdtese de que a exigéncia
de tais tratamentos de luz reflete a necessidade de gue a agdo do Fve
se dé por um longo periodo de tempo. Neste sentido, as irradiacOes re-
petidas agiriam por manter o Fve no sistema contra a sua reversio ter-
mica no escuro. A necessidade do Fve por um longo periodo de tempo po-
de ser devido ao suprimento de um coefetuador que limita a resposta ou
5% necessidade de acumulo de algum produto do Fve (KENBRICK &
FRANKLAND, 1981).

Esta hipotese pode ser aplicada as sementes de J. wallerana, com
a ressalva de que a a¢3o prolongada do Fve n3o precisaria ser conti-
nua. Esta afirma¢io pode ser baseada no fato da n8o reducio da respos-
ta com intervalos longos de escureo sntre as irradiacbes, desde que se
assuma <que, durante estes periodos, ocorra a reverszo térmica do Fve.
slem disso, o platd cobservado apos cada irvadiagdo, na curva de germi-
natao das sementes submetidas 3 tais tratamentos com intervalos lon-
gos, reflete uma interrupcdo da resposta, & conseguentemente do pro-

cecso subjacente a esta, provevelmsnte em consequencia do Fve ter dei-
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xado de agir. Alternativamente a reversio térmica, € possivel conside~
rar que o Fve estabelecido por cada uma das irradia¢gbDes seja completa-
mente utilizado, sendo necessaria nova irradiag3o para estabelecimento
de novo Fve e prosseguimento da resposta.

As exposicides repetidas ao vermelho n3o tiveram efeito quando ca-
da exposi¢cio foi seguida imediatamente por vermelho-extremo. A ocor-
réncia da fotorreversibilidade, juntamente com o fato de exposigles
bastante curtas serem efeltivas - indicando gue a saturac3ao da resposta
se da com baixos niveis de energia - demonstra que o fitocromo esta
controlando a germinagBo em 1. wallerans atraves da reac3o de baixa
energia. Demonstrac8o semelhante de fotorreversibilidade foi também
encontrada nos casos de fecropia pobtusifolia ¢ Piper auritum (VAZQUEZ-
YANES & SHMITH, 198B2).

0s resultados obtidos com splicaglo de vermelho-extremo varios
tempos apOs uma uUnica exposi¢do ao vermelho, apesar de nSo poderem ser
tomados como conclusivos devido 3 baixa porcentagem final de germina-
¢330 atingida, podem ser tomados como indicio de que o tempo de escape
para cada irradiac3o seja bastante longo, j8 que mesmo 24h de escuro
apos 0 vermelho, o vermelho-extremo reverteu completamente o seu efei-
to. 0 tempo de escape longo € consistente com a hipotese de acio do
Fve por um longo periodo de tempo. Tentativas de determirnac3o de tempo
de escape para as semenies com necessidade de irradizagBo intermitente
aqui titadas n3o foram realizadas. Em geral, valores de tempo de esca-
pe podem ser bastasnte variaveis entre as especies {(BEWLEY & BLACK,

19823, sendo, por exemplo, de Bh em LChloris oprihongthon ({CRUZ &

TAKAKL, 19837, 5h em Sinseis grvensis (BARTLEY & FRANKLAND, 19820, (¢h
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em Lactuca sativa (BLAAUW-JANSEN & SEWMAR, 1985) e também em umex

obtusifolius (TAKAKI gf al., i9Bia) e 6@h em Paulownia fomentosa
~ v
{GRUBISIC gt a1, 1985).

