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RESUMO

O estudo de sementes é indispensavel para determinar a capacidade de
recrutamento e dispersdo de uma espécie. A germinagédo € um fator primordial para
que os individuos se estabelecam em determinada area, e para que isso ocorra
algumas caracteristicas do ambiente devem ser favoraveis ao seu desenvolvimento
tal como umidade, temperatura e luminosidade. O objetivo deste trabalho foi
determinar as temperaturas minima, 6tima e maxima de germinacédo de sementes da
bardana (Arctium lappa L.) e também avaliar se o fator luz ao interagir com o fitocromo
interfere em sua germinagado. Para isso, foram utilizados parametros de taxa de
sucesso e velocidade germinagdo em temperaturas de 5°C até 40°C, com intervalos
de 5°C. Para os testes estatisticos foram utilizadas analises de varidncia com as taxas
de germinagéao ao longo do tempo sob os diferentes tratamentos. O trabalho concluiu
que as condigdes ideais para a germinagéo das sementes de Arctium lappa L. sé&o
obtidas quando estas estdo exportas a luz branca e dentro da faixa de temperatura
dos 25°C a 30°C.

Palavras-chave: temperaturas cardeais, fotoblastismo, fitocromo.



2R

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 5
OBUETIVOS ... 8
MATERIAL E METODOS .......coouiiiicieeeeeee ettt 9
RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccoieiieiiieieiecieieesiese e, 12
CONCLUSAOQ ..ottt 18

REFERENCIAS ..ottt 19



1. INTRODUGAO

1.1  Germinacgao de Sementes

As sementes podem ser consideradas uma das principais formas de
propagacéao das plantas, assim como podem proporcionar a elas a sobrevivéncia em
condicbes adversas e dispersdo a longas distancias e, dessa forma ocupar novos
ambientes. Em condi¢des favoraveis, como na presenca de agua e em temperaturas
favoraveis, o metabolismo da semente que se encontrava baixo apenas para manter
0 embrido vivo, aumenta e as reservas comegam a ser consumidas (SOUZA, 2009).
Em alguns casos a planta mae morreu anos ou até décadas atras, enquanto a
semente esteve ainda viavel aguardando as condi¢bes ambientais propicias a seu
desenvolvimento.

Devido a tal longevidade e capacidade de dispersdao o estudo sobre a
germinagao das sementes se torna essencial para o conhecimento da estrutura e da
dindmica das comunidades vegetais, assim como suas capacidades de regeneragao
ao longo do tempo (VAZQUEZ-YANES & OROZCO-SEGOVIA, 1996).

A germinacdo de sementes é determinada pelas caracteristicas do ambiente
onde se encontra, sendo temperatura, luz, umidade do solo, oxigénio e o substrato,
os principais fatores (BASKIN & BASKIN, 1988). Tais aspectos podem ser
manipulados, a fim de aperfeicoar o desenvolvimento da planta obtendo assim um
maior sucesso na porcentagem, velocidade e uniformidade da germinacéo, resultando
em plantulas mais vigorosas com menor gasto de produgdo, sendo essas
manipulacdes muito utilizadas em espécies cultivadas.

Dentre as condicbes ambientais que afetam o processo germinativo, a
temperatura exerce uma grande influéncia, pois atua diretamente na absorgéo de
agua pela semente e a velocidade das reagdes bioquimicas que regulam todo o
metabolismo envolvido nesse processo. (BEWLEY e BLACK, 1994), assumindo papel
determinante ndo s6 no sucesso, como também na velocidade da germinagéo de
diversas espécies (ANDRADE, 1995).

Considera-se como 6tima a temperatura na qual ocorre a maior porcentagem
de germinagao dentro do menor espago de tempo. Sao categorizadas ainda as

temperaturas cardeais ou as minimas e maximas que abrangem os pontos criticos



que a germinagao pode ainda ocorrer (LABOURIAU, 1983). As espécies apresentam
grande diversidade quanto a temperatura ideal para a germinagéo de suas sementes,
sendo esse valor, de forma geral, similar as temperaturas médias encontradas em sua
regido de origem na fase pos- frutificagdo (BEWLEY & BLACK, 1994; KOZLOWSKI,
2002).

