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RESUMO

Os Campos Rupestres sdo uma fitofisionomia do bioma Cerrado, que possui uma rica
flora, mas que devido a a¢des antropogénicas vem perdendo parte dessa biodiversidade.
Acdes e estudos visando a caracterizacgdo, preservagédo e conservagao tém sido levantadas
a fim de mitigar os efeitos das pressdes antropicas nesse ambiente. Diplusodon glaziovii
Koehne, Barbacenia pungens (NLMenezes & Semir) Mello-Silva e Lavoisiera tetragona
Mart. & Schrank ex DC sdo especies endémicas de Campos Rupestres que se encontram
criticamente ameacadas de extingdo e que possuem requisitos variados de germinagdo e
cujas caracteristicas fisiologicas e anatbmicas ainda sao pouco estudadas. Diante destes
cenarios, os objetivos deste trabalho foram (I) verificar os requisitos de temperatura para
a germinacdo (I1) a presenca de dorméncia fisioldgica nas sementes dessas espécies, por
meio da aplicacdo exdgena de horménios e inibidores para a compreensao das respostas
germinativas; (111) caracterizacdo de aspectos anatdmicos das folhas para compreender
adaptacOes das espécies aos Campos Rupestres. As sementes foram expostas a quatro
diferentes temperaturas, e na temperatura 6tima de germinacdo de cada espécie foram
tratadas com 4&cido abscisico (ABA), o inibidor biossintético (fluridone — FLU),
giberelina (GA) e o seu inibidor de biossintese (paclobutrazol — PBZ). Determinou-se que
a temperatura 6tima de germinacéo é de 25°C para D. glaziovii e 30°C para B. pungens.
A espécie L. tetragona apresentou baixa germinacdo em todas as temperaturas testadas.
A germinacgéo das sementes de D. glaziovii ndo foi reduzida pela aplicacdo do ABA; o
FLU reduziu a germinacdo na concentracdo 150 uM e quando tratadas com o PBZ a
germinacao foi retardada. Sementes de B. pungens tiveram a germinacéo retardada pela
atuacdo do ABA, os tratamentos com FLU ndo foram significativos e sob a atuacdo do
PBZ houve retardo e decréscimo de germinacdo. L. tetragona ndo apresentou alta
germinabilidade mesmo sob o tratamento com GA, levando a considerar que a espécie
produz sementes inviaveis. As andlises anatdmicas das folhas mostraram adaptacGes a
ambientes xéricos, como presenca de fibras esclerenquimaticas e tricomas. Espera-se que
os resultados obtidos auxiliem na melhor caracterizacéo das espécies e sua relagdo com o
ambiente no qual se encontram, bem como fornecer subsidios para melhorar a propagacéo
e preservacdo das mesmas.

Palavras-chave: Campos Rupestres; Inibidores; Hormoénios; Xeromorfismo.



ABSTRACT

Rock Filds are a phytophysiognomy of the Cerrado biome, which has a rich flora, but due
to anthropogenic actions it has been losing part of this biodiversity. Actions and studies
aimed at the characterization, preservation and conservation have been proposed in order
to mitigate the effects of anthropic pressures in this environment. Diplusodon glaziovii
Koehne, Barbacenia pungens (NLMenezes & Semir) Mello-Silva e Lavoisiera tetragona
Mart. & Schrank ex DC are endemic species of Rock Filds that are critically endangered
and that have varied germination requirements and whose regulatory and anatomical
characteristics are still poorly controlled. Given this scenario, the objectives of this work
were (1) to verify the temperature requirements for germination (11) and the presence of
regulatory dormancy in the seeds of these species, through the exogenous application of
hormones and inhibitors to better understand the germinal responses; (Il1)
characterization of anatomical aspects of leaves to understand xeromorphic inheritance
of species to Rock Filds. The seeds were exposed to four different temperatures, and, at
the optimal germination temperature of each species, they were treated with abscisic acid
(ABA), or its biosynthesis inhibitor (fluridone — FLU), or gibberellin (GA) and/or its
biosynthesis inhibitor (paclobutrazol — PBZ). Determine that the optimum germination
temperature is 25°C for D. glaziovii and 30°C for B. pungens. The species L. tetragona
showed low germination at all temperatures tested. D. glaziovii seed germination was not
reduced by ABA application; FLU stopped germination at 150 uM concentration and
when treated with PBZ germination was delayed. Seeds of B. pungens had a delayed
germination by the action of ABA, the treatments with FLU were not followed and under
the action of PBZ there was delay and decrease of germination. L. tetragona did not show
high germinability even under GA treatment, leading to the conclusion that the species
produces unviable seeds. Anatomical analyzes of leaves appreciate xeric environments,
such as the presence of sclerenchyma fibers and trichomes. It is expected that the results
obtained will help to better characterize the species and their relationship with the
environment in which they are found, as well as provide yields to improve their capture
and preservation.

Keywords: Rock Filds; Inhibitors, Hormones. Xeromorphism.
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1. INTRODUCAO

O Campo Rupestre é um ecossistema, caracterizado por dias quentes, noites
marcadamente frias, alta irradiancia e ventos constantes (CAMACHO, 2016). Sua
vegetacdo € predominantemente gramindide com manchas de matas possuindo alta
biodiversidade, contendo mais de 5000 espécies de plantas vasculares, somando 14% da
diversidade brasileira (SILVEIRA et al., 2016; MUCINA, 2018). Porém, o Campo
Rupestre tem sido negligenciado em programas de conservacao e restauracdo ambiental
e esta sob graves ameacas antropicas (CARVALHO et al., 2011; MIOLA et al., 2019;
STRADIC et al., 2018). Essa problematica vem resultando na fragmentacéo e destruicdo
de habitat levando a formacdo de novos ecossistemas com baixa biodiversidade,
apreciacao publica e valor ecossistémico (SILVEIRA et al., 2016).