A determina¢do do tempo de escape atraves da inser¢i3o de verme-
lho-extremo nos periodos de escuro entre as exposicdes ao vermelho n3o
fpoi obtida, uma vez que o mesmo periodo de escuro gntre os dois com—
primentos de onda resultaram em respostas diferentes: se o vermelho—-
extremo foi seguido por um periocdo de escuro, a resposta foi sempre
inferior do <que quando seguido imediatamente por nova exposigido a0
vermelho. Desde que o periodo de acao do Fve, em ambos os casos, foli o
mesmo, sendo o seu teérmino marcado pela aplicagfo do vermelho-extremo,
parece haver uma interag3o entre vermelho-extremo e vermelho aplicados
seguidamente e nesta ordem, levando a uma resposta superior. De qual-
quer modo, o aumento nas porcentagens de germinac3o obtido com o  au-
mento do pericdo de escuro entre as exposicles ao vermelho e ao verme-
tho-extremo, quando este foli seguido de escuro - onde se anula 0 sSU-
posto efeito de interac3oc - pode indicar um avanco em diregic a deter-
minu¢cio do tempo de escape.

Guanto a ocorréncia de uma possivel interaglo entre vermelho-ex-
tremo e wvermelho, foil mostrado, por exemplo, que nas sementes foto-
blésticas negativaes de Cucumis anouria, a efetividade da luz vermelha
em promover a germinacdo fol maior guando esta foi aplicada apds uma
incubagZo prolongada scb vermelho-extremo em compars¢3o com a incuba-
320 no escuro {(CARDOSDO & FELIPPE, 41988). Os sutores sugeriram que o
vermeglho-extremo induzirias uma concentragio relativamente alta de Fv,

»

atraves de sintese “"de novo” gu reversso, aumentando assim o efeito



promotor do vermelho. Resultados semelhantes foram obtidos também para
Lactuca sativa (THANDOS & GEORGHIOU, 1988). MOHR et al. (1979) sugeri-
ram que uma potenciagdo do efeito indutor do fitocrvromo poderia ocorrer
por meio de uma rvreagdo de alta irradiancia precedente. No entanto, em
I wallerana, este 650 parece ser o0 caso, Ja que 0s resultados obtidos
foram essencialménte 0s mesmos quando irradiagOes curtas, de apenas 15
minutos, ao vermelho e ao vermelho-extremo foram testadas. Alem disso,
um periodo prolongado de incubacBo sob vermelho-extremo nio aumentou a
resposta a uma exposic3o ao vermelho.

80 modelo de ag3o do fitocromo proposto por Johnson & Tasker, o
qual pode ser utilizado para explicar tanto a reagdo de baixa energis
quanto as respostas de alta irradidncia (KENDRICK, 1983) talvez possa
contribuir para uma tentativa de esclarecimento deste tipo de respos-—
ta. Neste modelo, € sugerideo que ocorre uma interacio entre um produto
da fotoconvers3o de Fv a Fve € o proprio Fve (JOHNSON, 1980). Desse
modo, a aplicac8o de vermelho-extremo otimizaria a fotoconvers3o e
consequentemente a formaclo de seu produto, ao passo que o vermelho
aplicvado imediatamente apods estabeleceria altos niveis de Fve. Estes
dois fatores agindo conjuntamente poderiam contrapor, em certo grau, o
efeito inibitodrio do vermelho-extremo em si. No entanto, € possivel
que outras interpreta¢les possam ser ou vir a ser aplicadas a este
probléma.

0 fotoblastismo das sementes sensiveis a luz pode ser =alterado
pelas temperaturas a que estas s3oc submetidas, sendo varics os casos
de modificac2o da resposta com aumento ou diminuic3c da temperatura

