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~INTRODUCAO -~

A germinag¢ao de uma semente, um esporo ou sistema se’
melhante caracteriza—-se pelo inicio do crescimento em que
o periodo de laténcia de estruturas quiescentes ou dormen-
tes é substituido por um periodo ativo. Nos Ultimos anos,
uma vasta literatura sobre a germina¢ao de sementes de an-—
giospermas, wutilizando-se métodos biogquimicos e biologia
molecular,.vem se acumulando.

As pteridbfitas representam um grupo que produz
esporos potencialmente uUteis para andlises fisioldgicas e
bioquimicas da ‘germina¢ao. Esporos podem germinar direta-
mente em contato com a agua ou solu¢do simples de sais mi-
nerais, no escuro completo ou em resposta a um determinado
tratamento luminoso ou hormoénio de crescimento. Todas as
substancias organicas necessdrias para a .germinag¢ao provgm
do metabolismo das reservas estocadas no prOprio esporo.

A primeira mudan¢a morfoldgica de um esporo em ger-
minac¢ao Elresultado de uma divisao celular assimétrica ,oi
ginando o aparecimento de uma estrutura papilada que a se-
guir, se diferencia em rizoide. A etapa seguinte é o apare
cimento da célula protalial, em angulo com o rizoide. A cé

lula protalial pode funcionar diretamente como a célula

protonemal, ou esta pode ser originada de outra divisao ce’



lular. 0 padrdao de diferencia¢do dos esporos ¢é simples,mas
bem definido. Atua como um.sistema experimental convenien-
te para estudos de desenvolvimento celular, evitando a com
plexidade de sistemas mui ticelulares como as sementes. O0s
esporos de diversas espécies de pteridofitas respondem a
determinados comprimentos de onda ou hormonios de cresci-
mento. Assim sendo, eles poderiam servir . como modelo para
a interpretacao de mecanismos de germina¢ao de sementes (Rﬁ
GHAVAN, 1980).

A maioria das pteridofitas possui esporos que apre-
sentam dorméncia que pode ser sobrepujada pela luz. MILLER
(1968) mostrou que entre 88 espécies estudadas, apenas 7
possuiam esporos.que germinavam em numero consideravel, na
escuridao completa, quando recebiam wumidade, oxigénio e
temperaturas favoraveis.

0 envolvimento do fitocromo no controle da germina-
¢cao de esporos de pteridofitas ¢é complexo e tem sido estu-
dado por diversos pesquisadores.

De acordo com SUGAI e FURUYA (1967, 1968) pelo me-
nos trés fotorreac¢oes, duas das quais sao controladas pelo
fitocromo, estao envolvidas na germinacao de esporos de
Pteris vittata. A primeira fotorreagao mediada pelo fito-

-

cromo é a promo¢ao da germinag¢do que ocorre em resposta a

luz vermelha de baixa energia (400 erg ._2dﬁ seg du-

rante b5 segundos) e que é revertida pelo vermelho extremo

(7,5 Kerg.cm ~.seg durante 16 segundos). A outra rea¢ao
mediada pelo fitocromo & a reversao da inibi¢do causada p~
la luz azul, apOs tratamento com luz vermelha e a manuten-

¢ao dessa inibig¢ao, pelo vermelho-extremo. A germinag¢ao 1iji

duzida pela luz vermelha pode também ser inibida pela luz



azul com picos a 380 e 440 nm, para algumas espécies. Isto
seria evidincia de que existem fotorreac¢oes onde um pigmeji

to que absorve luz azul participa (SUGAI et al. > 1977). Es
se pigmento é-chamado_de PB-NUV_(Blue and near-UV - light-
absorbing pigment: pigmento que absorve préximo ao UV e
luz azul) e FURUYA (1983) propoe um modelo para explicar a
intera¢ao desse pigmento e do fitocromo. Um fator desconhj;
eido X estaria em sua forma inativa no escuro ou apOs emﬁl
si¢do a luz azul ou vermelho extremo e passaria a forma
ativa na presenc¢a.de Fye (fitocromo Vermelho extremo) in-
duzindo a germinac¢ao.

Tratamentos luminosos nao tém efeito em esporos dof
mentes secos (nao embebi&os), mas a fotossensibilidade dos
esporos se desenvolve durante um periodo de embebicao, sob
condi¢oes aer(Obicas. Esse periodo ¢ chamado de periodo de
pré—indu¢ao (TOWILL & IKUMA, 1975a). A durag¢ao da embebi-
¢ao que causa a maxima germina¢ao fotoinduzida varia de es;
‘pécie para espécie, como mostra FURUYA (1983). Esse autor
mostra para 7 diferentes espécies, periodos de pré—-inducao
que variaram de 3 horas a 4 dias. A aplica¢ao de ciclohexi:
mi da 0,1 mM durante a pré-indu¢do, inibiu a germinacao de
esporos de Onoclea sensibilis, indicando- o “possivel envol-
vimento da sintese de proteinas na germina¢ao dessa espé-
cie (TOWILL e IKUMA, 1975b). A fase posterior & pré-indu—
¢ao, onde a luz induz a maxima germina¢ao ¢ chamada de fa-
se de fotoindu¢ao. 0 periodo subsequente de escuro, onde os
processos de fotoinducg¢ao levam a divisao celular, e even-
tualmente a protrusdao visivel das células rizoidal e pnﬁj{

“nemal é a fase de pds—-indugao (TOWILL e TKUMA, 1975a). A

temperatura influencia as fases de pré-indu¢ao e pos—indu-



cao. CHEN e IKUMA (1979) verificaram que temperaturas de
40° C reduzem o desenvolvimehto da fotossensibilidade de e’
poros de Onoclea sensibilis a niveis minimos, irreversivel-
mente, A fase de p@sfindugéo também ¢ sensivel a essa tem-
peratura, havendo inibi¢ao reversivel da germinacao de es-
poros fotoinduzidos que receberam tratamento de 40° C logo
ap6s o tratamento luminosos indutor.

TOMIZAWA et al. (1983). estimaram espectrofotometri-
camente as porcentagens de. Fvei apOs irradiagdes com luz
vermelha a 660 nm e encontraram uma correlag¢ao positiva eji
tre os niveis de porcentagem de Fve e a germinag¢ao de-espo
ros de Lygoaium j aponiaum. Observaram também que esporos
dessa espécie apresentaram 16 a 34% de Fve apOs irradiacgao
com luz azul, mas a germina¢ao foi totalmente inibida.Isto
sugere que o sistema que absorve luz azul poderia atuar el’
minando um passo especifico do processo de germina¢ao, po-
rém nao afetando diretamente a fotoconversao do fitocromo.
FURUYA ( 1 985) sugere que em uma amostra de esporos, o f i _tja
cromo sofre as fototransforma¢oes sincronica e gradualmen-
te, mashque a necessidade de determinado nivel de Fve para
a germinacao, poderia ser diferente para cada esporo.

Quanto as éubsténcias de reservas presentes em espf
ros foi verificado que esporos de Anemia phyllitidis con-
tém 56% de lipidios e destes 86% sdao triglicerideos (GEMM
RICH,.1977). DEMAGGIO e. GREENE (1 980) observaram que espf
ros de Onodélea sensibilis apresentam cerca de 27% de lipi-
dios e que a diminui¢ao dos lipidios durante a germina¢ao
esta associada a um aumento da atividade de enzimas do ci-
clo do glioxilato, tais como isocitrato-liase e mal a to-s iji

tase. A enzima lipase também ¢é bastante ativa apos trata-



mento com luz vermelha, como observéu GEMMRICH (1982) para espc)
ros de Anem—ia phylUtidis.

Experimentos com autoradiografia, onde foram utilizadas tj[
midina 0, ﬁrgidina He %eucina ngstraram que ocorre sTntese de
DNA nuclear e ci topl asmati co, em esporos de Pteris vittata, poucas ho
“ras apos o tratamento luminoso. Foram observadas também: a hidrélise
de ﬂ?ﬁ)teiilas granulares, a incorpogégéo de uridinag}l nos nucleo-

los, indicando sTntese de RNA e incorporag¢ao de %eucina H em novas

proteTnas (RAGHAVAN, 1977a).

Mudan¢as na composi¢ao bioquTmica de esporos em germina¢ao
tem sido estudadas por diversos autores nos ultimos anos. Em esporos
de Adiantvm cccp—LHus veneris L. MINAMIKANA et aZ. (1984) observaram
que grande parte das reservas sao lipTdios, cujo conteiddo diminui
durante a germinagao. Agucares soluveis ou insoliveis também sao im
pOJTtallte:s fontes de carbono e Venergia durante a embebi¢ao e germi’

na¢ao. Esses autores detectaram também duas proteTnas de reserva que

desaparecem durante a germinacao.

Estudos Realizados no Brasil, sobre a Germinag¢ao

de Esporos de Pteridofitas

No Brasil, os estudos sobre a germinagao de esporos
de pteridofitas sao recentes e ha poucos trabalhos publica
dos. Dentre estes, trés foram publicados em periddicos e
os demais em anais e resumos de congressos. Ha duas teses
de mestrado sébre a-germinagéo de esporos de pteridofitas
e uma sobre desenvolvimento de gametofitos em que sao apmi
sentados também alguns dados sobre germinag¢ao.