Dentre as familias botanicas mais representativas dos Campos Rupestres tém-se
a Lythraceae, Velloziaceae e Melastomataceae, que ocupam diferentes habitats (INGLIS
e CAVALCANTI, 2018). A essas familias botanicas atribui-se alta diversidade de
géneros caracteristicos de formacBes rochosas que, modificando o ambiente tem
promovido eventos de intemperismo que influenciam na evolucdo geomorfoldgica pela
colonizacdo de rochas (NASCIMENTO et al., 2021; GOLDENBERG et al., 2012;
MICHELANGELI et al., 2020).

Devido a ameaca ao ambiente e, consequentemente as populacdes de
Diplusodon glaziovii Koehne, Barbacenia pungens (NLMenezes & Semir) Mello-Silva e
Lavoisiera tetragona Mart. & Schrank ex DC, endémicas da Serra do Espinhaco
Meridional, citadas no Livro Vermelho da Flora do Brasil e listadas como criticamente
ameacadas e raras (MARTINELLI et al., 2014; PARANHOS, 2020) € necessario reunir
conhecimentos e informagdes que possam auxiliar na manutencao das espécies in situ.

Estudos que visem, sobretudo, envolver a biologia de sementes
(OTALAKOSKI, 2017; NEGRAO et al., 2013), principal forma de propagacio dessas
especies, e que confere maior variabilidade genética. E também caracteristicas
morfoanatdmicas das espéecies que expliqguem a capacidade dessas espécies ocuparem
esses espacos. Alem disso, ndo se tem relatado na literatura os fatores que regulam a
germinacdo e a dorméncia das sementes de D. glaziovii, B. pungens e L. tetragona. Assim,
compreender esses fatores € essencial para a regeneragéo e revegetacao de seus habitats,
e manutencdo das espécies.

Fatores internos e externos influenciam eventos fisioldgicos envolvidos na



germinacdo das sementes (GONCALVES et al., 2020). Temperatura e luminosidade
induzem alteracBes nos niveis dos principais fitorménios envolvidos na manutengdo da
dorméncia, acido abscisico (ABA), ou da germinacéo, as giberelinas (GA) (BEWLEY et
al.,, 2013). A temperatura influencia a velocidade e uniformidade da germinacéo,
possuindo uma dindmica na entrada de agua nas sementes culminando na reativacdo
bioguimica da germinacdo (MARCOSFILHO et al., 2015; RAMOS et al. 2018; SILVA
etal. 2017).

Além da compreensdo dos requisitos germinativos, é imperativo investigar
caracteristicas morfologicas que relatam como essas espécies estdo adaptadas ao
ambiente dos Campos Rupestres e como podem auxiliar no estabelecimento de novas
populacdes. Caracteristicas xeromorficas sdo tipicas em plantas viventes de Campos
Rupestres (CORREDOR, 2016). Dessa forma, a caracteriza¢do anatdmica proporciona o
reconhecimento de atributos que as plantas apresentam e que auxiliam na sobrevivéncia
e perpetuacdo da espécie no local que ela se encontra, e 0 quéo plasticas elas podem ser
nesses ambientes (CAVALCANTI, 2017; BRADSHAW, 2006).

Este trabalho busca responder questBes sobre a biologia das sementes e, sobre
adaptacdes foliares das espécies D. glaziovii, B. pungens e L. tetragona, que sdo espécies
nativas e endémicas de Campos Rupestres que se encontram em perigo de extingdo e
estdo no Plano de Acao Territorial do Espinhaco Mineiro. Os objetivos foram verificar os
requisitos germinativos de temperatura, presenca de dorméncia fisiologica e caracterizar
aspectos anatémicos foliares das espécies. As hipdteses testadas foram: (i) Temperaturas
acima de 25°C favorecem a germinagdo de sementes de D. glaziovii, B. pungens e L.
tetragona (ii) A utilizacdo de é&cido giberélico e fluridone exdgenos contribuem
ativamente para a inducdo da germinacao das sementes de D. glaziovii, B. pungens e L.
tetragona (iii) A caracterizacdo anatdmica das folhas das espécies de D. glaziovii, B.

pungens e L. tetragona demonstram adaptabilidade a ambientes xéricos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Campos Rupestres

O Campo Rupestre é um rico mosaico que compreende areas de transi¢do entre
os biomas Cerrado, Caatinga e Mata atlantica (VASCONCELOS, 2014). Essa
fitofisionomia se distingue por diferentes fatores, como a vegetacdo, clima, tipos de
rochas, composi¢cdo do substrato e sedimentos (CARVALHO et al., 2012). Esses
ambientes podem ser encontrados secos ou encharcados, considerando a época de menor
e maior precipitacdo, € também um local marcado por ventos constantes, predominio de
dias quentes, alta irradiancia solar e as noites sdo marcadamente frias (ALVES et al.,
2014; CAMACHO, 2016; CONCEICAO, 2000; CONCEICAO e PIRANI, 2005, 2007).

S&o ecossistemas complexos caracterizados predominantemente por vegetagdo
gramindide, mas que também apresenta manchas de matas. Possuem uma rica flora com
mais de 5000 espécies de plantas vasculares com caracteristicas xeromorficas, somando
14% da diversidade brasileira, considerado um ambiente altamente endémico
(CARVALHO et al., 2011; MUCINA, 2018; RIBEIRO e WALTER, 2008; SILVEIRA
etal., 2015, 2016).