(FELIPPE & SILVA, 1984, LAGSA & PEREIRA, 198B7; SAINI st =2l

S L S

1989, Em
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1. wallerana, dentro da faixa de temperatgras onde ocorreu a germina-
t%o, o fotoblastismo positive foi mantido. No entanto, nos lotes de
sementes que apresentaram certa capacidade de germinagdo0 no escuro,
esta foi dependente da temperatura, sendo maior nas temperaturas mais
haixas, apesar de n3o ter ocorrido alteragSo do fotoblastismo. Aumento
da germina¢io no escuro com diminuicdeo da temperatura ocorre, por
exemplo, em Lactucs sativa, onde o fotoblastismo chega a ser alterado,
passando as sementes a serem indiferentes a luz nas temperaturas abai-
xo de P@OC (SAINI gt al., 198%9). Duas explicacOes podem ser considera-
dag para explicar tal fato (SAINI gt 21.. 1989). Assumindo que a fra-
¢So de sementes que germina no escuro o faz devido ao Fve enddgeno,
uma das explicacdes considera que o aumento da germinacdo no escuro em
temperaturas mais baixas pode ser atribuido a uma reducdo da razido de
reversao do Fve pre-existente a Fv. Deste modo, as temperaturas baixas
agiriam poy manter este Fve presente por mais.tempo, suficiente para
induzir a8 germinag¢3o. A outra hipdtese propde que as alteracdes da
resposta provocadas pela temperatura podem ser reflexo de alteragBes
de necessidade a nivel do fitocromo. Assim, a fracSoc de sementes capaz
de responder a um dado nivel de Fve pode mumentar progressivamente com
o decrescimo na temperatura (BEWLEY & BLACK, 198B2; SAINI gfL al..
1989 .

Aalém de poder interferir com 8s respostas fotobldsticas das se~
mentes, =2s temperaturas afetam também a capacidade e a razio de germi-
necso {(BEWLEY & BLACK, 19859). A germinac3o em 1. wsllevrana ocorreu na
fuixz de 18%°9C a 3¢°C, sendo que, a 3¢°C, 3 resposta foi apenas parcial

g precsente somente em alguns lotes, s resulitados obtidos com a trans-—



feréncia.. para 259 das sementes submetidas &5 diferentes temperaturas

constantes indicaram que 8 temperstura de 309C apenas bloaueou a ger-—

mina¢cdso - de parte das sementes. Ja a temperatura de 33°C deve ter sido. ...

letal para a maioria dos individuos, uma vez que um nivel baixo de
germina¢sc foi observado apds a transferéncia para 25°C. As temperatu-
ras baixas de 5°C e 10°C tambeém n3o foram letais , ja que as sementes
vieram a germinar normalmente quando transferidas para 23°C. De acordo
com LABOURIAU (1i980), a limita¢3o da germinacao em temperaturas baixas
deve ocorrer por uma insuficiéncia de transconformaclo ou desdobramen-—
to de proteinas, a qual seria necessaria para exposi¢lo de sitios rea-
tivos, necessarios, por sua vez, para a ativag3o de processos fisiolo-
gicos. Por oputro lado, a limitac8o da germinagio em temperaturas altas
deve ser decorréncia da termodenaturag3o de proteinas.

Dentre as temperaturas testadas, a temperatura otima -~ aquela que
determina 3 maior porcentagem de germina¢i3c em menor intervalo de tem-
po (MAYER & PDLJAKOFF-MAYBER, 1982) - foi a de 25%C, i3 gue nesta tem-
peratura a velocidade se mostrou maior.

Tratamentos com temperaturss slternadas podem promover a germina-
¢50 no escuro de sementes fotoblasticas positivas de varias especies
(WULLFF & HEDINA, 1971; FELIPPE, 19B@; ROBERTS & TOTTERDELL, 19B1;
BARKHILL gt 2l ., 1i9B2). Em 1. wallerana, o fotoblastismo positivo tam-
bem n3oc se alterou com tais tratamentos. Contudo, a alternancia
£5°90-18°C csusou um pequeno aumento da germinacfo no escuro. &  inte-
ressante o fato de gque as sementes submetidas a temperaturas constante
de 1¢YC e transferidas posteriormente para 25°C apresentaram também

ume serminagso considersvel no escuro, de modo gue @ provavel gue esta
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temperatura esteja agindo através de um efeito similar em ambos os ca-
s0%. Enguanto ndo parece provavel que este efeito seja devido a redu-
c¢adoc da reversio térmica do fitncromo,-é possivel que a temperatura de
188C cause um aumento de sensibilidade ao nivel enddgeno de Fve, en-—
quanto a t;mperatura de 253°9C permita a ocorréncia de processos fisio-
1ogicos. Uma hipdtese levantada por POPAY & ROBERTS (197@ apud

TOTTERDELL & ROBERTS, 1980) para explicar as respostas as temperaturas

alternadas das sementes de Lapsella bursa—-pastoris poderia ser também

aplicada para 1. mallerana. Foi sugerido, neste caso, que o efeito das
temperaturas alternadas poderia ser explicado pela soma dos efeitos de
estratificag2o causados pela exposicio a periodos de baixa temperatura
superiores a 10k por dia.