MARCONDES-FERREIRA e FELIPPE (1984) verificaram o

efeito da luz e da temperatura na germinac¢ao de esporos de



Cyathea delgadii, Esses autores observaram que esporos re-
cém coletados germinam a 15, 20, 25 e 30° C, mas somente a
20, 25 e 30° C apos 7 meses de armazenamento a 4° C. Determ”
naram que o periodo.de pré—indu¢ao era de cerca de 48 ho-
ras e o de indu¢ao compreendido entre 1 e 3 horas.

Estudos sobre a germina¢ao e morfologia de esporos
de 7Prichipteris corcovadensis foram realizados por ESTEVES
et al. (1 985). 0s autores observaram que oS esporosvséo £3jD
toblasticos positivos e que a temperatura Otimé de germinai _
cao é a de 25° C. As mais altas porcentagens de germinag¢ao
ocorreram em intensidades luminosas de 220 a 320 ;jW.cm e
a germinac¢ao ocorreu somente com fotoperiodos de 8 horas ou
acima: 0s esporos apresentaram porcentagens constantes de
germinacao até 135 dias de armazenamento a 4° C e apOs esse
perTodo, a germinacao foi réduzida.

A fotossensibilidqde de esporoé de pteridofitas dos
cerrados foi estudada por ESTEVES e FELIPPE (1985a).0s au-
tores verificaram que de 9 espécies estudadas, quais sejam:
Anemia flexuosa, Anemia vaddiana, Adianthum serratodenta—
tum, Dory opteris concolor,— Polypodium hirsutis simum, Poly-—
podium latipes, Polypodjumv squamulosum, Polypodium plgopelr
tifolium e Polypodium polypodidides; somente as duas ulti-
mas apresentaram baixa'germinagéo no escuro e alta na luz.
As outras, germinam somente sob luz continua.

Ha varias citagdes em anais e resumos. —

Efeito de temperatura na germina¢ao de esporos de
Cyathea delgadii foi verificado e constatou—-se que a me-
lhor temperatura constante para a germinag¢ao é a de 25° C e
os pares alternantes 25-10° C, 25-20° C e 25-30° C.0s esporos

sO0 germinaram em luz continua. Periodos curtos de luz bra'i
N



ca, quando os esporos eram mantidos a 25° C no escuro, pro-
moveram a germinag¢ao (MARCONDES-FERREIRA & FELIPPE, 1982a,
b).

ESTEVES e FELIPPE (1 982, 1983 a,b) analisaram o efe?
to de temperaturas sob luz continua e escuro, bem como re-
gqladores de crescimento na germina¢ao de esporos de Tri-
chipteris covcovadensis’. A germina¢ao maxima ocorreu a
25° C e nenhum dos reguladores de crescimento testados pro-
moveu a germinac¢ao. Tratamentos luminosos com luz vermelha,
luz azul, 1luz verde e vermelho extremo induziram a mesma
taxa de germinac¢ao.

ESTEVES e FELIPPE ( 1984”7, 1985 a,b) verificaram que
esporos de Polypodium latipes sao fotoblasti cos positivos
a 25° C ‘e que a maxima germinagao sob luz constante ocorre
apOs 6 dias de embebigdo. Testaram também os efeitos do
pH do meio, do aluminio e das temperaturas constantes ou
alternadas (em trés condi¢des de alternancia). Verificaram
que a germina¢ao nao ocorre com os pares de temperaturas
25-40° C e 25-45° C. Temperatura de 25°C reverte o efeito
inibitério de 35° C, nas trés condig¢des de alternancia uti-
lizadas.

FELIPPE et al. ( 1 985) verificaram o efeito da luz
na germinac¢dao de esporos de Cyathea delgadij e de TPriohipte-—
ris covcovadensis. Ambas sao f o tob 1 (Ets ti cas positivas a
25° C.

RANAL (1 9.85, 1986) estudou o e.feito de temperaturas
e intensidades luminosas na germinacao de 8 espécies de
pteridofitas coletadas em mata seca semi decidua. As espé-
cies estudadas foram Adiantopsis vadiata, Polypodium hiv-—

sut—issvrurrij Polypodium latipes, Polypodium Ili.ndbergi.is Po /'_

-



podium ple opel tjf; lium |, Polypodjum poljpodjojdeg , Polypo—
dium squamulosum e Pteris dentieulata. Verificou que para
todas as espécies a melhor germinag¢ao ocorreu entre 21,7° C
e 25,2° C e que houve uma diminui¢ao gradativa na germina-
cao de esporos em intensidades luminosas mais baixas.

RANDI e FELIPPE (1985, 1986) observaram que trata-
mentos de luz vermelha de 1 minuto de dura¢ao, fornecidos
ap6s 48 horas de embebi¢ao no escuro, promovem a germina-
¢cao de Cyathea delgadii. Verificaram que a melhor tempera-
turé para a pféfindugéo de esporos fotoi nduzi dos , com 1 mj
nuto de luz vermelha é a de 25° C. As temperaturas de 35, 40
e 45° C durante a pré-indu¢ao inibem totalmente a germina-
cao

RANDI et ail. ( 1 986) verificaram que o efeito de trji
tamentos diarios de 1 minuto de luz vermelha, na germina-
¢ao de esporos de Cyathea delgadii ¢ aditivo. Exposigao de
5 minutos de vermelho extremo apds o tratameﬂto de 1 minu-
to de luz vermelha reverte seu efeito. A germina¢ao mais
alta ocorreu para esporos que receberam 4 horas de luz
branca apdés o periodo de pré—-inducao.

ESTEVES ( 1 987) verificou o efeito da luz na germinj*
cao de esporos de tres espécies de pterid@fitas do cerrado,
do ginero Polypodium, constatando que as fres apresentam
esporos fotob 1" as ti cos positivos. 0 estudo de luz e tempera
tura na germina¢ao d’ e Polypodium latipes foi realizado por
ESTEVES e FELIPPE ( 1987). Foi verificado que nao houve ger
mina¢ao sob condi¢oes de escuro em nenhum regime de tempe-
ratura testado. A germinagao soO0 ocorreu entre as temperatjj
ras constantes a 10, 15, 20, 25 e 30° C. Nao ocorreu germi-

na¢dao nos pares alternantes 25-40° C e 25-45° C.



MARCONDES — FERREI RA‘( 1983) em sua tese de meﬁia@lvé’
rificou o efeito de luz e temperatura na germinacao de es-
porbs de Cyathea delgadii. 0 autor concluiu que as melho-
res temperaturas para a germinag¢ao em luz foram as de 20 e
26° C e os pares alternantes 15-25° C, 20-25° C e 30-25° C. A
germina¢ao nao foi afetada pelo fotoperTodo e parece ser
menor em altas intensidades luminosas. Observou que ocor-
reu reversao do efeito de luz vermelha pelo vermelho extef
no e que a germina¢ao também se deu sob luz azul. Verifi-
cou que ja- ocorre consumo de oxigénio pelos esporos, no 19
dia de embebig¢do e que os lipidios livres correspondem a
43,7% do peso dos esporos.

ESTEVES (1984 )em sua tese de mestrado estudou a
morfologia e a germina¢ao de esporos de 7Prichipteris coroo._
vadensis. Estudou o efeito de acido indolil -3- acético ,
acido giberélico, 6-benziladenina e dcido 2-eti 1 fosfoni co em
-concentrag¢oes de 0 a 100 jjgmfle concluiu que essas subjs
tancias inibem a germinacao dessa espécie que possuili espo-
ros fotoblasti cos positivos. A melhor temperatura para a
germina¢ao é a de 25° C. A germina¢ao ocorreu sob luzes vef
melha, azul, verde e sob vermelho extremo. Mais de 50% do
peso dos esporos ¢é resultante de lipTdio§ e o conteudo de
proteinas soldveis encontrado foi por volta de 10 ug.ml
de esporos.

Na tese de mestrado de RANAL (1 983) que estudou o de
senvolvi mento de gametofitos, ha alguns dados sobre a ger-
mina¢ao de algumas espécies de mata latifoliada subtropi-
cal semidecidua. As espécies estudadas foram Polypodium hir-—
sutissimum, P. pleopeltifolium, P. polypodioides , P. squa-—

mulosum, P. latipes , Adiantopsis radiata., Pteris denticula
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ta e Polypodium lindbevgii. As 1iiélhores temperaturas para
a germina¢ao dessas espécies foram as compreendidas entre
21,7° C e 25,2° C. Em intensidades luminosas abaixo de 2.300

lux a porcentagem de germinacao diminuiu sensivelmente.

* — OBJETIVOS -

Como pode ser visto sdao poucos os trabalhos a res-
peito da fisiologia da germinag¢do de esporos de pteridOfi-
tas realizados no Brasil, apesar da grande diversidade de
espécies existentes em nosso territério.

Virias espécies de pteridOfitas tem sido coletadas
em grandes quantidades para ornamenta¢ao ou fabrica¢ao de
xaxim, de wuma forma indiscriminada. Nada foi feito ainda
no sentido de se preservar essas espéci.es, nativas em nos-
SO péis. £ interessante conhecer como essas espécies prolj
feram, prevendo futuros‘projetos que visem evitar uma pos-
sivel exting¢ao.

E importante salientar também que os esporos de pte:
rid0fitas, por serem sistemas simples representam material
de interesse no estudo da fisiologia da germina¢dao. Muitos
de seus mecanismos poderao funcionar como modelo para a if
terpretagao de sistemas mais complexos, éomo as sementes
de plantas superiores.