Porém, muitas de suas espécies estdo vulnerdveis as acdes antropicas como
urbanizacdo, mineracdo intensa, incéndios ndao controlados, invas@es bioldgicas, coleta
de plantas ornamentais e turismo ndo sustentavel, tornando a regeneragdo natural um
desafio para a manutencdo dos Campos Rupestres (CONCEICAO et al., 2015; FREIRE
et al.,, 2021; GIULIETTI e FORERO, 1990; MONTEIRO et al., 2020). Apesar de
apresentar uma grande diversidade ecoldgica, € um ambiente bastante negligenciado em
programas de conservacao e restauracdo, levando muitas espécies a extingao. Assim, 0s
Campos Rupestres podem ser configurados como hotspots de biodiversidade
representando grandes perdas bioldgicas, sociais e econémicas (CARVALHO et. al.,
2011; FERNANDES, et al., 2020; HE et al., 2023; LE STRADIC et al.,, 2018;
MARTINELLI, 2007).

2.2 Lythraceae, Velloziaceae e Melastomataceae: importantes familias botanicas dos
Campos Rupestres

Lythraceae J. St.-Hil. é uma familia que possui 31 géneros e aproximadamente
600 espécies que ocupam diferentes habitats (INGLIS e CAVALCANTI, 2018). Segundo
Salantino et al. (2000), o género Diplusodon Pohl € considerado o segundo maior género



desta familia, compreende 74 espécies arbustivas e subarbustivas, todas endémicas do
Brasil. As diversas espécies do género Diplusodon séo pirofitos, que toleram queimadas
e possuem adaptacdes xeromdrficas que permite sobreviver em ambientes com estresse
hidrico (CESARINO et al., 1999). As sementes desse género podem ficar viaveis por até
12 meses no banco de sementes no solo e, os individuos possuem rapido crescimento no
ambiente (CESARINO et al.,, 1999; SILVEIRA et al., 2011). Diplusodon glaziovii
Koehne é um subarbusto endémico ao municipio de Diamantina, Minas Gerais. E uma
espécie considerada rara devido a sua restrita distribuicdo geografica. (CNCFlora, 2023).

Outra familia que também domina a fitofisionomia de Campos Rupestres é a
Velloziaceae J. Agardh, sendo que a maioria de suas 200 espécies ocorrem no Brasil, a
mesma possui um papel importante na modificacdo do ambiente, promovendo eventos de
intemperismo influenciando na evolucédo geomorfoldgica pela colonizacao de rochas nuas
(NASCIMENTO et al., 2021). A familia Velloziaceae apresenta espécies herbaceas ou
arbustivas, com folhas em formatos de roseta e raizes aéreas (AYENSU, 1973;
SILVEIRA et al., 2016). O género Barbacenia Vand. € considerado o segundo maior
dentro da familia, com espécies localizadas em locais pedregosos (AYENSU, 1973).
Barbacenia. Pungens (N.L. Menezes & Semir) Mello-Silva é uma espécie que ocorrente
no estado de Minas Gerais, municipio de Diamantina, sendo considerada uma planta rara,
desenvolve-se em pequenas touceiras, sobre os inselbergs do Planalto de Diamantina
(CNCFlora, 2023).

A familia botanica Melastomataceae, A. Juss., também representativa dos
Campos Rupestres, apresenta géneros caracteristicos de formacgdes rochosas, alta
diversidade e interacdo com polinizadores (GOLDENBERG et al., 2012;
MICHELANGELI et al., 2020). Lavoisiera tetragona Mart. & Schrank ex DC. é uma
espécie que se caracteriza por ser um subarbusto procumbentes, de 20 cm a 30 cm de
altura encontrada em Campos Rupestres, em solos rochosos e arenosos. A espécie €
endémica do estado de Minas Gerais e esta criticamente ameacgada por a¢des antropicas
(CNCFlora, 2023).

As espécies D. glasiovii, B. pungens e L. tetragona sdo endémicas da Serra do
Espinhaco Meridional, citadas no Livro Vermelho da Flora do Brasil e listada como
criticamente ameacadas e raras (MARTINELLI et al., 2014; PARANHQOS, 2020). Além
disso, ndo se tem relatos na literatura sobre caracterizagdo das espécies em termos
morfolégicos ou de propagacdo. No entanto, compreendé-los é essencial para a

regeneracao e revegetacdo de seu habitat e manutengédo dessas espécies.



2.3 Germinacéo e dorméncia de sementes

Sabe-se que a principal forma de espécies vegetais conquistarem novas areas €
por meio das sementes, assim, a distribui¢cdo da germinagdo no espaco é essencial para a
propagacdo de plantas (NONOGAKI, 2018). As sementes produzidas sofrem varios
destinos apos serem destacadas da planta mde (WALCK et al., 2005). A morfologia do
fruto e da semente védo influenciar a distribuicdo espacial da germinagdo e o estado
fisiologico das sementes controlam a distribuicdo temporal de sua germinacao
(NONOGAKI, 2014).

A dorméncia € uma caracteristica de adaptabilidade encontrada nas
angiospermas que retarda a germinacdo mesmo em ambiente propicio (BARRETO et al.,
2016; NEE, XIANG e SOPPE, 2017; SOLTANI et al., 2022; ZHANG et al., 2019). A
perda da dorméncia é adquirida quando as condi¢Ges ambientais se tornam favoraveis
para que ocorra a germinacdo e possivel colonizacao e estabelecimento da plantula no
espaco (BASKIN e BASKIN, 2014; FAROOQ et al., 2021; MAHMOOD, 2016;
VIDIGAL etal., 2016; ZHANG et al., 2019). Entender o tempo de dispersdo das sementes
pela planta mée, a classificagdo de dorméncia dessas sementes e as condigdes ambientais
no habitat sdo requisitos para compreender o comportamento de sementes de espécies
nativas (GARCIA et al., 2020).