Conhecer as temperaturas ideais e limites de germinagdo de sementes em
espécies vegetais auxilia na compreensdo do nicho fundamental das mesmas,
tornando estudos como este essencial para o conhecimento da ecofisiologia de
plantas e consequentemente a espécies a ele associadas (BORGHETTI, 2005). Para
grande parte das espécies vegetais de ambientes tropicais e subtropicais as suas
temperaturas ideais se encontram na faixa dos 20°C a 30°C (BEWLEY & BLACK,
1994).

A radiacdo solar é também um importante fator no desenvolvimento
embrionarios de algumas espécies vegetais, além de ser essencial no processo da
fotossintese, algumas espécies tém relagdo direta entre a exposicéo a luz e sua
capacidade de germinacdo. Na natureza pode-se encontrar espécies onde as
sementes germinam apos rapida exposigao a luz, outras apresentam total indiferencga
a luminosidade, assim como ha espécies onde a presencga de luz age como inibidor
da germinacao (VIDAVER, 1980). Essa capacidade de identificar a presenga de luz
em sementes é também chamada de fotoblastismo. As sementes podem ser
caracterizadas como fotobasticas positivas quando apresentam melhores resultados
germinativos sob a luz, fotoblasticas negativas quando séo inibidas; ou ainda como
fotoblasticas indiferentes quando ndo ha influéncia (LABOURIAU, 1983).

O efeito da luz sobre a germinagao ocorre devido a presenca do fitocromo, uma
cromoproteina sensivel a radiagdo que esta presente nas sementes sob cinco formas
distintas (fitocromos A, B, C, D e E) em Arabidopsis thaliana (SMITH, 2000). O
fitocromo pode se apresentar sob duas formas, a forma inativa Fv, e a forma ativa Fve,
responsavel pelas inUmeras respostas fotomorfogénicas, como a germinagao de
sementes (KRONENBERG & KENDRICK , 1994). Quando expostas a luz solar direta,
a proporcao vermelho: vermelho extremo fica entre 1,05 a 1,25, desta maneira o
fitocromo por meio de fotoconversao tende a favorecer a germinagdo de sementes
fotossensiveis. Entretanto, quando esta sobre cobertura de dossel ou folhagem, a
razao V:VE se torna baixa de forma a predominar a forma inativa Fv e desta maneira

0 processo de germinagao nao ocorre (SMITH 1994). Este comportamento altamente



adaptativo pode ser considerado uma importante resposta aos padrées do nicho
fundamental de espécies vegetais.

A temperatura e a luz juntas podem alterar os efeitos fisioldgicos do fitocromo,
por exemplo quando a semente € exposta a choques de altas temperaturas o
fitocromo A atua por meio da resposta de fluéncia muito baixa (TAKAKI, 2001). Desta
forma algumas espécies podem ser consideradas fotoblasticas positivas apenas sob

condigbes especificas.

1.2. Caracterizagao da espécie

A familia Asteraceae é uma das maiores entre as eudicotiledéneas contando
com mais de 22 mil espécies em aproximadamente 1.600 géneros. Dentre as
principais caracteristicas da familia estdo as folhas alternas (opostas), as
inflorescéncias tipo capitulo e os frutos tipo aquénio (SOUZA, 2012)

A espécie de Asteraceae utilizada neste estudo foi a Arctium lappa L.,
conhecida popularmente como bardana. Apresenta porte herbaceo e é originada da
regido Eurasia, apesar de ter sido amplamente difundida pelo mundo devido ao uso
de sua raiz e folhas em diversas atividades gastrondmicas. A espécie tem ainda, outro
aspecto importante, sua alta utilizacdo para fins medicinais, devido a suas
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (LIN, 1996). Esta planta € usada na
medicina chinesa tradicional e consumida diariamente por séculos na China
(Ferracane et al., 2010)

Em um cenario atual, onde existe um crescimento da populagcdo humana e
consequentemente uma maior demanda de alimentos e de compostos com atividades
biolégicas, tornam-se necessarios estudos que possam apresentar resultados que
visem as melhores condi¢cdes para a maior porcentagem de germinagcdo em menor
tempo e desta forma a sincronizagcdo do processo. Apesar disso ha pouquissimos
estudos sobre a fisiologia desta espécie,sendo a maioria das publicacdes sobre

principios ativos presentes na planta.