Decidiu-se entao realizar estudos de aspectos da f£
tomorfogénese de esporos de Cyathea delgadii Sternb., bem
como sobre aspectos da mobiliza¢ao e sTntese de metaboli—
tos durante a germinag¢dao e desenvolvimento inicial do gam’
tofito. Paralelamente aos estudos bioquimicos, foram realj

zados estudos c¢i toqui.mi cos



-MATERTATIS E M E° TODOS-

Cyathea delgadii Sternb e uma samambaia arbdrea que
ocorre naturalmente nas matas da Reserva Biolodgica do.Par—
que Estadual das Fontes do Ipiranga.

A espécie foi identificada pelo Dr. Paulo G. Win-
disch. 0 material foi coletado por G.M.Felippe, W. Marcon-—
des-Ferreira e‘L.M.Esteves e recebeu nimero de coleta
11. 065, estando depositado no Herbdrio da Universidade Es-
tadual de Campinas, sob o numero UEC 210.61.

Em um experimento foram usadas sementes de Gossypium
h—irsutum L.( al godao).

Os esporos foram coletados quando os soros se apre-
sentavam fechados e com a colora¢dao marrom escura. O0s fo-
iTolos foram colocados para secar sobre papel de fiKro, em
camaras de crescimento (Biotronette Mark III) ’iluminadas
com lémpadas fluorescentes brancas e incandescentes, o que
elevou a temperatura até 30° C, facilitando a desidratagao
do material. Os esporangios abriram e liberaram os esporos.
0 material permaneceu por 24 a 72 horas nas camaras, até a
“completa secagem dos folTolos.

Os esporos retidos no papel de filtro foram removi-
dqs' com pincel e separados dos esporangios por Tfiltragem

através de folha simples de len¢o de papel ou papel de 1 e n
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te. Foram entao estocados em frascos de vidro fechados e

armazenados a 4° C.

1. METODOS GERATS

Esporos previamente separados dos esporangios foram
semeados sobre solu¢do nutritiva de MOHR -(1956), modifica-

da por DYER ( 1979) cuja constitui¢do e a seguinte:

Mg S0, 7 H0 510 mg. 77!
K NO, 120 mg. 7-!
ca (NO) 2. 4 H0 1 440 mg. 7-!
K H, PO, 250 mg. 7-!

Solugao de FeSO0,.7H,0 e Na EDTA 1 ml

A solu¢ao de ferro & adicionada somente no momento
da realizag¢ao do ensaio. E preparada com 33,2g de NaEDTA,
. 3,6bg de NaOH e 25g de Fe_SOy7H2O para um litro de agua
destilada.

Foram utilizados erlenmeyers de 125 ml, contendo 25
ml da solu¢ao nutritiva. Os erlenmeyers foram vedados com
chumag¢o de algodao e autoclavados a 120° C por 20 minutos.
A solu¢ao foi acrescida eﬁtéo, de 100 unidades de Nystatin
por mililitro. Os ensaios foram montados em cAmara asseptj
ca de fluxo laminar. Uma pequena quantidade de esporos foi
retirada do frasco de estocagem, utilizando—-se uma espdtu-
la. Um leve toque na espatula ocasionava a queda dos espo-
ros sobre a superficie da solu¢ao nutritiva.

Apdés a semeadura, os erlenmeyers contendo os espo-
ros foram colocados em camaras de germina¢dao com luz e tem

peraturas controladas. A temperatura usada foi a de 25° C,
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com exce¢ao dos experimentos onde se testou o eféito da
temperatura.

Em geral, os experimentos.tiveram. como controle, a
germina¢ao de esporos sob luz fluorescente branca constan-

te. Nesse caso foram utilizadas duas lampadas fluorescen-

tes brancas de 15 W e intensidade de 320 W.cm (MARCON-
DES-FERREIRA- ¢ FELIPPE, 1984). 0 espectro ¢ mostrado por
VALTO e JOLY (1979) onde se observa alta transmissao de
luz vermelha e pouca de vermelho extremo.

Os ensaios de escuro foram realizados envolvendo-se

os erlenmeyers em dois sacos plasticos pretos, fechados com

fita adesiva.

1.1 - Padroniza¢ao da Amostragem para Contagem de

Esporos

Para a contagem de esporos durante a germinacao fo-
ram utilizados dois erlenmeyers por tratamento sendo contji
das tris laminas por erlenmeyer e cem esporos por lamina.

As contagens foram feitas utilizando-se microscépio
binocular Zeiss, aumento dé 100 vezes e contador manual HE
pe.- Os esporos foram removidos da solugéq.nutritiva utili-
zando—-se o lado superior de uma pipeta Pasteur,colocada em
contato com a superficie da solug¢ao, onde flutuavam. 0 coji
teudo retido na pipeta Pasteur foi soprado sobre uma lami-
na de vidro e recoberto por lamTnula. Foram considerados gef
minados os esporos que apresentaram protrusao do rizoide.A
germina¢do foi sempre verificada apos sete dias de inicio

do experimento, com exce¢ao dos experimentos onde foram moji

tadas curvas de germinac¢ao, cujas contagens foram feitas djj
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rante dez dias consecutivos. No ano de 1985 foram realiza-
das 8 coletas e fizeram—-se curvas de germina¢ao sob 1 u =z
fluorescente branca constante para cada lote de esporos ojk

tidos por coleta.

2. FOTOMORFOGENESE

Nos experimentos sobre fotomorfoginese foram usadas

as seguintes fontes luminosas:

a) Luz fluorescente branca (descrita em 1)

b) Luz vermelha obtida pelo uso de limpada fluores_
cente vermelha, marca Sylvania, de 20 W, com pi-
co a 660 nm (NORONHA et al., 1978; RANDI e FELIP
PE, 1981);

¢) Luz vermelha obtida pelo uso de limpada fluores-
cente Gro-Lux de 20 W, marca Sylvania e filtro
formado por folha simples de papel celofane ver-
melho;

d) Luz azul obtida pelo uso de limpada fluorescen-
te azul, marca Phillips, de 15 W, com pico a 450
nm  (NORONHA et al. , 1978) e fi}tro formado por
folha.simples de papel celofane azul, para remo-
ver a luz vermelha, que -essa limpada também trans;
mit e;

e) Vermelho extremo foi obtido utilizando-se limpa-
da incandescente de 40 W e filtro formado por
trés folhas de papel celofane azul e duas folhas
de papel celofane vermelho, com pico a 730nm (Ng

RONHA et al., 1978; RANDI e FELIPPE, 1981)
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Os espectros de transmissao dos papéis celofane vef
melho e azul sao mostrados na figura 1.

A figura TIA mostra que o papel cel ofane meeﬂb fiT.
tra totalmente a luz azul e permite a passagem da luz ver-
melha e do vermelho extremo. A figura 1B mostra que o pa-
pel celofane azul filtra totalmente a luz vermelha,na fai-
xa compreendida entre 600 a 680 nm, mas permite a passagenm
de 90% do vermelho extremo.

A lampada ;ioflux apresenta picos de pequena inten-—

~ )
sidade a 440 nm e 550 nm e um pico de grande intensidade (3,0
\ﬁiWcmff a 660 nm. Os picos que ocorrem nas faixas da luz

verde e da luz azul sao eliminados pelo uso do filtro de

papel celofane vermelho (Figura IA).

2.1 — Luz Vermelha na Determinag¢ao do PerTodo de’
Pré-indug¢ao e Tratamentos Multiplos; Rever _

sao VermelhofVermelhofExtrémo

Tratamento de 1luz vermelha (descrita em b) de 1 mi-

nuto de durac¢ao foi aplicado a esporos que permaneceram por

1, 3, 6, 1 2, 18, 20, 22 , 24 , 36 e 48 horas em embebi¢ao no

escuro, a 25° C. Apods o tratamento luminoso, os esporos re-
tornaram ao escuro.

. Com o uso da mesma fonte de 1luz vermelha (b) foi
verificado o efeito de tratamentos multiplos de luz verme-
lha de 1 minuto de durac¢ao, apdés o periodo de pré-inducao
Amostras de esporos receberam 1, 2, 3, 4 ou b5 tratamentos

luminosos, intercalados por periodos de escuro de 24 horas,

conforme a seqliincia a seguir:
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48h E-V-5 dias E;
48h E-V-24h E-V-4 dias E; ,
~48h E-V-24h E-V-24h E-V-33 dias E;
48h E-V-24h E-V-24h E-V-24h E-V-2 dias E;
48h E-V-24h E*V*24h.E7V724h E-V-24h E-V-1 dia E.

E = escuro; V = tratamento de 1 minuto de luz vermelha

A reversao do efeito da luz vermelha pelo vermelho
extremo (descrito em e) foi verificada.

Os tratamentos luminosos foram realizados apds o pf
riodo de pré-induc¢ao. Tratamentos de vermelho-extremo de
1 e 5 minutos de dura¢ao foram fornecidos imediatamente apgs
o tratamento de 1luz vermelha (conforme b) de 1 minuto de
duracao.

Foi determinado o. tempo de escape da reversao do
efeito de luz vermelha pelo vermelho- extremo, para trata-
mentos luminosos de curta dura¢do, fornecidos apos a pré-
indugéo; Observou-se o efeito de vermelho extremo de 5 mi-
nutos de durac¢do, fornecido apds 0, 4, 6 e 8 horas de escjj
ro intercaladas ao tratamento de luz vermelha, de 1 minuto

de duracao.