De um modo geral, cada espécie de planta produz apenas um tipo dorméncia nas
sementes (WANG et al., 2012). Baskin e Baskin (2004), dividem a dorméncia de semente
em cinco principais categorias: dorméncia morfoldgica, morfofisioldgica, fisioldgica,
fisica e uma combinada, fisioldgica + fisica. Dessa forma, diversos fatores externos e
internos véo influenciar os eventos fisioldgicos envolvidos na quebra ou manutencéo da
dorméncia das sementes (GONCALVES et al., 2020). Dentre eles, tem-se a temperatura,
como um importante sinal ambiental, envolvido nos processos fisioldgicos, apresentando
uma dindmica na entrada de agua nas sementes que vai culminar na reativacao bioquimica
que modela o processo germinativo, como a liberacdo de dorméncia (FERN"ANDEZ-
PASCUAL et al., 2013, 2015; MARCOS-FILHO et al., 2015; RAMOS et al. 2018;
SILVA et al. 2017). Na natureza, a germinacao das sementes € geralmente sincronizada
com as mudangas ambientais para a garantia concisa do estabelecimento das mudas na
estacdo mais favordvel (DONOHUE et al., 2010). A temperatura 6tima de germinagdo é

a que determina maior porcentagem de germinagdo em menor tempo (CLEGG e EASTIN,



1978; ROUSE e SHERROD, 1996).

Para os fatores internos, tém-se os fitormonios, que atuam em diferentes niveis
e graus de sensibilidade, que irdo atuar na quebra da dorméncia fisiologica (GRAEBER
et al., 2012; MIRANSARI e SMITH, 2014). Sendo que, em varias espécies, a inducao,
manutencdo e alivio da dorméncia das sementes se da pelo balanco entre o &cido abscisico
(ABA) e as giberelinas (GA) (BEWLEY et al., 1978). Assim, quanto maior a razdo
ABAJ/GA, menor sera taxa germinabilidade dessas sementes.

Outro importante fator a se considerar quando se fala em fitormonios é a
sensibilidade das sementes a esses. O uso de inibidores exdgenos dos hormonios vegetais
pode alterar a sintese destes durante o processo de embebicdo das sementes e sdo
essenciais em estudos para determinar se a dorméncia esta relacionada a sensibilidade aos
fitormonios. Dentre os inibidores, tém-se o paclobutrazol (PBZ), inibidor da biossintese
de giberelinas (DESTA e AMARE, 2021), e o fluridone (FLU) inibidor da biossintese de
ABA (WORARAD et al., 2017). Dessa forma os estudos que visam compreender as
mudancas quantitativas de fitormonios e da sensibilidade sdo importantes para entender
0 mecanismo da dorméncia em sementes de espécies nativas, como D. glaziovii, B.

pungens e L. tetragona.

2.4 Caracterizagdo anatbmica

Trabalhos que envolvem caracterizacdo anatbmica tém servido de base a varios
outros campos da Botanica como a fisiologia, a taxonomia e a botéanica aplicada, entre
outras areas (GAVILANES et al., 2016). Esses estudos podem ser Uteis para contribuir
com diferentes condi¢Bes ambientais a fim de produzir distintos fenétipos em plantas,
sendo tal resposta denominada plasticidade fenotipica (BRADSHAW, 2006). A
plasticidade fenotipica é a capacidade de mudanca que as plantas possuem para driblar as
diferentes pressdes exercidas pelo ambiente. Compreender e elucidar as descri¢des
morfoanatdmicas s&o essenciais na compreensdo dos processos fisiologicos que auxiliam
na sobrevivéncia da planta, e podem ser Gteis também no entendimento de relacdes
filogenéticas (YEUNG, 1998; STERN e CARLSWARD, 2009; LIU e ZHU, 2011).

A folha é um importante érgéo fotossintético das plantas, que reflete diretamente
a capacidade de aquisicdo de recursos, estratégias de utilizacdo e adaptabilidade ao
ambiente, composta por trés partes anatbmicas: epiderme, mesofilo e nervuras, que

formam a base de funcGes fisioldgicas e, mudangas na anatomia da folha afetam e



caracterizam muito o crescimento e o0 metabolismo da planta (YANG et al., 2023).

As folhas sdo oOrgdos seriamente afetadas por mudangas ambientais, que as
permitem formar varios tipos de aclimatacdo em resposta a diferentes estresses
ambientais (LI et al., 2013). Intervenc@es antropicas exercem restricbes fundamentais na
distribuicdo, forma e funcdo das plantas causando algumas modificagdes anatbmicas
observadas em folhas que vao impactar diretamente na fisiologia adaptativa dessas
plantas (PUGLIELLI et al., 2023).

Assim, entender as caracteristicas anatdmicas de espécies vegetais, pode inferir
mecanismos adaptativos que permitiram a sobrevivéncia das mesmas no ambiente e, que
modificacOes bidticas e abidticas no ambiente podem trazer riscos a sobrevivéncia da
espécie (LI et al., 2022).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As sementes de D. glasiovii (Fig. 1B), B. pungens (Fig. 1D) e L. tetragona (Fig.
1F) foram coletadas de 20 plantas matrizes nos municipios de Serro e Diamantina (Fig. 1
A, C, E), Minas Gerais. Elas foram acondicionadas em sacos de papel kraft contendo
silica e encaminhadas ao Laboratorio de Crescimento e Desenvolvimento de Plantas do
Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas
Gerais, onde foi realizado o beneficiamento manual das sementes. Para as coletas das
folhas, foi realizado uma padronizacdo entre os diferentes individuos amostrados, a fim
de coletar o material em boas condi¢des fitossanitarias. O material coletado foi
identificado, acondicionado em potes de vidro, fixado em &lcool etilico 70% e
encaminhado ao Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras, Minas Gerais.

Figura 1: Locais de ocorréncia (A,C, E) das espécies D. glaziovii (B), B. pungens (D) e L. tetragona (F).
Fonte: Equipe PAT Espinhago Mineiro.



3.2 Teste de germinacgéao

As sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a
1,5% e detergente por 15 minutos e lavadas com agua deionizada antes dos testes de

germinacao.