2. OBJETIVOS

Esse trabalho tem por objetivo analisar as respostas germinativas das
sementes de Arctium lappa L. quando expostas a condi¢des diferentes de
luminosidade e temperaturas, afim de uma melhor caracterizagdo do ambiente ideal
para seu desenvolvimento.

A partir dos resultados obtidos, sera possivel encontrar as temperaturas
minimas e maximas bem como encontrar a temperatura 6tima para a germinacao de
suas sementes. Por fim, sera possivel determinar também se o fator luz interfere no

desenvolvimento das sementes desta espécie.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedimento Experimental

As analises para verificar as respostas germinativas das sementes de Arctium
lappa L. sob diferentes temperaturas foram executadas no Laboratério de
Fotomorfogénese de Plantas do Departamento de Botanica, da UNESP, campus de
Rio Claro - SP. As sementes foram coletadas de um unico individuo no Jardim
Experimental do Instituto de Biociéncias de Rio Claro.

A germinacado das sementes foram testadas em temperaturas constantes de
10°C a 45°C, em intervalos de 5°C, em condi¢des de luz branca constante (L) e escuro
(E), conforme a tabela 1 de desenho experimental. Os experimentos foram realizados
em camaras de germinagdo. A luz branca foi obtida por meio de lampadas
fluorescentes do tipo “luz do dia” (Philips ou Osram 15W) durante todo o periodo
experimental. Para os experimentos no escuro foi utilizada a luz verde de seguranga
para o monitoramento e contagem das sementes germinadas (AMARAL-BAROLI &
TAKAKI, 2001).

Tabela 1 - Desenho amostral

*T= temperatura em graus Célsius; S= nimero de sementes; R= nimero de repeti¢cdes; a = amostra.

Tratamento (a) T™ S* R* Tratamento (a) ™ S* R*
Luz (L1) 10° 30 04 Escuro (E1) 10° 30 04
(L2) 15° 30 04 Escuro (E2) 15° 30 04
(L3) 20° 30 04 Escuro (E3) 20° 30 04
scuro
(L4) 25° 30 04 E (E4) 25° 30 04
Luz (L5) 30° 30 04 Escuro (E5) 30° 30 04
(L6) 35° 30 04 Escuro (E6) 35° 30 04
(L7) 40° 30 04 Escuro (E7) 40° 30 04
(L8) 45° 30 04 Escuro (E8) 45° 30 04

Cada tratamento constou de quatro repeticdes de trinta sementes, distribuidas
uniformemente em duas camadas de papel-filtro dentro de placas de Petri com nove
centimetros de didmetro, umedecidas com agua deionizada. As placas foram
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acondicionadas dentro de caixas plasticas do tipo Gerbox de 11x11x5cm,
transparentes ou pretas, conforme o tratamento (luz ou escuro), para evitar a
evaporagao excessiva da agua. A germinacgao foi monitorada durante quarenta dias
com intervalos consecutivos de 24 horas, considerando-se germinada as sementes

com raiz primaria de no minimo, 1 mm de comprimento.

3.2. Analise dos Resultados

A partir dos dados obtidos nos ensaios, foram calculadas a porcentagem, a
velocidade e a frequéncia relativa da germinagao utilizando-se as equagdes citadas
por LABOURIAU & AGUDO (1987), descritas a seguir.

- Porcentagem de germinacao (G)
G= (n/a) x 100
Onde: n= numero total de sementes germinadas; a= numero total de sementes da

amostra.

- Tempo médio de germinagao (t)

t= (3.ni x ti)/ Y ni
Onde: ni= numero de sementes germinadas entre as observacoes ti-1 e ti= tempo de

incubacao (dias).

- Velocidade média de germinacao (V):
V=11

Onde t=tempo médio de germinacao.

- Frequéncia relativa da germinagao (FR)
FR= ni/Nt
Onde: ni= numero de sementes germinadas entre dois tempos de observagdes

sucessivas (t-1) e (ti); Nt= numero total de sementes germinadas nas repetigdes.