2.2 - Tratamentos Luminosos de Longa

Du racao

Amostras de esporos que permaneceram por 48 horas em
embebi¢ao no escuro, receberam tratamentos luminosos de 1,
2, 4, 6, 8 e 10 horas de durag¢ao, para a fonte luminosa a
ou 1, 2, 4, 6 e 8 horas de dura¢ao para as fontes lumino—

sas b e ¢. Nesses experimentos foram feitos tris tipos de
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controles:

- germina¢ao em luz constante, utilizando-se fonte
luminosa usada nos outros tratamentos de luz;

- germina¢ao apés tratamento luminoso de 1 minuto,
utilizando—-se a mesma fonte luminosa dos tratamen;
tos longos;

- tratamento de escuro constante.

Foi verificado também o efeito de tratamentos lumi-

nosos de 24, 48 ou 120 horas, utilizando-se as fontes 1 uni
nosas ff ge c. 0Os tratamentos foram realizados apdé o pe-

riodo de pré-indug¢do e os experimentos tiveram como contro

le germina¢ao em luz constante.
2.3 = Luz Azul

Foi verificado o efeito de tratamentos dnicos ou
miltiplos de 1luz azul (d) de 1 minuto de durag¢ao, formneci-
dos apdés o periodo de pré-induc¢ao. Verificou—-se também o
efeito de tratamentos de longa duracao: 24, 48 e 120 horas.
Os experimentos tiveram como controles:

- germinacao sob luz fluorescente branca constante;

- tratamento de escuro constante;

— germina¢ao sob luz azul constante.

Verificou-se também o efeito dg'luz azul fornecida
ap6s o tratamento de 8 horas de luz vermelha. A luz verme-
lha foi aplicada ap6és o periodo de pré-indug¢ao. Também foi
verificado o efeito da luz vermelha (b) fornecida apés um
tratamento de 48 horas de luz azul, conforme a seqiiincia a

seguir:
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48h E - 3h V - 112h A;

48h E - 48h A - 72h V.

A = luz azul; V = luz vermelha

2.4 - Espectro Fotoacustico de Esporos e Paredes de Esporos

O espectro de absor¢ao opti ca de esporos secos e pa;
redes de esporos nao embebidas foi feito utilizando-se do
efeito fotoactstico (CESAR et al., 1984).

Nesse trabalho, foram chamados esporos secos, o0s es;
poros nao embebidos, mantidos armazenados a 4° C. Esporos sje
cos intactos ou paredes de esporos foram colocados em um
porta-amostras de 1 cm de volume e este levado ao espec-
trémetro fotoaclstico, cujo esquema de funcionamento é mo’
trado na figura 2. A luz monocromdtica incide sobre a
amostra, sendo absorvida. Isto acarreta um aumento de tem-
peratura que causa o aumento da pressdao na camara de ar ad
jacente ao porta—amostras. Esse aumento de presséo—e regi”
trado pelo microfone acoplado ii camara de ar. 0 sinal re-
gistrado pelo microfone é levado a um amplificador.

Quanto maior for a ampiitude do éinal, maior foi a
absor¢ao e menor a transmissao da luz que incidiu sobre a
amo s tra.

0 sinal fotoacustico medido S (X) é descrito pela

equag¢ao:
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onde /3 (\) é o coeficiente de absor¢ao 6ptica num dado com__

¢ ‘

pri menfo de onda X’;; K: & a conduti vi dade térmica do matf
rial, p 0 sua denéidadp e C 6 o calor especifico. Todos
os outros fatores como as propriedades térmicas do gas e a
freqiéncia de modula¢ao podem ser agrupadas numa constante
A (ROSENCWAIG6, 1980).

Nesse- experimento, a freqiiéncia de modulag¢ao utili-
zada foi de 10 hertz e os compri mentos de onda compreende-—
ram a faixa de 270 nm a 770 nm.

Para o preparo das paredes dos esporos, 200 mg de
esporos foram macerados em éter de petrdleo, em homogenei-
zador de vidro, para remo¢ao de lipidios. 0 material foi
centrifugado a 2.000 r.p.m. por 10 minutos. 0O sobrenadante
foi descartado e o resTduo foi novamente macerado com agua
destilada em homogeneizador de vidro. A seguir, o material
foi filtrado a vacuo e lavado em agua destilada até que a
agua de lavagem estivesse fimpida”' 0 resTduo foi seco en

estufa a 50° C. Foi a seguir lavado com-éter de petroleo, em

soxhlets, a 40° C durante 8 horas e a seguir seco em estufa.

2.5 — Efeito-da Temperatura na Préflndqgag

As temperaturas constantes testadas foram: 5,10, 15,
20,25,30,35,40 e 45° C. 0Os experimentos foram realizados em
camaras de crescimento Forma Scientific (5 a 30° (C) e estu-
fas FANEM (35 a 45° ().

0 efeito das temperaturas constantes foi estudado
para esporos a elas submetidos durante o periodo de pré-ijn

du¢ao. A seguir receberam tratamento uUunico ou didrio de 1
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FIGURA 2 - Diagrama do espectrometro fotoacustico.
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minuto de luz vermelha (fonte de luz vermelha b). Retorna-
ram ao escuro a 25° C apos os tratamenfos luminosos. No ca-
so das amostras que receberam tratamentos luminosos did-
rios, estes perfizeram um total de 5 tratamentos intercala;
dos por periodos de 24 horas de escuro.
Foi observado também o efeito de temperaturas cons-
tantes durante o periodo de pos—indu¢do. Amostras de espo-
ros receberam tfatamentos luminosos de 1 minuto de luz
vermelha, tUnicos ou didrios, a 25° C. Retornaram ao escuro,
nas temperaturas de pré—-indugao.
Foi estudado também o efeito dos seguintes pares de
temperaturas alternadas: 25-5° C, 25-10° C, 25-15° C, 25-20° C ,
25-25° C  (controle), 25-30° C, 25-35° C, 25-40° C e’ 25-45° C,em
ciclos de 8-16h, sendo 8 horas a 25°C e 16 horas na alter-
nante; ciclos de 12-12 h, sendo 12 horas a 25°C e 12 na al-
ternante e ciclos de 16-8 horas, sendo 16 horas a 25° C e
8 horas na alternante. 0 ciclo foi sempre iniciado com a
temperatura de 25° C.
Os efeitos desses ciclos de temperaturas alternadas
foram estudados para esporos que receberam os seguintes tr<i
tamen tos
- temperaturas alternadas durante a pré-i ndug¢ao, trji
tament.o de luz vermelha de 1 minuto de duracao e
a seguir escuro a 2b° C;

- temperaturas alternadas durante a pré—-indug¢ao, tr’”
tamento de 1luz vermelha de 1 minuto de durac¢ao e
a seguir escuro no sistema de temperaturas da pré-

indu¢ao.



2.6 - Pré-embebi¢ao em Vapor [] e Agua

Esporos secos foram embebidos em vapor de dgua.du—
rante uma semana, em condi¢oes nofmais de luz e temperatu-
ra. Foil utilizada camara umida feita em caixa de germina—
cao “Gerbox” totalmente revestida de papel de filtro. Esp’
ros em quantia suficiente para serem semeados pos teri o rmeji
te, foram colocados em placa de Petri de 4 cm de diametro.
A placa foi colocada no centro da caixa de germina¢ao e ao
seu redor foi colocado algodao embebido em solu¢ao de Nys-—
tatin (100 unidades por ml). A caixa foi envolvida por fij
me transparente de PVC, marca Magipack.

Apos embebi¢ao em vapor de agua, oS esporos se agre-
garam, formando massa compacta. Para separa—-los, fez-se a
filtragem através de folha simples de len¢o de papel, com
auxilio de pincel.

A curva de germinac¢ao para ésporos embebidos em va-
por de adgua’ foi realizada e comparada a de esporos secos
Foram feitas contagens de germina¢ao diarias, durante 10
dias consecutivos. A germina¢ao deu-se sob luz fluorescen-
te branca constante (fonte _a a 25° O).

Em uma série de experimentos, esporos embebidos em
vapor de agua, receberam tratamento de 1 minuto de luz Veif
melha (fonte c), apos 12,24,36,48,72 e 96 horas de embebi-
¢ao em solu¢ao nutritiva, no escuro, a 25° C. Esses experi-
mentos tiveram como controles os mesmos tratamentos forne-
cidos a esporos secos.

Esporos embebidos em vapor de agua receberam trata-
mentos didrios de 1 minuto de luz vermelha (fonte £) , com

infcio apos 24 ou 48 horas de embebi¢ao em solugao nutriti_
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va, no escuro a 95° C. 0Os tratamentos luminosos foram intej”

calados por perTodos de 24 horas de escuro. 0Os controles
foram os mesmos tratamentos fornecidos a esporos secos.

Esporos embebidos em vapor de agua durante uma sema_

na receberam tratamentos de 8 horas de luz vermelha (fonte

E) Tapos 24 ou 48 horas de embebi¢ao em solug¢ao nutritiva,

no escuro a 25° C. 0s controles foram os mesmos tratamentos

fornecidos a esporos secos.

3. PRE-EMBEBICAO EM SOLUCAO OSMOTICA DE POLIETILENOGLICOL

Esporos foram pré-embebi dos em solucao osmotica de
pol i eti 1 enogl i col (PCG) 6.000 durante 1,2,3 e 4 semanas.0
tratamento osmotico foi realizado a 15° C, sob luz fluores-
cente branca constante. Foi utilizada solu¢dao de poli etil”
noglicol na concentracao de 288g de PEG 6.000 por quilo-
grama de agua destilada (HEYDECKER & WAINWRIGHT, 1976 ), que
a 15° C apresenta um potencial osmotico (° s) de -11,0 bars .