3.2.1 Experimento 1: Teste de germinacdo em diferentes temperaturas com de sementes
de D. glaziovii, B. pungens e L. tetragona.

As sementes foram dispostas em placas de Petri com dois discos de papel filtro
e umedecidos com equivalente a 2,5 vezes a massa seca dos papéis de solugdo aquosa de
nistatina a 0,5%. As placas foram transferidas para camaras de germinacdo com
fotoperiodo de 12 horas de luz com 40 micromols de fétons m2 s e temperaturas de 20,
25 e 30 °C constantes e, 35/15 °C alternadas.

As sementes germinadas foram contadas a cada 24 horas até a estabilizacdo da
germinacao (dois dias consecutivos sem observacdo de germinacao), sendo consideradas
germinadas quando as sementes possuiam radicula de no minimo 2 mm,. As variaveis
analisadas foram porcentagem de germinacdo, IVG (indice de velocidade de germinagéo),
segundo Maguire, (1962) e, 0 Tso (tempo de germinagéo) segundo Ranal e Santana, 2006.

Foram realizados experimentos independentes para cada espécie D. glaziovii, B.
pungens e L. tetragona. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e 4 repeticdes cada, totalizando 20 parcelas
experimentais de 25 sementes. As analises estatisticas foram feitas no programa
estatistico Rbio. Os dados foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade,

andlise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.2.2 Experimento 2: Influéncia dos hormdnios na germinacdo de D. glaziovii,
B. pungens e L. tetragona.

O éacido giberélico (GAz) e paclobutrazol (PBZ) foram diluidos inicialmente em
etanol PA, o acido abscisico (ABA) em hidroxido de potassio (KOH) e fluridone (FLU)
em acetona (VIEIRA et al., 2016)..Nos tratamentos foi utilizado50, 100, 150 e 200 uM
das solucdes,, aléem de &gua destilada como controle (0 uM).

A sementes de L. tetragona foram desinfestadas e transferidas para microtubos

embalados em papel aluminio contendo 2 mL das concentracfes de GAs e a solugéo
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controle. Os microtubos foram acondicionados em sacos pretos, transferidos para camara
de germinacdo a 20°C e mantidas no escuro por 24 horas. Posteriormente, as sementes
foram retiradas e submetidas a teste de germinacdo. A conducdo e 0S parametros
germinativos avaliados foram os mesmos do experimento anterior. Com temperatura de
20° C e fotoperiodo de 12 horas de luz com 40 micromols de fétons m2 s2.

As sementes de B. pungens e D. glaziovii foram desinfestadas e transferidas para
microtubos embalados em papel aluminio contendo 2 mL das concentracdes de ABA ou
dos inibidores PBZ e FLU e a solu¢éo controle. Os microtubos foram acondicionados em
sacos pretos, transferidos para cdmara de germinacdo na temperatura Otima de
germinacdo e mantidas no escuro por 24 horas. Posteriormente, as sementes foram
retiradas e submetidas a teste de germinacdo. A conducao e 0s parametros germinativos
avaliados foram os mesmos do experimento anterior. Com temperatura de 30° C B.
pungens e 25°C para D. glaziovii e fotoperido de 12 horas de luz com 40 micromols de
fotons m2 st

Foram realizados experimentos independentes para cada espécie e
inibidor/hormdnio. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, cada um com cinco tratamentos, com quatro concentragcbes do
hormdnio/inibidor mais dgua deionizada como controle e 5 repeti¢Ges, totalizando 25
parcelas experimentais de 25 sementes para L. tetragona e 15 sementes para B. pungens
e D. glaziovii. As anélises estatisticas foram feitas no programa software Rbio. Os dados
foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade, analise de variancia e teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 Caracterizacao anatémica foliar de D. glaziovii, B. pungens e L. tetragona.

Para a caracterizagdo anatdmica das folhas, foram realizados secgdes
transversais a mao livre da regido mediana da folha, com o auxilio de uma lamina de a¢o
e isopor, utilizando-se do material fixado em alcool 70%. Para a caracterizagio
paradérmica das folhas, foi realizada a técnica de dissociacdo do material em solucao de
hipoclorito de sodio (NaClO) em estufa a 60°C (FRANKLIN, 1945). Para a coloracéo dos
cortes transversais, foram utilizados Azul de Alcian 1% e Safranina 1% e, para 0s cortes
paradérmicos foi utilizado Safranina 1% para corar parede primaria, secundaria e cuticula
(FEDER e O’BRIEN et al., 1968). As laminas foram montadas em meio aquoso e as
observagdes e os registros fotograficos anatdbmicos foram realizados em microscépio

Optico com uma camera digital acoplada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Temperatura como moduladora de germinacéo de sementes de D. glasiovii, B.
pungens e L. tetragona

A germinagdo final de sementes de B. pungens néo foi significativa nas quatro
temperaturas testadas (Fig. 2A). Mas, para a velocidade de germinacdo houve diferenca
(Fig. 2B), onde a temperatura de 30°C favoreceu maior porcentagem de germinacdo em
um menor tempo. Assim, 0 tempo para as sementes atingirem 50% da germinacédo foi
menor nas temperaturas de 25 e 30°C (Fig. 2C).

Para as sementes de D. glaziovii a germinacdo final foi significativa nas
temperaturas testadas (Fig. 3A). A temperatura que maior favorece a velocidade de
germinagdo é 25°C (Fig. 3B). Dessa forma, o tempo de germinacgdo para as sementes
atingirem 50% de germinacao foi menor nas temperaturas de 20, 25 e 30°C (Fig. 3C).

Baskin e Baskin (1998) pontuam que os principais fatores que afetam a
germinacdo sdo a luz e temperatura. A temperatura € um requisito importante para as
sementes, influenciando nos processos de germinagdo, uma vez que a mesma esta
relacionada com a permeabilidade da membrana melhorando atividades das enzimas e
aumentando o metabolismo respiratorio e consequentemente a taxa de germinacgédo
(BEWLEY etal., 2012).