- indice de sincronizagao (p)
p= X (fi.log 2 fi)

Onde: fi= freqléncia relativa da germinagao no dia i.
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3.3. Tratamento Estatisticas

Foram propostos analises de variancia simples (ANOVA One-Way) para
comparar os o efeito da presenca e auséncia de luz nas métricas de germinagao(f),
assumindo como estatisticamente significativa qualquer relagdo com p < 0.05, sendo:

B (luz)B(escuro)
eq.1

Foram propostos modelos lineares multiplos (ANOVA Two-Way) para explicar
o efeito sinérgico que a luminosidade e a temperatura exercem sobre as métricas de
germinacgao, considerando:

B = luminosidade + temperatura
eq.2
As estatisticas descritivas e modelos lineares foram calculados no R software
versao 3.3.1 (R Core Team, 2016). Os graficos foram feitos com uso do pacote ggplot2
(WICKHAM, 2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores taxas de germinacao de sementes da Arctium lappa L. ocorreram
nas amostras que foram submetidas a luz branca. Nesse tratamento, os maiores
valores de germinagao ocorreram sob 20°C, 25°C e 30°C, sendo que em todas as trés
ocorreram uma porcentagem de sucesso acima dos 75% (figura 1).

A temperatura que proporciona uma maior taxa de germinagao de sementes
diferencia muito para cada espécie, inclusive dentro da mesma familia, estudos com
Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) revelaram que as maiores taxas ocorriam
também nas sementes expostas a luz, porem dentro do intervalo entre 15 e 20°C,
nestas condigdes, a taxa de germinacgao ficou em cerca de 80% de sucesso (GOMES
& FERNANDES, 2002). Outro exemplo foi o estudo de (GORDIN et al 2012), em
sementes de Guizotia abyssinica (Asteraceae), com altos indices de germinacgéo
ocorreram novamente sob a luz no intervalo térmico de 15 a 30°C, com taxas
superiores a 90%. De acordo com BASKIN & BASKIN (1992) a temperatura que
apresenta a maior taxa de germinagdo de sementes é resultado de um processo
evolutivo de cada espécie de acordo com as caracteristicas ecologicas predominantes
no habitat da planta e em sua fase de plantula.

Em Arctium lappa L. quando abaixo de 15°C e acima de 40°C nao houve
resposta das sementes, podendo assim considerar estas temperaturas minima e
maxima respectivamente. Estas temperaturas correspondem a um padrao observado
por BORGHETTI (2005), no qual plantas que tem valor minimo de 15°C e maximo de
40°C sao espécies adaptadas a ambientes tropicais.

Quando aplicadas ao tratamento escuro, as sementes apresentaram uma
resposta similar, de modo a também apresentar uma distribuicdo padrdo nos
resultados, contudo, tais valores foram bem menos expressivos (figura 1). A faixa de
20 a 30°C que novamente contém as maiores taxas germinativas, alcangou um
sucesso médio de 18,31% no escuro, extremamente menor que os 84,97%
encontrado no tratamento luz.

Tais resultados quando aplicados a uma analise variancia, demostraram que a
temperatura afeta diretamente na taxa de germinacao das sementes da Arctium lappa
L., tanto na luz (F=73,30977, p<0,01), quanto no escuro (F=12,42624, p<0,01).
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Figura 1. Efeito da presenga ou auséncia da luz branca sobre a porcentagem final de
germinagao sob diferentes temperaturas.
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Quando analisada a variagao de dados dos dois tratamentos (luz e escuro) foi
possivel detectar uma diferenca significativa entre os dois grupos (F=4,9686; p<0,05)
o que reafirma a influéncia da luz durante a germinagéo e descarta uma hipétese nula
dos resultados.

A germinagdo das sementes de A. lappa L. ndo esteve restrita a presenga de
luz, visto que também ocorreu no escuro constante, entretanto, a germinacao foi maior
na presenca de luz em todas as temperaturas. Deste modo, de acordo com os critérios
utilizados por KLEIN & FELIPE (1991), as sementes desta espécie respondem como
fotoblasticas preferenciais. Essa caracteristica foi observada emdiversas outras
espécies de Asteraceae como Eclipta alba, Elephantopus mollis, Senecio oxyphyillus,
Senecio selloi e Vernonia nudiflora (FERREIRA et al. 2001).