Foram utilizados erlenmeyers de 125 ml contendo 25
ml de solu¢ao osmotica.

Apdés a embebic¢ao, esporos foram filtrados a vacuo,
em papel de filtro e lavados para remover residuos de po-
lietilenoglicol. O papel de filtro com esporos, foi seco
em estufa com circulacao de ar, a temperatura ambiente par
10 minutos. 0Os esporos foram removidos do papel e semeados
em erlenmeyers contendo solu¢ao nutritiva. Foram feitas cuf
vas de germinag¢ao sob luz branca constante, a 25° C,para ej>

poros pré-embebi dos em solu¢ao de PEG por 1,2,3 e 4 sema-
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nas. 0Os resultados foram compardados com a curva de esporos
secos. As contagens de ge,rminacao foram feitas durante 7

di as consecuti vos.

4. EFEITO DE DCMU

Foi .observado o efeito de 3 ,4-di ¢l orofeni 1 di meti
reia (DCMU) na germina¢ao de esporos sob luz fluorescente
branca constante (fonte a), a 25° C. Foram testadas as con-

4M 10°"M de DCMU. 23,3mg de DCMU

centfagées de 10 "M, 10
foram adicionados a 100 ml de solu¢ao nutritiva aquecida a
60° C para se obter a concentrag¢ao de 10 "M. Esta foi diluf
da para 10 M élldiM %om solucao ;utritiva.

Foram utilizados erlenmeyers de 125 ml contendo 25

ml da solu¢ao nutritiva acrescida de DCMU.

5. PESO FRESCO E PESO SECO DE ESPOROS SECOS E APOS

7 E 14 DIAS DE EMBEBICAO PARA A GERMINACAO

Para a determina¢ao do peso seco de esporos secos,
foram utilizadas 6 amostras de 50 mg de esporos provenien-
tes de 4 coletas diferentes. 0Os esporos foram colocados em
placas de Petri de 3 cm de diametro, cujos pesos foram re-
gistrados em balan¢a analitica Sartorius, com 5 casas deci_
mais. Os pesos foram anotados e as placas numeradas. 0 ma-
terial permaneceu durante 48 horas em estufa com circula-
cao de ar, a 80° C. A seguir, as placas foram pesadas e os

valores obtidos subtraidos do peso anterior. 0 material per
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maneceu em dessecador até que O peso estabilizasse. Foram
feitas 3 pesagens. A porcentagem de agua presente nos espci

ros foi calculada pela equacao:

Peso fresco — Peso seco x 100

Peso fresco

Para a determinagao do peso fresco e peso seco de
material com 7 e 14 dias de embebicao para a germina¢ao, 6
amostras de 50 mg de esporos foram semeadas em erlenmeyers
de 250 ml contendo 50 ml da solu¢ao nutritiva acrescida de
100 unidades de Nystatin por mililitro. Os esporos germina;
ram sob luz fluorescente branca constante, a 25° C. 0 mate-
rial foi recuperado em papel de filtro, depois de sucessi-
vas lavagens com agua destilada e filtragem a vacuo em fu-
nil de Bllchner. Os papéis de filtro que revestiram o funil,
foram pesados em balan¢a analitica com 5 casas decimais ,
seus pesos anotados e os papéis numerados. ApOs a filtra-
gem, o material secou em estufa com circulacao de ar, a
temperatura ambiente, durante 10 minutos. Foi feita a pri-
mei ra pesagem, obtendo-se o peso fresco do material com 7
e 14 dias. Descontou-se do peso obtido,.p peso inicial do
papel, considerando-se que todo a agua fora removida do pa_
pel apds a secagem rapida. 0 material entao secou em estu-
fa com circulagao de ar, a 80° C, por 24 a 48 horas. Foi pe;
sado e colocado em dessecador até a estabilizacao dos pe-
sos. Obteve-se o peso seco do material germinado subtrain-

do—-se os valores de peso fresco, dos valores obtidos apods

a desidratacao.
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6. EXTRACOES E DOSAGENS

Foram realizadas dosagens de lipidios, <c¢lorofila,
proteinas totais, a¢ucares soluiveis totais, ac¢uicares redu-
tores e amido para esporos secos e apoés 7 e 14 dias dé em—
bebi¢ao para a germinagéo, sob luz fluorescente branca cons-
tante, a 25° C.

Fo?am usadas pelo menos 3 amostras de 100 mg de es-
poros para cada extra¢ao. Para a extra¢ao de material com
7 e 14 dias de embebic¢ao para germinac¢ao, 50 mg de esporos
foram semeados em erlenmeyers de 250 ml, contendo 50 ml de
solu¢ao nutritiva, acrescida de 100 unidades de Nystatin
por ml. Apdés 7 ou 14 dias, o material foi recuperado em p&£
pel de filtro, através da filtragem a vacuo em funil de
Biichner. 0Os erlenmevers foram lavados diversas vezes até a
recupera¢ao completa dos esporos. O materiél secou em estf
fa com ciréulagéé de ar, a temperatura ambiente, durante
10 minutos. Foi entao removido do papel de filtro com pin-
cel e espdtula. Tomou-se o cuidado de se remover a maior
quantidade possivel de esporos, evitando-se altera¢ao da
quantia-semeada inicialmente. Foram agrupados esporos con-
tidos em dois erlenmeyers, perfazendo-se.um total de 100 mg
(peso inicial).

Esporos foram macerados em homogeneizador de vidro

ou em graal.
6.1 - Extracao e Dosagem de Lipidios

Lipidios livres foram extraidos e dosados gravime-—

tricamente, segundo GEMMRICH (1977).
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Amostras de 100 mg de esporos secos foram maceradas
em homogeneizador de vidro de 7 ml de vo 1 ume , uti 1 i zando—-s e
como solvente 15 ml de hexano (MERCK). Q extrato foi colo-
cado em tubos de ensaio graduados e o volume completado pa-
ra 15 ml, com hexano. 0Os tubos foram vedados com f i 1 m e
transparente de PVC e centrifugados por 10 minutos,a 2.000
r.p.m. O sobrenadante obtido foi colocado em baldes de vi-
dro de 25.m1, com bocal esmerilhado. 0 solvente foi evapo-
rado a vdcuo, a 60° C, em evaporador rotatério. Os baldes
utilizados foram previamente lavados de forma a eliminar
qualquer resTduo, numerados e pesados em balanga analitica
Sartorius, com 5 éasas decimais. Os pesos foram anotados.
ApOs a evaporac¢ao do solvente, os baléesl foram colocados
em dessecador sendo feitas pesagens até que os pesos esta-
bilizassem. Subtraiu-se do peso dos baloes contendo lipf—
dios, o peso dos baloes Vaéio&

Amostras de 100 mg de esporos (peso inicial), apos
7 e 14 dias de embebicao ﬁara a germinacao, foram macera-
das inicialmente a seco, em graal. Acrescentou—-se pequena
quantia de areia lavada, para facilitar o rompimento das
paredes celulares. 0Os 1lipTdios livres foram extraidos e d°
sados como descrito para esporos secos, .apehas substituin-

do—-se o homogeneizador de vidro pelo graal.

6.1.1 - Espectro de Transmissao de Luz do

0Oleo de Esporos

Foram utilizadas 8 amostras de 500 mg de esporos se
cos para obtencao de volume suficiente que permitisse a

leitura e construc¢ao do espectro de transmissao de luz. O
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0leo foi extraTdo como ja descrito. A leitura da transmis-
sao de luz foi feita em espectrofometro Varian, compreen—
dendo uma faixa entre 400 a 800 nm. Variaram—se os compri-
mentos de onda, de 20 em 20 nm. Antes da leitura o 6leo
foi filtrado a vacuo.

Foi feito o espectro de transmissao de Oleo de se-
mentes de algodao, obtido por método semelhante. 0 espec-
tro foi cbmparado ao do Oleo de»esporos. 500 sementes de
algodao foram trituradas em liquidificador e extraTdas em
500 ml de éter de petrdéleo, durante 3 dias, a 10° C. ApOs
esse perTodo, o material foi filtrado e o solvente conten-
do lipidios, guardado: 0 residuo foi extraido em éter de
petroleo, por refluxo, utilizando-se soxhlets e m a n t a
aquecedora a 40° C, durante 8 horas. 0 extrato thido foi
acrescentado ao anterior e evaporado a vacuo, a 40° C, até
o desaparecimento completo do solvente: 0 0Oleo obtido foi

filtrado e foi feita a leitura em espectrofotometro.

6.1.2 - Analise dos Acidos Graxos por

Cromatografi a Gasosa

0 mesmo o6leo de esporos obtido emlﬁ.l.l foi wtilizji
do para a analise de acidos graxos por cromatografia gaso—
sa. 0 6leo foi saponificado e esterificado segundo HARTMAN
e LAGO (1973). _

Quatrocentos miligramos ( 400 mg) de oleo foram pesji
dos e colocados em balao de vidro de 125 ml, com bocal es-
merilhado e base plana e acrescentaram—se 5 ml de solucg¢ao

metanolica de hidréxido de potassio (KOH) 0,5 N.Aqueceu-se

a mistura até a ebuli¢ao, por refluxo, durante 5 minutos. A
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solugcao de esterifiéagéo foi obtida acrescentando-se 3 ml
de acido sulfurico (h"S0") concentrado a 2g de cloreto de
aménia (NHC1) a 60 ml de metanol. Essa solugao foi aﬁumﬁi
da até a ebuli¢ao, por refluxo, durante 15 minutos. Quinze
mililitros da solu¢ao de es te rifica¢ao foram adicionados
ao material s aponi fi cado. A solu¢ao final foi aquecida por
refluxo, em manta aquecedora, durante 3 minutos. Apds esse
periodo foi colocada em funil de separacao e lavada duas
vezes com 5 ml de hexano, separando-se a fase superior. Es;
ta foi lavada 4 vezes com 150 ml de agua desti lada, filtra-
da em - -sulfato de sodio anidro, evaporada a vacuo e resus—
pendida em 10 ml de hexano.