A redug3o do numero de exposicOes ao vermelho necessirias para a

promo¢ao da germinacd3o com a redu¢do na temperatura, observada pava L.

all no, foi tambem wverificada em outros casos. Em Artemisia
monosperma, por exemplo, duas irradiacdes a 10°C ou 15°C foram sufi-

cientes para saturar a resposta, ao passo que a 25°C, 4 exposigles se
fizeram necessarias (KOLLER gt al., 1944b). No caso de I. wallerana,
tal redu¢3o parece ser consequéncia direta do aumento da germinagio no
escurg em temperaturas mais baiwxas.

Uma outra constatac3o sobre o efeito de temperaturas em 1.
wallerana foi com velacB0 & sua influéncia sobre a sensibilidade & luz
vermelha em fungZo do tempo de embebigSo no escuro. Em muitos casos,

como em QOldenlandia corymbonsa (CORBINEAU & LOME, 1985) e Lactuca

sativa (THANOS & GEORGHIOU, 1988, a sensibilidade a luz aumenta ini-

cicglmente caom o tempo, sendo estie zaumento mals rapido quanto mais ele-



vada- a temperatura, e decresce posteriormente em razSo-também -depen—-
dente de temperatura. No entanto, em temperaturas baixas, da ordem de

168C a 20°C em Qldenlandia corymbosa e abaixo de 17,52 em Lactuca

sativa, este decréscimo n3o é observado e a capacidade de resposta se
mantém constante. Em ambos os casos, considera-se que os niveis finais
de germinacio atingidos s3o determinados pela disponibilidade de Fve e
de um componente X com o qual o Fve interage, conforme o modelo pro-
posto por DUKE ei al1. (1977) para explicar as alteragOes de sensibili-
dade & luz em fun¢8o do periodo de embebigio no escuro. Estes autores
apresentaram evidéncias de que o nivel do fitocromo se mantém constan-
te durante a incubaglo no escuro, de modo gque as mudangas na sensibi-—
lidade & luz, crescentes ou decrescentes, seriam resultantes do aumen-—
to ou da diminuicdo, respectivamente, dos niveis do citado componente.

Em 1. wallerana, embora n8oc se notem alteragSes muito evidentes
na capacidade de resposta em funcﬁo.do periocdo de embebigloc no escure
a 25°C, o que, de acordo com as colocacBes anteriores, refletiria uma
estabilidade tanto dos niveis do Fve estabelecido quanto do componente
X, a 26°C e a 135°C, foi observado claramente um aumento da capacidade
de resposta seguido da sua manutengfo em um nivel constante. Portanto,
de acordo com o modelo proposto e conforme sugerido para dados simila-

res em Lactucs sabtiva (THANOS & GEORGHIOU, 1988), este fato seria

. atribuido mo aumento inicial do componente X seguido da sua manutengio
nas sementes em temperaturas mais bailxas.

B armazenamento a secn das sementes pode causar alteracdes na
resposta fotobldstica. Aumento da germinagio no escuro de sementes fo-~

teblasticas positivas devido ao armazenamento foi verificado para se-
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mentes de Huyptis suaveolens (WULFF & MEDINA, 1971), Portulaca oleracea
(LIMA & FELIPPE, 1986), fTalinum patens (LIMA & FELIPPE, 1988) e
Lactuca sativa (CHOI et al., 198%9). Este efeito do armazenamento foi
também wverificado para as sementes de 1. wal ana, onde se observou
um aumento ;r;ﬁafivd dé ﬁng;ﬂtagem de germina¢30 Nno escuro com O au-
mento do periodo de armazenamento até a perda total do fotoblastismo.
Este fato tem sido atribuldo ou 3 existéncia de uma maior quantidade
de Fve nus sementes ou a malior capacidade de resposta a uma mesma
quantidade de Fve (CHOI gt al., 1989).