Mediante a exposicdo a quatro diferentes temperaturas das sementes estudadas
nesse trabalho, pdde-se compreender as temperaturas 6timas para as espécies no ambiente
natural, podendo inferir uma melhor fenologia da dispersdo das sementes pela planta-mae
como forma de assegurar a sobrevivéncia da espécie. A temperatura étima de germinacgéo
observada nas sementes de B. pungens é 30°C, como também relatou Zem et al. (2016),
ao estudar uma espécie do mesmo género. Mas, essa temperatura foi diferente do que
maioria dos trabalhos encontrados na literatura relatam, onde diversas espécies da familia
Velloziaceae, tem o 6timo de temperatura a 25°C com presenca de luz (GARCIA e
DINIZ, 2003; GARCIA et al., 2007; MOTA e GARCIA, 2013; VIEIRA et al., 2018). A
especie D. glaziovii apresentou seu Otimo de germinacdo na temperatura de 25°C,
corroborando com o estudo apresentado por Cesarino et al. (1999), onde uma espécie do
mesmo género teve a temperatura 6tima no espectro de 20 — 35°C.

A espécie L. tetragona (Fig. 3) presentou baixa germinacao sob as temperaturas
tratadas. Testes anteriores de germinagdo foram realizados pela Equipe do PAT
Espinhaco Mineiro, onde evidenciaram o mesmo problema de germinagédo das sementes.

Assim, as sementes na temperatura de 25°C constante foram submetidas ao teste de
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tetrazOlio a 1%, constatando-se que apenas 12% das sementes se encontravam Viaveis
(FERNANDES, 2022, informaces pessoais).

Nesse sentido, o resultado vai ao encontro do que foi relatado por Ulloa et al.
(2022), ao estudar a ecofisiologia da germinacéo de espécies da familia Melastomataceae,
onde a viabilidade das sementes € altamente varidvel, com algumas espécies produzindo

grandes quantidades de sementes sem embrido e outras consideradas inviaveis.
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Figura 3: Germinagdo acumulada da espécie L. tetragona sob vériaveis temperaturas.

Segundo Garcia et al. (2020), grande parte das espécies endémicas de Campos
Rupestres apresentam sementes pequenas que germinam em uma ampla gama de
temperatura e necessitam de luz para desencadear uma resposta na germinacdo. Os
autores também pontuam que esses diferentes taxons podem dispersar suas sementes no
ambiente e formar bancos de sementes no solo por um longo prazo até um momento
propicio para que ocorra a germinacdo. Dessa forma, para confirmar essas consideracfes
em relacdo as trés espécies endémicas B. pungens, D. glaziovii e L. tetragona, é preciso
maiores estudos da fisiologia dessas sementes, a fim de elucidar como a temperatura e a

luz modulam e desencadeiam respostas fisioldgicas.

4.2 Influéncia dos hormonios na germinacéo de D. glaziovii, B. pungens e L. tetragona

A germinagéo final de B. pungens, a atuacdo do ABA ndo foi significativo (Tab.
1). Mas houve retardo na velocidade e tempo em que as sementes atingem 50% de
germinacdo sob as concentracdes testadas (Tab. 1). A atuacdo do PBZ nas diferentes
concentragdes foi significante, diminuindo a porcentagem de germinacdo, retardando a
velocidade de germinacdo e o tempo em que as sementes atingem 50% de germinagéo

(Tab. 1). Para o FLU, em nenhuma das concentrac@es foi significativo para a porcentagem
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final de germinacdo, velocidade de germinacgdo e, para 0 tempo em que as sementes
atingem 50% germinadas (Tab. 1).

Para as sementes de D. glaziovii, 0 ABA néo foi significativo para a porcentagem
final de germinacdo, velocidade de germinacdo e, para 0 tempo em que as sementes
atingem 50% germinadas (Tab. 1). O PBZ néo foi significativo na porcentagem final de
germinacdo, mas, houve retardo na velocidade de sementes germinadas e para o tempo
em que as sementes atingem 50% de germinagdo (Tab. 1). Para o FLU, apenas a
porcentagem final de germinacdo e a velocidade de germinacdo foram significativas em
uma das concentracdes (Tab. 1).

As concentracgdes de PBZ usadas reduziram de forma significativa a germinacéo,
pois 0 mesmo inibe a atuacdo da Giberelina (HUARTE e BENECH-ARNOLD, 2010; HU
etal. 2012), impedindo a biossintese de GAs (FLETCHER et al., 2000; RADEMACHER,
2000). O mesmo ocorreu para a espécie B. pungens diminuindo o tempo e o nimero de
sementes germinadas. Os efeitos inibitérios do ABA na germinagdo podem ser
bloqueados pela aplicacéo de Fluridone (GOGGIN et al., 2009). Os resultados mostraram
aumento da germinacdo de B. pungens com aplicacéo do FLU.

Como as sementes de D. glaziovii foram expostas a 12h de luz diariamente
embebidas em ABA, pode-se inferir que por meio da luz houve sintese de GA
corroborando com estudos que vem mostrando a sintese de novo de GA em resposta a luz
(YAMAGUCHI et al., 1998), bem como aumentar a sensibilidade aos GAs (HILHORST
et al., 1986), além de niveis decrescentes ou insensibilidade ao ABA, que podem
promover a germinacao.