A separac¢ao dos ésteres metilicos foi feita em cro-—
matdgrafo a gas , modelo 37-D, Instrumentos Cientificos C.G.
Ltda. equ{pado com coluna de vidro de 150 c¢m x 2 mm, con-
tendo di eti 1 enog 1 i col s ucci nato 14% (DEGS) em cromosorb W re
guiar 60-80 MESH, a 187° C. Foram injetados 0,8 JJj/ de extrf
to para se obter os cromatogramas.

Os acidos graxos foram identificados -comparandofse
seus tempos de reten¢ao, pelo obtido para o padrao dcido
oleTco. Calculou-se a drea dos triangulos obtidos para ca-
da pico e os valores foram transformados ..em porcentagem do

total.
6.2 - Extracao e Dosagem de Clorofila

A extrac¢ao e dosagem de clorofila foi feita pelo mié
todo de ARNON (1949).
Trés amostras de 50 mg de esporos secos foram mace-

radas em graal com areia, utilizando-se 10 ml de éter die-
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tTlico como solvente, sob limpada de seguran¢ca verde, comn

irradiancia maxima de 0,0 1pW.cm ~ (NORONHA et al. 1978).'
Os extratos obtidos foram colocados em tubos de ensaio re-
vestidos com papel alumTnio e vedados com filme transpareji_
te de PVC. A seguir, foram centrifugados durante 10 minu-
tos a 2.000 r.p.m. O sobrenadante foi guardado e o precip’
tado foi extralTdo com 10 ml de acetona 80%. 0 material foi
centrifugado névamente por 10 minutos a 2.000 r.p.m. Obti-
veram—-se assim duas fra¢oes: fracdo eter dietTlico e fra-
¢cao acetona 80%. Foram feitos os espectros de absor¢ao de
luz na faixa compreendida entre 400 nm a 700 nm, varian-
do-se os comprimentos de onda de 20 em 20 nm.

Para a extra¢ao e dosagem de clorofila de material
com 7 e 14 dias de embebi¢ao, 6 amostras de 50 mg de espo-
ros foram semeadas e procedeu-sé como descrito em 6. Tres
amostras com 100 mg de esporos (peso inicial), apos 7 dias
de embebi¢ao foram maceradas em graal, com areia, sob lam-
pada de seguran¢a verde, utilizando—-se 10 ml de acetona 80%
como solvente. 0O material foi centrifugado e foram feitas
mais duas extra¢oes, perfazendo—-se um volume final de 25
ml por amostra. Foram feitas leituras de absorbincia a 645
e 663 nm (ARNON, 1949). Para material cora 14 dias de embe-
bi¢ao, procedeu—-se como para os anteriores. Foram feitas 3
extra¢oes, obtendo-se um volume total de 45 ml, que foi
diluTdo para 60 ml, para se obter leitura de absorbancia.

Os calculos dos contetdos de clorofila foram feitos
pela equacao:

E 2070 %00 T 800" x DO )M x 1003 IN] Lo B Gttt ina 9 o

eido g - ¢ de
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6.3 - Extragao e Dosagem de ProteTnas

Soluveis

‘As dosagens foram feitas pelo método de BRADFORD 1976).

Tr?s amostras de 100 mg de esporos (peso inicial)com
0, 7 du 14 dias dé embebi¢ao para a germina¢ao foram mace-
radas em graal com areia, utilizando-se 15 ml de éter die-
tilico para remover lipidios. 0 material foi centrifugado
durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. O sobrenadante foi des-
cartado e o precipitado extraido trés vezes com 5 ml de hi
droxido de sOdio (NaOH) 0,1 N. Cada frag¢gao foi precipitada
com igual volume de &dcido triclorocacético (TCA) 10%, cen-
trifugada durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. O sobrenadante
foi descartado. As proteTnas precipitadas foram ressuspen-—
didas em NaOH 0,1 N em um volume final de 5 ml para extra-
tos de esporos sécos e 10 ml para extratos de material com
7 e 14 dias de embebicao para a germinacao.

Como reagente foi utilizado o Coomassie Bri.lliant
Blue G-250 (Sigma). Foram dissolvidos 100 mg em 50 ml de
etanol 95%. A esta solu¢ao acrescentaram—-se 100 ml de aci-
do ortofosfbrico 8b5%. Completou-se para volume final de 1
litro, com agua destilada.

Dos extratos obtidos retiraram-se aliquotas de 0,1
ml, as quais foram adicionados 5 ml do reagente. Foram fej
tas trés repetig¢oes para cada amostra. A ‘absorbancia foi lida a 595
nm, apos 2 minutos. Os calculos de proteina foram feitos
a parti r dos valores de absorbancia obtidos na reta padrao.
Nesta foram usadas concentracoes de 20 a 100 pg de protei-

na (soroalbumina bovina - B$A), em um volume de 0,1 ml.
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6.4 - Extracao e Dosagem deiAgﬁcaregFSolﬁveis Totais,

Acticares Redutores e Amido

Foram utilizadas 3 amostras de 100 mg de esporos (pg
so inicial) para as extragoes.

A seqUéncia de extrag¢oes utilizada foi adaptada dos
métodos de SHANNON ( 1 968), BI ELES KI e TURNER ( 1966) e Mc
CREADY et'a]., (1950).

Amostras de 100 mg de esporos foram macerados ini-
cialmente a seco, em graal , com areia. 0Os lipidios foram
extraTdos com 10 ml de éter dietilico. 0O material foi cen-
trifugado durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. e o sobrenadaji
te descartado. -0 residuo foi a seguir extraido duas vezes
com 10 ml de MCW (Metanol: Cloroférmio; Agua, na proporgéao
de 12:5:3 v/v) segundo adaptag¢ao do método ae SHANNON  (1968).
Obteve-se Volume final de 20 ml para cada amostra. A p O s
centrifuga?éo durante 10 minutos a 2.000 r p.m., 0os sobre-
nadantes foram colocados em funil de separa¢ao.Os residuos
foram guardados para as outras extra¢des. As fracdoes MCW,
foram adicionados em funil de separacao, 7,5 ml de égué
destilada e 5,0 ml de cloroférmio. Os funis foram agitados
e as fases separadas durante a noite (BIELESKI e TURNER ,
1966). Obtiveram—se duas fases: a superior composta dé me-
tanol e agua, contendo a¢ucares soluveis e a inferior, fof

mada pelo cloroférmio, contendo lipidios e pigmentos. A fa_
se superior, com volume de 20 ml, foi utilizada para a do-
sagem de ac¢ucares solﬁveis totais e redutores. A inferior
foi descartada.

Os residuos guardados foram depois extraidos duas

vezes com 10 ml de etanol 10%. Apds cada extrag¢ao,as amos-
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tras foram centrifugadas durante 10 minutos a 2.000 r.p.m
e os resTduos guardados para a préoxima extragao. O’extri
to obtido.continha polissacarfdeos soluiveis em agua. Esse
método foi adaptado de SHANNON (1968).

0 amido foi extfaido dos resTduos wutilizando-se aci-
do perclorico a 30%, uma adaptac¢ao do método de McCREADY
et al. (1950). TForam feitas duas extra¢oes com 10 ml de

acido perclorico a 30% (PCA 30%).
6.4.1 - Dosagem de Ag¢licares Soluveis Totais

Acticares soliveis totais foram dosados das frac¢oes

MCW e etanol 10%, utilizando-se o reagente de Antro na (Mc
CREADY et al. 3 1950). Foram dissolvidos 200 mg de antrona

(Sigmé) em—100 ml de &dcido sulfdrico (h"S0") 95%. AlTquo-

tas de 1 ml dos extratos foram acrescidas de 2 ml do rea-

gente de antrona. Os tubos de ensaio foram agitados e aque.
.eidos até a ebulig¢ao, durante 5 minutos. 0s calculos de
a¢lcares soluveis totais foram obtidos a partir dos resul-

tados da reta padrao. Nesta foram usadas concentrag¢oes de

10 a 50 jug de glicose por mililitro. A absorbancia foi 1i-

da a 620 nm.
6.4.2 — Dosagem de Acucares Redutores

A¢ticares redutores foram.dosados das fra¢coes MCW e
etanol 10%, utilizando-se o método de NELSON (1944).

Para o reagente A dissolveram*se.12,5g de Na2 COg
anidro, 12,5g de sal de Rochelle, 10g de NaHCOg e 100g de

Na"SO0" em 500 ml de &agua destilada. Para o reagente B dis-
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solveramfse 15g de Cu SO". 570 em 100 ml de agua destila-
dae adicionaram-se 1 ou 2 gotas de "SO" concentrado. . * 0 reagen-
te de arsenomolibdato foi preparado dissolvendo-se 25g de
(NH™) ¢ M024.‘4AO em 450 ml de adgua destilada e adicionan-
do-se 21 ml de H'SO" concentrado. A seguir, foram dissolvj
dos 3 g, de Na HASO" . 7H20 em 25 ml de agua destilada e adi-
cionados g_solﬁ§§o anterior.