ODs experimentos relativos ao armazenamento demonstraram também
que as sementes de 1. wallerans mantiveram a viabilidade por um perio-
do curto de tempo quando armazenadas sob condigdes ambiente, ja que
sementes com pouco mais de um ano de armazenamento se mostraram com-
pletamente invidveis. Precedendo a perda de viabilidade, € esperado
que ocorra uma diminuicBo da razBo de germinacio com o aumento do pe-
riodo de armazenamento (ELLIS & ROBERTS, 19B@® apud ROBERTS &
TOTTERDELL, 1981), o gque, poreém, nac foi observado para 1. wallevana.

A germinacdo no escuro de varias especies fotoblasticas positivas
pode ser estimulada pela aplicac3o exdgena de giberelinas (FELIPPE &
LUCAS, 1971, GRUBISIC et al., 1?88; THOMAS, 198%9), fato que tem levado

4 hipotese de que o fitocromo controlaria & biossintese deste fitormo-

nio. No entanto, em alguns caseos, como em Lamium Buplexicaule, foram

apresentadas evidencias de que a agac das giberelinas € dependente da
presenga de Fve nas sementes (TAYLORSGUON & HENDRICKS, 1976). Deste modo
tem sido sugerido que o procecso de germinacio deve depender de ambos

os fatpres - tanto Fve quanto giberelinas - e n3o apenas de uma sinte-
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se de giberelinas mediada pelo Fve (TAYLORSON ;& HENDRICKS, 1977;
FRANKLAND & TAYLORSON, 1983). TAYLORSON & HENDRICKS (1976) chegaram a
sugerir que o Fve € necessdrio para permitir, de algum modo, a acdo
das giberelinas.

Em I. wallerana, a aplicacdo exodgena de giberelinas causou uma
estimulagdo apenas parcial das sementes mantidas sob condicBes de es-
curo. Este fato, juntamente com a verifica¢3o de que BAjz foi capaz de
promover o efeito de exposicdes sub-dtimas a luz vermelha, sugere que
a sua ac30 seja dependente do nivel de Fve. Corroborando esta suges—
tSo, esta a incapacidade do GAg de estimular a germinacdo das sementes
tratadas com vermelho-extremo, nas quais quase todo o Fve enddgeno de-

ve ter sido removido pelo tratamento. Efeito de GA3 em causar aumento

de sensibilidade & luz - como verificado em Kalanchoe blossfeldiana,

de modo que as sementes se tornam capazes de responder a baixos niveis
de Fve, mesmo aqueles estabelecidos por irradiacio coﬁ vermelho—extre-
mo (RETHY et al.. 1987) - ndo parece ser o que opcorre com 1.
wellerana, onde o% resultados obtidos apontam preferencialmente para
uma necessidade de agdo conjunta destes dois fatores.

0 efeito dos tratamentos de estratificacio foi comparavel com o
efeito da aplica¢cio de giberelinas, causando apenas uma estimulacio
parcial da germina¢do das sementes no escuro. 0Os resultados oabtidos
forneceram evidéncias, tanto indiretas -~ como a incapacidade do GAz de
ampliar o0 efeito da estratificacio — gquanto divetas - comg a verifica-
c%n do aumento do nivel de substancias giberelinicas em sementes es-
tratificadas — que & germinacao no escuve estimulada pela estratifica-

chko occorre provavelmente via acdo das giberelinaze. 0 efeite promotor
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da estratificac3o através do aumento do nivel enddgeno de giberelinas
foi tambeém observado em outros casos, como, por exemplo, em Vitis
vinifera (PEREIRA & MAEDA, 1986).

f interac3o observada entre o tratamento de estratificacio e ex~—
posigbes a0 vermelho e ao vermelho-extremo, havendo, respectivamente,
uma ampliacio e uﬁa inibi¢3o do efeito, foi similar & interac8o obser-
vada entre GAj3 ¢ luz, sendo, portanto, consistente com o efeito da es-
tratificagdo via giberelinas. Promog3o do efeito da estratificacio pe-
lo vermelho e inibig3o pelo vermelho-extremo foi verificado tambem em
sementes de Betula papdrifera (BEVINGTON & HOYLE, 1981) e Xanthium
pennsylvanicum (ESASHI et al., 1984), demanstrandé, assim, a8 dependeéen—
cia da presenc¢a do Fve para a manifestagBo dos efeitos da estratifica-
c80.