Os efeitos inibitérios do ABA na germinacdo podem ser bloqueados pela
aplicacdo de Fluridone (GOGGIN et al., 2009). Os resultados mostraram aumento da
germinacdo de B. pungens com aplicacdo do FLU. Entre os diferentes tratamentos de
FLU, apenas a concentragdo de 150uM foi significativa diminuindo o indice de
velocidade de germinacdo, a porcentagem de germinacao e o T50.
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Tabela 1: Porcentagem de germinagao (G%), indice de velocidade de germinagao (IVG) e T50 das espécies
B. pungens e D. glaziovii sob diferentes concentragdes de acido abscisico (ABA), paclobutrazol (PBZ) e

fluridone (FLU).
Hormonio/inibidor
0 50 100 150 200
ABA (UM)
B. pungens
G (%) 73,33+4,05ns 66,66 9,77 ns 60 £ 3,33 ns 60 £ 2,86 ns 66,66 * 2,62
IVG 1,36 +0,02a 0,90+ 0,01 ab 0,96+0,01b 092+0,02b 1,03 in(S),OZ ab
T50 6,70£0,36 b 9,68+ 0,68 a 8,01+0,50b 82+058ab 8,27+0,76ab
D. glaziovii
G (%) 65,33 = 6,10 ns 64+3339ns 6533+5485ns 62,66+ 3,81 72+7,87ns
IVG 1,18+0,07ns  1,03+0,10 ns 1,29+0,14ns 1,05 in(S),07 ns 158+0,21ns
T50 8,36+0,29ns  8,12+0,42ns 843+084ns 886+061lns 821+0,254
PBZ (uM) =
B. pungens
G (%) 73,33+4,05ab 73,33+2,38 abc 80+3,10a 53,33+4,77¢c 66,66 £5,48
IVG 1,36 +0,02a 1,30+0,02a 1,39+0,02a 094+001b 1,07 ibCO,OZ a
T50 6,70£0,36 b 5,96 + 0,30 ab 5,49 £ 0,19 ab 590+031a 6,06£057b
D. glaziovii
G (%) 5,33+6,100ns 62,66 +3,33ns  6533+7,39ns 64 £ 7,39 ns 64 £ 4,53 ns
IVG 1,18+ 0,07 a 0,85+0,08 b 0,74+0,16 b 085+0,11b 0,94+0,13b
T50 8,36+0,29¢c 11,36+ 0,56 ab 12+0,62 ab 13,82+0,35a 10,71 +0,47
FLU (uM) =
B. pungens
G (%) 73,33 £ 4,05 ns 80 £ 3,57 ns 80+ 3,10 ns 80 + 6,91 ns 73,33 £ 4,05
IVG 1,36+0,02ns  1,87+0,03ns 1,90+0,04ns 182+0,03ns 1,77 in(S),OB ns
T50 6,70£0,36ns  7,50+0,17 ns 8,2+0,28 ns 9,37+0,27ns 7,28+0,27 ns
D. glaziovii
G% 65,33+6,10a 69,33+381la 58,66 + 8,10 a 36+5,72h 70,66 + 4,53 a
IVG 1,18 £ 0,07 a 1,29+0,07a 1,25+0,22a 0,64+0,15h 1,15+0,08a
T50 8,36+£0,29ns  7,96+0,19 ns 789+028ns 9,00+062ns 8,57+0,24ns

Pela baixa germinacdo nas sementes da espécie L. tetragona no primeiro

experimento, a mesma foi tratada com o horménio GA, havendo um pequeno aumento de

sementes germinadas. No primeiro experimento envolvendo apenas temperatura, 0,58%
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das sementes germinaram. Com o tratamento de GA na temperatura de 20°C, a
quantidade de germinacgéo foi de 6% sementes.

A espécie L. tetragona na atuacdo do horménio GA, comprova que a aplicacao
desse hormonio pode induzir e acelerar o processo de germinacdo de sementes
(GOLDENBERG et al., 2022) e, também, pode-se inferir que a espécie produz grande
quantidade de sementes invidveis e sem embrido (SEO et al., 2006). Dayrell et al. (2017),
relata que grande parte das sementes produzidas por espécies ocorrentes em Campos
Rupestres sdo sementes sem embrido e/ou inviaveis e, que essas espécies possuem um
investimento marcadamente baixo na regeneracdo a partir de sementes, sendo necessario
estratégias especificas para conservacdo in situ e ex situ para evitar a perda de

biodiversidade.

4.3 Caracteristicas anatdmicas foliares de D. glaziovii, B. pungense L. tetragona.

D. glaziovii

Foi observada a presenca de células epidérmicas de formato tabular revestidas
com uma cuticula razoavelmente espessa, em ambas as superficies foliares. Ao longo da
lamina foi observado uma camada subepidérmica, em alguns pontos, em ambas as faces
da folha. Esse padrdo indica a formacdo de epiderme multisseriada, que podera ser
confirmada por um estudo ontogenético. O mesofilo é dorsiventral, constituido por uma
camada de parénquima palicadico com a presenca de goticulas de lipideos e 5-6 camadas
de parénquima esponjoso (Figura 4A,B). As células de parénquima fotossintetizante
apresentaram arranjo compacto, com poucos espacos intercelulares. Pequenos feixes
vasculares colaterais, sdo envolvidos por uma camada de bainha parenquimatica.

Na nervura principal ha um feixe vascular do tipo colateral entremeado por fibras
e células de parénquima fundamental, voltadas para a porcéo abaxial.

As folhas séo anfiestométicas com estdmatos anomociticos, sendo encontrados
em maior quantidade na face abaxial. No entanto, Cavalcanti (2022) relata que o padréo
dos estdbmatos de Diplusodon é muito variavel, sendo possivel observar estbmatos
paraciticos, anisociticos, tetraciticos e anomociticos em uma unica folha. As células
epidérmicas sdo achatadas periclinalmente com contorno ondulado e parede espessa,

aleatoriamente orientadas e de tamanhos similares entre as duas faces das folhas (Figura
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5A,B). Tricomas ndo foram observados, conforme relatado por Cavalcanti (2004).
Caracteristicas semelhantes também foram observadas por Mundo e Duarte, (2007), em
Lafoensia pacari (Lythraceae).