Misturaram-se 12,5 volumes do reagente A com 0,5 vo
lumes do reagente B para se obter a solucao de cobre alca-
lino.

Aliquotas de 1 ml das frag¢oes MCW e etanol 10% fo-
ram colocadas em tubos de ensaio e levadas a secar em estu
fa a 50°C até 0 desaparecimento total dos solventes e da
dgua. A seguir, os residuos foram eluidos em 1,0 ml de agua
destilada. Adicionou-se 1,0 ml da solu¢do de cobre alcali-
no. 0Os tubos foram agitados e aquecidos até a ebulicao du-
rante 20 minutos. Os tubos foram esfriados e acrescentou-
se 1 ml da solugao de arsenomol i bdato. 0Os tubos foram novji
mente agitados e acrescidos de 2 ml de agua destilada. Fo-
‘ram mais uma vez agitados.

A leitura da absorbancia foi feita a 520 nm. Os caj_
culos de ag¢ucares fedutores foram feitos a. partir de valo-

res obtidos para a reta padrao onde se utilizaram concen-

tracoes de 10 a 50 >ig de glicose por mililitro.
6.4.3 — Dosagem de Amido
A dosagem de amido foi feita nas fra¢oes PCA 30%. O

amido foi também dosado pelo reagente de antrona. Os calaj

los foram feitos a partir da reta padrao de glicose cujas
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concentra¢oes usadas foram 25, 50, 75 e 1009 por milili-
tro de dcido perclorico 30% Todas as diluig¢oes necessa-
rias foram feitas utilizando-se também dcido percldrico 30%.
A leitura aa absorbancia foi feita a 620 nm. Os valores en-
contrados nas amostras foram multiplicados pelo fator 0,9
para a conversao a amido segundo McCREADY et—a/. (1 950).F%£

ram feitas trés repeti¢oes por amostra.

7. CITOQUTMICA

Esporos secos e apos 4 e 7 dias de embebig¢do para a
germina¢ao foram submetidos a dois processos de fixac¢ao:

- fixados em solug¢gao de paraformaldeido a 4% em tam
pao fosfato 0,2M a pH7,4 e glutaraiderd a 5% durante 24
horas, a 5° C (KIERNAN, 1981). A solugéo de paraformaldeTdo
foi preparada do seguinte modo: 20 g de paraformaldeTdo fo
ram dissolvidos em 250 ml de agua destilada a 65° C. A se-
guir, foram adicionadas algumas gotas de solu¢ao de hidroé-
xido de sOdio (NaOH), 1M até a solug¢do ficar iTmpida. Apds
esfriar, foram acrescentados 25 ml de glutaraldeTdo. 0 vo-
lume foi completado para 500 ml, com tampao fosfato 0, 2M a
pH 7,4 (114,75 ml de solugao 0,2M de N a,HPO, e 35 ,25 ml de
solugao 0, 2M de NaHZPOA);

- fixados em etanol absoluto durante 48 horas a 5° C
(LISON, 1953).

Materiais com 0,4 e 7 dias de embebicao para a ger-
mina¢ao, fixados em paraformaldeTdo foram desidratados em
solu¢oes de etanol de concentra¢oes crescentes (70 a 100%)

e diafanizados em xilol durante 30 minutos. Posteriormente
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foram embebidos em ¢leo de cedro, para termino da diafani-
zagdo, por um minimo de 14 dias (POLTCARD et al., 1957)

Procedeu-se da mesma maneira para o material fixado
em etanol 95%.

Apés esse procedimento, o material foi incluido em
parafina e seccionado em micrOtomo (R.Jung, Hildelberg) em
cortes de 8 /jm de espessura.

Foi feita também a montagem de laminas com material
intacto. Neste <caso, gametofitos jovens (obtidoé apos 7
dias de germinag¢gao) foram fixados em paraformaldeido, desj
dratados e di af ani z ados. Apdés esse procedimento foram espji

lhados diretamente sobre laminas microscépicas.

7.1 — Métodos Gerais e Citoquimicos para
Determina¢oes Qualitativas

- hematoxilina eosina

‘A hematoxilina atua como corante bdsico e evidencia
geralmente o conteddo nuclear e radicais negativos em ge-
ral. A ecosina ¢ um corante dcido e se liga a radicais posj
tivos bresente&

0 material foi corado durantg 6 minutos em hematoxj,
lina, éeguindofse banho em agua destilada por 12 minutos e
eosina durante 10 minutos,. A seguir foi feita uma rdpida
desidratacao, diafaniza¢ao em xilol e montagem em bdlsamo
do Canadd (nD = 1,54). A hematoxilina de Ehrlich foi prepa’
rada adicionando-se 0,06% de hematoxilina em volume de dal-
cool 96%, 1 volume de glicerina, 1 volume de agua destila-
da e 0,1 volume de dcido acético glacial. A solu¢ao de eo-

sina foi preparada adicionando—-se 0,5% de eosina em etanol
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95% (MAT A, 1979).
~ ‘kylidine ponceau a pH 2,5 (XP)

Foi usada para a detec¢cao de radicais NHg totais.

Cortes de material fixado e gametOfitos intactos f£
ram corados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se-
guiu-se a lavagem em acido acético a 2% durante 30 minutos, d£f
sidrata¢ao, diafanizacao e posterior montagem em bdlsamo
de Canada (VIDAL, 1970). A solugcao de xylidine ponceau a
pH 2,5 foi obtida dissolvendo—-se 0,1% de xylidine ponceau

em acido acético a 2%.
- azul de toluidina a pH 4,0 (AT)

0 azul de toluidina foi wusado para a detecg¢ao de
grupos anidonicos e de metacromasia (aumento do empilhamen-
to das moléculas do corante).

Cortes de material fixado e gametOfitos intactos f£
ram corados com azul de toluidina durante 15 minutos a tem
peratura ambiente. Seguiu-se banho rapido em agua destila-
da, secagem ao ar, diafaniza¢ao em xil o lndurante 10 minu-
tos e montagem em bdlsamo do Canadd  A solu¢ao de azul de
toluidina foi preparada, dissolvendo-se 0,025% de azul de
toluidina em tampao Mc Ilvaine a pH 4,0 (61,5 ml de acido

citrico 0,1M e 38,5 ml de Na, H PO" a 0, 2M).

7.2 — Digestoes Enzimaticas para a Extrac¢ao

de Proteinas

Esporos secos ou apOs 7 dias de embebi¢cao para a
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germinagao foram fixados em etanol absoluto e a seguir suj)
metidos aos seguintes tratamentos enzimaticos:
- Digestao com pepsina
0 material foi incubado em solu¢dao de pepsina (2
mg.ml_Lm solugago de HCl com pH ajustado para 1,6) por 6 h()
ras a 37° C. Apos esse periodo, o material foi lavado emn
dgua, corado com xylidine ponceau a pH 2,5 e montado em
balsamo do Canada. .Como controle, o material foi incubado
apenas em solu¢gdo de HC1 com pH ajustado para 1,6 (PEARSE,
1961).
- Digestao com tripsina
0 material foi incubado durante 2 horas a 37° C em
solugao de tripsina (0,2 mg.mf]de tripsina, em tampéb fos-
fato 0,05M a pH 8,9), corado com xylidine ponceau e monta-
do em balsamo do Canada. Como controle foi feita a incuba-
¢ao do material apenas na solu¢ao tampao, que é obtida to-
mando—se um volume de §olugéo de” Naf HPO~ 0,05M e adicio-

nando-se solug¢do dé Na" PO 0, 05M até a obtencao de pH

8,9 (PEARSE, 1961).

8. ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos de germina¢ao, os valores obtidos
em porcentagem foram transformados em valores angulares (ar-
co seno /T). Os resultados foram apresentados em tabelas

. -~ . LT . . .
ou figuras e as analises estatisticas foram real i za das apods
a transformac¢ao dos dados.

Nos experimentos de germinac¢ao, sempre que foil pre-

ciso comparar dois ou mais tratamentos, foi feita a anali-
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se de variancia. Nos experimentos de tratamentos luminosos N
de curta dura¢ao, estes foram comparados somente ao contrf
le de escuro: Nos casos em que houve difereng¢a significat]
va entre os tratamentos, foi calculada a DMS ™ pelo teste
de Tukey, como apresentado pof SNEDECOR (1962).

Nos experimentos de dosagens bioquimicas, os resul-
tados foram obtidos a partir de retas padroes de concentrji
¢oes conhecidas de s ubs tanci as a serem dosadas, cujos coef i cj
entes de correlag¢ao _r e reg ressao . 1 i nea r b, foram calcula-
dos. Foram feitos os calculos dos intervalos de confianca
para os valores de dosagens bioquimicas, sendo que letras
minusculas diferentes mostram que os valores sao diferen —
tes.

O0s testes e analises estatisticas foram realizados
obedecendo—se a SNEDECOR (1962) e as tabelas utilizadas ff

ram as de FISHER e YATES (1971).