A semelhancga da hipOtese feita por RETHY et al. (1987) sobre au-
mento da sensibilidade a luz induzido por giberelinas, existe uma pro-
posta feita por VANDERWOUDE & TOOLE (1980) de que a estratifica¢Bo te-
ria o efeito de potenciar a agdo de um baixo nivel de Fve, de modo que
o vermelho-extremo se tornaria efetivo em combina¢Bo com a estratifi-
cagdo. Da mesma maneira comentada anteriormente em relac3o &s gibere-
linas, esta proposta n3p pode ser aplicada para ]. wallerana.

Em geral, a2 inibig30 da germinac3o induzida pela luz por meio da
aplicacio .de inibidores de biocssintese de giberelinas - os chamados
retardantes de crescimento - € tomada como evidéncia de que a agio da
luz ¢ mediada através da biossintese de giberelinas (FELIPPE & LUCAS,
1971; GRUBISIC et 1., 1988, THOMAS, 1989), uma conclus3o aparentemen-

te loggica em vista do conhecimento sobre a inibic20 exercida por tais



subst@ncias nos passos enzimaticos enveolvideos no caminho biossintetico -

das giberelinas (GRAEBE, 1987).

O¢ inibidores de biossintese de giberelinas utilizados neste tra-
balhoe - CCC e paclobutrazol - causaram inibi¢3o da germinag3o das se-
mentes submetidas aos tratamentos indutiveos de luz e de estratifica-
c3o. Considerando—se que CCC inibe a ciclizacBo do geranilgeranil- pi-
rofosfato a caureno (SEMBDENER et al., 198@), enquanto que paclobutra-
zol exerce inibi¢830 nos passos entre caureno e adacido caurendico
(LURSSEN, 1987), a inibi¢io da germinacao causada por estes inibidores
poderia apontar para o envolvimento da biossintese de giberelinas na
resposta aos tratamentos indutivos de luz e estratificacdo. No entan-
to, conclusOes a este respeito devem ser cautelosas, em vista das in-
formacOes disponiveis atualmente.

Na realidade, tém sido levantadas duvidas quanto & efetividade do
CCC em 1inibir a formac3c do caureno (FROST & WEST, 1977) . REID &
CROZIER (ié?@) mostraram que aumentos nos niveis enddgenos de gibere-
linas podem ocorrer sob tratamentos com este inibidor. Alem disso, foi
- também -mostrado que CCC é capaz de inibir a biossintese de esterdis
{(DOUGLAS & PalEG, 1974y . Para os inibidores triazdlicos, entre os
quals se inclui o paclobutrazel, foi demonstrado tambem que eles podem
interferir com a biossintese de esterdis (LURSSEN, 4987). Os esterdis
tém papel importante para a estrutura e funcio de membranas (GRUNWALD,
1978). @Alteracbes na suz composi¢gSo ou inibig¢8o da sua sintese podem
interferir com a permeabilidade de membranas, movimentos de troca 106-
nica e atividades enzimaticas (ID0UGLAS & PALEG, 198B1)Y, de wmodo que

parte du inibi¢Sc d= germinscio pode ser devido a esta outra acio dos
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retar@antes.