O tempo médio de germinacgao no escuro foi de 3,7 dias enquanto em ambiente
com luz a média foi de 3,42 dias (Figura 2A). Em ambas as condigbes, com ou sem
luz, a temperatura que apresentou maior tempo médio de germinacgao foi 15°C, com
médias de 6,3 dias no escuro e 10,4 dias em ambiente com luz. Sendo este também
o valor minimo onde as germinagdes ocorreram. Desta forma a luz ndo respondeu
satisfatoriamente de modo a afetar o tempo médio de germinagdo, enquanto a
temperatura se mostrou um fator determinante (Figura 2A). Consequentemente, um
tempo menor de germinagao esta associado a uma maior velocidade média, e em

ambos os tratamentos, com e sem luz, foi registrada uma velocidade média de 0.18.
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A maior velocidade de germinagédo no escuro ocorreu a 30°C com uma velocidade
meédia de 0.34, e com a presencga de luz, a 40°C, com uma velocidade média de 0.34
(Figura 2B). Assim como no tempo, o fator mais determinante para a velocidade de
germinacgao foi a temperatura (R?= 0.93, p <0.001). Por outro lado, a presencga de luz

branca n&o apresentou influéncia na velocidade média (R? = 0.01, p= 0.98)

Figura 2. (A) Relacéo entre o tempo médio de germinacao; temperatura e luminosidade. (B)
Relacdo entre a velocidade média de germinacio; temperatura e luminosidade. A linha
vermelha indica a porcentagem de germinagé&o em diferentes temperaturas em ambiente com
luz; a luz vermelha descreve a mesma relacdo em ambiente sem luz.
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Foi observada que a maior velocidade de germinagédo do tratamento escuro
ocorreu a 30°C, temperatura esta com maior taxa germinativa do tratamento. Quando
exposta a luz, a velocidade seguiu aumentando até 40°C, porem a taxa de germinacao
comecou a diminuir drasticamente apés os 30°C (figura 2).

Os efeitos de uma maior velocidade podem ser também observados na
frequéncia relativa da germinacgédo (figura 3). Observa-se que nas temperaturas
maiores, a germinacao iniciou mais cedo, assim como terminam mais cedo. Por
consequéncia, a temperatura acaba também afetando o indice de sincronizagao, isto
€ 0 quanto as sementes germinam dentro de um intervalo de tempo. No caso das
sementes de Arctium lappa L a presencga de luz também nao apresentou alta influéncia

na sincronizagao (figura 4), onde a temperatura foi o fator determinante.
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Figura 3— Frequéncias relativas de germinacao das sementes de Arctium Lappa L. sob
diferentes temperaturas nos tratamentos luz branca (A, B e C) e auséncia de luz (D, E e F)
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Isso ocorre devido aos diversos processos metabodlicos decorrentes de reacgdes
bioquimicas que acontecem no interior da semente, cada uma dessas reacodes
apresentam suas exigéncias proprias de temperatura (MARCOS FILHO, 2005).
Temperaturas mais baixas tendem a reduzir a velocidade das reagdes bioquimicas
presentes na germinagéo. Por outro lado, temperaturas mais altas aumentam a fluidez
da membrana e concentragdo a metabolitos até um limiar de desnaturagdo das
proteinas (ZINN et al., 2010).

Figura 4 — indice de sincronizacdo da Arctium lappa L. sob diferentes temperaturas,
comparando os tratamentos luz branca e escuro.
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Dado que a temperatura 6tima é aquela na qual ocorre a maior taxa de
germinagado dentro do menor espago de tempo (LABOURIAU1983, PILATI et al.,
1999), obtivemos que a temperatura 6tima da Arctium lappa L. ocorreu entre 25°C a
30°C, pois as maiores taxas de germinagao ocorreram a 25°C no tratamento luz e
30°C no escuro, mesma temperatura que ocorreu em menor tempo. E também a partir
dos 30°C que a taxa de germinacgao da luz diminui expressivamente, enquanto o
tempo médio ndo reduz significantemente. Esta faixa se apresenta compativel com a
de outras espécies de Asteraceae, como a Vernonia polyanthes (MALUF, 1993) a qual

apresenta uma temperatura 6tima de 30° C.
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5. CONCLUSAO

-A temperatura 6tima para a germinagao desta espécie esta dentro da faixa dos 25°C

a 30°C, a minima se encontra na faixa de 10° C a 15°C e a maxima 40°C a 45°C.

-O processo germinativo das sementes da Arctium lappa L. € promovido pela
exposigao a luz branca obtendo-se maiores taxas de germinagdo quando comparadas

ao escuro, podendo ser classificadas como fotoblasticas preferenciais.
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