Figura 4: Secces transversais da nervura e do mesofilo da folha de Diplusodon glaziovii. CrEs: Cripta
Estomatica; Cut: Cuticula; Gl: Goticulas de lipideos; FV = Feixe vascular; EpAd = Epiderme da face
adaxial; EpAb = Epiderme da face abaxial; PP = Parénquima pali¢adico; PE = Parénquima esponjoso; Es
= Estdbmato. Barras: A= 100 pm e B = 200 pm.

A B

Fonte: Do autor (2023).



20

Figura 5: Sec¢des paradémicas da folha de Diplusodon glaziovii. Es = Estdmato; CEp = Células
Epidérmicas. A= Epiderme Adaxial e B= Epiderme Abaxial. Barras: A e B =400 um..

Fonte: Do autor (2023).

B. pungens

Em B. pungens, as folhas apresentam epiderme uniestratificada, formada por
células pequenas de formato arredondado, revestidas com cuticula espessa em ambas as
faces (Figura 6C). Ha& presenca de uma camada de células subepidérmicas em ambas as
faces, também relata por Ayensu (1968) em Barbaceniopsis boliviens. Porém, Mello-
Silva e Menezes (1999), afirmaram se tratar de uma hipoderme, no caso de Barbacenia
lymansmit. Unisseridos e multisseriados tricomas sdo observados em ambas as faces das
folhas. Sulcos estdo presentes nas faces adaxial e abaxial das folhas, onde localizam os
estomatos.

O mesofilo é dorsiventral com uma diferenciacdo menos acentuada do parénquima
palicadico que tende a se tornar homogéneo. Extensas vigas de fibras esclerénquimaticas
nas regides adaxial e abaxial, que permitem uma rigidez nos feixes vasculares e também
para a manutencao da estabilidade do tecido (OLIVEIRA, 2022) (Figura 6A, B). Estas
fibras estendem-se adaxialmente até o parénquima esponjoso e abaxialmente até a
epiderme (Figura 6,C). Caracteristicas semelhantes que também foram observadas com
espécies diferentes do género Barbacenia por Mello-Silva, (2004).
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Figura 6: - Secg¢des transversais da nervura e do mesofilo da folha de Barbacenia pungens. CrEs: Cripta
Estomaética; Es= Estdmato; Fb= Fibras esclerenquimaticas; FV = Feixe vascular; EpAd = Epiderme adaxial;
EpAb = Epiderme abaxial; PP = Parénquima pali¢adico; PE = Parénquima esponjoso; Estdmato; Tr=
Tricoma. Barras: A= 100 pum; B =200 pm e C= 400 pm.

Fonte: Do autor (2023).

Foram observadas celulas epidérmicas com formato retangular, estdmatos do tipo
paracitico localizados nas duas faces da folha, com maior frequéncia na face abaxial.

Sendo caracterizada como uma folha anfiestomatica (Figura 7A,B,C). No entanto,
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segundo Amaral e Mello-Silva (2008), a classificacdo dos estdbmatos em Velloziaceae
deve ser questionada.

Figura 7: Seccbes paradémicas da folha de Barbacenia pungens. Es = Estdmato; CEp = Células
Epidérmicas; Tr= Tricoma. Barras: A; B e C =400 um.

Fonte: Do autor (2023).

L. tetragona

As folhas possuem espessa revestindo uma epiderme unisseriada, de células
tabulares. O mesofilo é isobilateral e se destaca com células isodiamétricas. Na nervura
principal, hd um feixe do tipo colateral apresentando formato circular, sendo circundados

por uma bainha parenquimatica. No lado abaxial da nervura, além de células
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parenquimaticas, ocorrem algumas células com parede espessa lignificada (Figura 8A, B,
C). A epiderme, em vista frontal, possui células comuns de paredes retas e levemente
sinuosas, de tamanhos semelhantes nas duas faces (Figura 12). A folha é anfiestomatica,
com estdmatos anomociticos com um elevado nimero na face abaxial, quando comparado
com a face adaxial (Figura 9). Caracteristicas semelhantes também foram observadas por
SILVA & OLIVEIRA (2014) na Lavoisiera mucorifera.

Figura 8: - Secc@es transversais da nervura e do mesofilo da folha de Lavoisiera tetragona. CrEs: Cripta
Estomatica; Gl: Goticulas de lipideos; Fb= Fibras esclerenquimaticas; FV = Feixe vascular; EpAd =
Epiderme adaxial; EpAb = Epiderme abaxial; PP = Parénquima pali¢adico; PE = Parénquima esponjoso;
Es = Estdmato; Barras: A= 40 um; B = 100 pum e C= 200 pm.

A B

Fonte: Do autor (2023).
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Figura 9: Sec¢éo paradémica da folha de Lavoisiera tetragona. Es = Estdmato; Cep= Células Epidérmica.
Barras: A =400 pm.

Fonte: Do autor (2023).
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5. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se sobre as sementes e folhas das espécies de Campos Rupestres aqui estudadas:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

A temperatura 6tima de germinacao de D. glaziovii é de 25°C.
A temperatura 6tima de germinagéo de B. pungens é de 30°C.

D. glaziovii ndo possuem sensibilidade ao ABA na concentracdo
testada, mas é sensivel a aplicacdo de PBZ, reduzindo a germinacéo, o
que pode ser um indicio de sintese de novo de GA,

B. pungens possui sensibilidade ao ABA exdgeno na concentragdo
testada e é sensivel a aplicacdo de PBZ, reduzindo a germinacao;
Sementes de L. tetragona dos lotes testado podem ser dispersas de forma
invidveis e/ou sem embrido;

As caracterizacBGes anatdmicas das diferentes espécies estdo de acordo
com as descricdes ja relatadas para outras espécies dos diferentes
géneros, no que contribui ao conhecimento anatdémico e morfologico

foliar para essas diferentes espécies.
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