A detecgao em 1. wallerana de atividade giberelinica em sementes
estratificadas na presenca de paclobutrazol, em nivel semelhante ao
detectado em sementes estratificadas em dgua destilada, indica que es-—
te inibidor, pelo menos na concentracio agqui utilizada, n3o interferiu
com a biossintese de giberelinas, embora tenha inibido a germinaglo. A
interferéncia com a biossintese de esterois pode talvez explicar a
inibicl3o aqui observada sob os tratamentos com paclobutrazol. € inte-
ressante colocar que, devido as altera¢8es proveocadas em propriedades
de membranas, e possivel que mudancas na composicao de esterdis possam
afetar também a sensibilidade ou a capacidade de resposta as gibereli-
nas (SINGH & PALEG, 1985), uma vez que € provavel que estas interajam
com componentes de membranas (TAYLORSON & HENDRICKS, 19773} .

0 efeito inibidor do paclobutrazol na germinacio estimulada pela
estratificac8o foi revertido pela transferéncia das sementes para so-
lugao de GA3. Segundo LURSSEN (1987), quando outro fator, além da in-
terferéncia com giberelinas, esta envoividn na inibi¢3o, esta n3o ¢
completamente compensada por giberelinas. No entanto, foi mostrado que
GAy fol capaz de reverter completamente o efeito inibidor do cresci-
mento de certos agentes inibidores especificos da biossintese de este-
roi1s (DOUGLAS & PALEG, 1981).

g0 fato do paaimbutrazéi ter inibido o efeito promotor da estrati-
Ficagao tanto ao ser aplicado durante o tratamento de frio quanto apds
a transferéncia para 25%C - o que viria a indicar, caso a sua acCio
fosse a interferéncia com a biossintese de giberelinas, se esta acon-

teceria durante o periodo de baixz temperatura ou apos ecste — pode cer
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entendido em vista da interferéncia com a biossintese de esterdis aqui
proposta. A andlise da atividade giberelinica feita imediatamente apds
o término do tratamento de frio mostrou, por sua vez, que a biossinte-
se de giberelinas ocorreu durante o periocdo de baixa temperatura.

Quanto ao CCC, n3c foi investigado se a sua acao inibitdria ocor-
reu em consequéncia do bloqueioc da biossintese de giberelinas. Como o
COC também n3o apresenta especificidade para a inibig¢3c da biossinte~
se de giberelinas, existe a possibilidade de seu efeito inibitorio ter
sido devido & interferéncia com cutros processos.

No entanto, os resultados obtidos com os inibidores, apesar de
ndo permitirem a afirmacSo de que a luz promove a germina¢3o através
da biossintese de giberelinas, ni3o descartam a possibilidade de que
isto ocorra. Dado que os resultados comentados anteriormente indicam
aque has necessidade de uma acBo tanto do Fve quanto de giberelinas e
dado que sementes incubadas no escuro nﬁa.apresentam atividade gibere-
linica detectavel, @ possivel que o Fve estimule a sintese de tais
substancias, élém de ser necessario em um passo posterior para permi-
tir a agdo destas.

Neste sentido, a resposta de I. wallerana & luz & a giberelinas
pode se adequar ao esauema proposto por HILHORST gt al. (19B&6) para

explicar as respostas das sementes de Sysimbrium gofficinale e de

Grabidopsis thaliana (HILHDORST & KARSSEN, 198B). Os autores propdem

aque a luz estimula a germinacio nestas especies através de dois efei-
tos: o primeiro estimulando a2 biossintese de giberelinas e o segundo
sumentando a sencibilidade a estas, através da estimulagiSo ou formagso

de sitiocs receptores para giberelinas, conforme o0 ssquema abaixo:



Biossintese de GAs

Efeito I |
Luz vermelha fHGasd
Efeito I + 5> Germinagio

Receptores de GAs

Este esquema, segundo os seus autores, poderia explicar porque a
aplicac80 de giberelinas naoc @ capaz de substituir completamente a ne-—
cessidade de luz em certas espécies, tal como ocorre em 1. wallerana,
ja gue o efeito Il estaria agindo como fator limitante nestes casos.

Em Paulownia tomentpsa, a necessidade de a¢30 prolongada do Fve
fpoi relacionada com o seu envolvimento na biossintese de giberelinas
(GRUBIéIé et al., 1988Y. Em 1. wallerana, o envolvimento do fitocromo
em mais de um processo, sendo um deles a biossintese de giberelinas,
poderia ser consistente com a necessidade da a¢8c prolongada do Fve

discutida anteriormente.
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V. RESUMO

Entre os fatores ambientais capazes de influenciar a germinac¢io
das sementes, a luz € de reconhecida importincia, sendo a responsavel
pela inducBo da germinac3oc em sementes fotoblasticas positivas. 0 ob-
jetivo deste trabalho consistiu em caracterizar a resposta das semen—
tes de I. wallerana a luz, verificar a interac3o0 da luz com diferentes
tratamentos de temperatura e estudar o efeito da aplicacio exdgena de
GAz e de tratamentos de estratificacl3o em substituic¢So a luz e em in-
terag3o com esta.

s sementes de I. wallerans mostraram—se fotoblasticas positivas,
sendo a3 germinagio controlada pelo sistema fitocromo atraves da rea¢io
de baixa energia. As sementes desta espécie apresentaram resposta bai-
¥a =2 uma irradiacfo dnica com luz vermelha, necessitando, para a pro-
mocio da gevrminasgaon, de exposigao prolongada ou intermitente 3 luz. Em
geral, no caso de exposigoes repetidas a luz vermelha, 5 exposiches,
desde que separadas por um intervalo minimo adeguado de egscuro, Foram
efetivas na indu¢30 da resposta maxima. A variscS3oc do momento de apli-
cagano das exposicOes, & duracgo das mesmas, bem como o aumento da du-
racao dos intervalos de escuro entre 3% irradisgtes, nao afetaram o
nivel final de resposta atingido. Em geral, considera-se que a exigén-—
cia de iluminac3o prolongada ou intermitents para & promogio da germi-
naclSo reflete & necescidade de que & 2¢20 do Fve, & forms ativa do fi-

tocromo, se de por um longo periocdo de tempo. A {fotorreversibilidade



fours
4]
i

vermelho/vermelhofextrema pode ser observada, havendo indicios de que
o tempo de escape da resposta seja longo. Aleém disso, parece haver um
efeito de interacloc entre vermelho-extremo e vermelho aplicados segui-
damente e nesta ordem, cuja natureza fisioldgica e desconhecida.

A germinagio das sementes de 1. wallerana ocorreu na faixa de
i59C a 36°C, sendo 25°C a temperatura otima. O fotoblastismo positivo
ndo foi alterado pelas diferentes temperaturas constantes ou alterna-
das testadas, embora em certos tratamentos, tenha ocorrido um aumento
da germinac3c no escury. Perda do fotoblastismo positivo ocorreu com o
armazenamento a seco das sementes, as quais mantiveram a wviabilidade
por um periodo relativamente curto de tempo.

&4 germinac3o das sementes no escuro foi parcialmente promovida
pela aplicacio exdgena de GAz e por tratamento de estratificagio. Evi-
déncias foram obtidas que o tratamento de frio promoveu o aumento do
nivel enddgeno de giberelinas, sendo o seu efeito promotor mediado
provavelmente pela ac3o destas. Ambos os tratamentos foram capazes de
promover o efeite de um numero sub-dtimo de exposicdes a luz vermelha
e incapazes de estimular a germinacio de sementes tratadas com vevrme-—
1ho-extremo, 0 que sugere a necessidade de uma agdo tanto do Fve quan-
to das giberelinas na promogi3oc da germinag3o, o primeiro sendo neces-
sarin para =z expressao dos efeitos das giberelinas.

fipesar de ter sido obtida a inibicBo0 da germinacdo induzida pela
juz atraves da utilizacSo de inibidores de biossintese de giberelinas,
o possivel envolvimento do Fve na biossintese deste fitormdnio nao po-
de ser esclisrecido, em vista do conhecimento sobre a3 inespecificidade

de wclo dos mesmos. Foi, inclusive, constatada a incapacidade do pa-



clobutrazotl, um dos inibidores utilizados, de blogquear o aumento do

nivel de substdncias giberelinicas nas sementes estratificadas de L.

wallerana.
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