~-RESULTADOS -

1. PADRONIZACAO DA AMOSTRAGEM PARA A CONTAGEM

DE ESPOROS

Un teste preliminar (Tabela 1) foi realizado para
se padronizar a amostragem a ser utilizada nos experimen-
tos de germinag¢ao. Foram comparados tris métodos de conta-
gem de esporos. No método 1 foram usados 3 erlenmeyers por
tratamento sendo contadas 4 laminas por erlenmeyer e 5 cam
pos por lamina. No método 2, usaram—-se 3 erlenmeyers e Tfo-
ram contadas 4 laminas por erlenmeyer e 50 esporos por la-
mina. No método 3 wutilizaram—se 2 erlenmeyers, sendo contai
das 3 laminas por erlenmeyer e 100 esporos por lamina.0 mé
todo 3 foi o que apresentou o menor valor de coeficiente
de variacao e foi selecionado para ser utilizado no decor-

rer deste trabalhd.

2. FOTOMORFOGENESE

- Germina¢ao sob luz branca

A produg¢do de esporos ocorreu durante o ano inteiro.
Para a maioria das coletas (Figura 3, A-H) a germinag¢ao te

ve inicio entre os terceiro e quarto dias de embebicao.Foi
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TABELA 1 - Padronizag¢ao de amoStriéem para contagem de es-
poros durante a germinacao de Cyathea delgadii.
Foram utilizados 3 métodos: método 1 - foram ob;

servadas trés laminas por erlenmeyer, sendo con-
tados cinco campos por lamina; foram usados 3
erlenmeyers por tratamento; método 2 — foram o b
servadas quatro laminas por erlenmeyer, sendo
contados 50 esporos por lamina; foram usados 3
erlenmeyers gor tratamento; método 3 - foram o_b
servadas 3 laminas por erlenmeyer, sendo conta’ —
dos 100 esporos por lamina; foram usados 2 er-
lenmeyers por tratamento.

Ge rmi nacgao

M é t odo “(valor angular) C.V.
nd 79 dia P
X + iiC.

1 49,54 = 2,44 16, 41

+
2 47, 86 - 4,24 13, 95

+
3 _ 49,61 - 2,51 4, 85

c.v. — coeficiente de variagao

i.c. — intervalo. de confian¢a



FIGURA 3 - Curva de germina¢do sob luz branca continua, a 25 OC para es
poros de Cpathea delgadii. Os esporos foram coletados em dT
ferentes meses de um mesmo ano: ’
A: janeiro; B: fevereiro; C: mar¢o; D: abril, E: junho;

F: agosto; G: setembro; H: novembro. :
As figuras mostram medias {1 intervalos de confianga.
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FIGURA 3
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retardada para os Quihto e sexto dias nas coletas realiza-
das em janeiro e fevereiro (A e B). No sétimo dia de embe-
bi¢ao, a germina¢ao atingiu valores angulares entre 50 a
70. Geralmente, a partir do sétimo dia, comegou a haver es_
tabiliza¢ao da curva de germina¢ao. Para o sitimo dia de
embebi¢ao, dia estabelecido para a contagem de germinacao
dos experimentos neste trabalho, os limites de confianca
variaram éntre 1,92 a 6,11 (Figura 3). O0s coeficientes de

varia¢ao estao entre 3,77 e 9,92% para o sétimo dia.
— Determinagdo do Periodo de Pré—Inducgao

Para a determinagao do perTodo de pré-indu¢ao foi reali-
zado um experimento preliminar (Tabela 2). Constatou—se. que
tratamento de luz vermélha, de 1 minuto de durag¢ao aplica-
do a esporos que permanecefam durante 48 horas em embebi-
¢ao no escuré, promovia baixa germina¢do, entre 5 a 7%, ou
13,47 e 15,18 em valor angular.

Na Tabela 3, observa-se que $ao necessarias pelo ine
nos 24 horas de embebi¢ao no escuro para que 0S eSporos se
tornem sensTveis ao tratamento de 1 minuto de luz vermelha.
Apenas no experimento 2, os valores nao sao es tati s ti cameji
te diferentes do gontrole de escuro (Fg" nao foi significa_
tivo). 0Os efeitos do tratamento luminoso foram mais niti-
dos quando estes foram aplicados apds 36 e 48 horas de em—
bei¢ao no escuro. Possivelmente, houve um aumento da ﬂnoi
sensibilidade apdés esse periodo. Para Cyathea delgadii, o
periodo de pré-indug¢ao parece ser de no minimo 24 horas Eji
tretanto, neste trabalho, a maior parte dos tratamentos 1jj

minosos foi aplicada ap6és 48 horas de embebi¢ao no escuro
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Efeito de tratamentos luminosos de curta dura-
950, na germinagao de esporos de Cyathea delga-
diij apos um periodo de 48 horas de embebigao
no escuro. Apds os tratamentos, o0S esporos re-
tornaram ao escuro, a 25° C. Nao foram considera
dos os controles em luz contTnua para calculo de
F. :
LC — Luz branca constante; EC — Escuro constante;

V — Luz vermelha, fonte b: lampada fluorescente

vermelha

Tratamento

Germi nacao
valor angular

Experi mentos

1 -2
Col et a _ junho junho
armazenamento (dias) 107 112
Controle LC 53, 35 57 , 41
Controle EC _ ‘ 0,0 a 0,0 a
V 1 mi nuto 15, 18¢ 13 ,47b
V 5 minutos 7, 54b

V 10 minutos 7,65b

DMS 59

(Tukey) 4,63 2,96
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TABELA 3 - Determiha¢ao do periodd:de préfinduggo para es-—

poros de Cyathea delgadii. Variou-se o periodo
de embebi¢do mno escuro antes do tratamento de
luz vermelha de 1 minuto de duragao. Apbds o trji
tamento luminoso "os esporos retornaram ao escu-
ro a 25° C. Nao foram considerados os controles
em luz continua para calculo de F. *
LC — Luz branca constante; EC — Escuro constante;

V — Luz vermelha.

Germinacg¢ao

Tratei dinto valor angular
Exp erime ntos
1 2 3 4 5
Coleta junho  janei ro  janei ro margo abri 1
armazenamento (dias). 273 77 64 57 43
Con troleLC 49, 57 46, 72 52, 37 53,01 59, 47
Controle EC 0,0 1,91 0,0 a .0, 95a 0, Oa
dhE =V 1 min. 0,0
3hE =V 1 min. 0,0
6hE — V 1 min. 0,0
12hE — V 1 min. 0,0 - - - -
18h E - V 1 min. - 1,91 - -
20hE - V 1 min. - 3, 82 . - -
22hE - V 1 min. - 0, 95 - - -
240E -~V 1 mic. - 5, 32 4,67ab  6,14b ~ 8,91b
36hE - V 1 min. - - 9,09 b 13, 04c 16, 31c
48hE — V 1 min. - . 8,95 b 16, 28¢ 15,959
B} - 5,74 4,19 3,76

DMS,, (Tukey)
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e a esse periodo chamou-se de "periodo de pré—indugao”.

Na Tabela 4 sao apresentados os valores angulares
de germina¢ao para esporos mantidos sob luz fluorescente
branca constante e para esporos que receberam tratamentos
luminosos de 1 minuto de luz vermelha, apdés o periodo de
pré—-indu¢ao. Sao mostrados também o .mis em que oS esboros
foram coletados e o tempo de armazenamento em dias, a 4 C
Observa—se que ha varia¢do da germina¢do sob luz constante,
entré as coletas. 0Os valores de germina¢ao da éoleta de jjj
nho de 1985 foram menores que os de outrasrcoletas;com tem
po de armazenamento semelhante. A germinacao foi semelhan-
te de 81 a 167 dias, para a coleta de mar¢co de 1985. A co-
leta de junho de 1984 mostra nitidamente que a germinac¢ao
diﬁinuiu ap6s 275 dias de armazenamento. Og dados da cole-
ta de abril de 1985 sugerem que a germina¢ao comece a,(ﬁni
nuir ao redor de 176 dias de armazenamento.

Quanto aos resultados encontrados para o tratamento
luminoso de 1 minuto de dura¢do, realizado apos a prezindji
¢ao, observa-se que o0s esporos sempre responderam a este
tratamento. Os mais altos valores de germina¢ao foram en-
contrados para a coleta de mar¢o de 1985 , com 54 e 81 dias
de armazenamento e para a coleta de junho. de 1984, com 107
dias de armazenamento. Os menores valores de germinagdo fo-
ram encontrados para a coleta de junho de 1985 apdés 84 e
87 dias de armazenamento. Apoés 275 dias de armazenamento ,
houve uma diminui¢ao da resposta de germina¢ao, pelos da-
dos da coleta de junho de 1984.

0 efeito de tratamentos multiplos de luz vermelha ,
de 1 minuto de durac¢ao, com inicio apdés o periodo de pré-

indu¢ao, ¢ mostrado na figura 4. Foi analisado o efeito de
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TABELA 4 - Germinag¢ao sob luz branca constante e apds tra-
tamento de 1 minuto de 1luz vermelha(fonte b) rea-=
lizado depois do periodo de pré-indugao, para
esporos de Cyathea delgadii.

fonte b: lampada fluorescente vermelha.

germina¢dao - valor angular
Coleta armazenamento
més (di as) LC 48hE — V 1 min.
janei ro/1985 64 | 52, 37a 8, 95a
margo,/T985 54 . 53, 01b 16, 28¢
I 76 53, 07h 9, 63a
I 81 50, 584, 14, 0lc
1 95 51, 88a : 12, 08a
1 105 49, 62a 12, 35a
I 131 51, 36a 12, 46a
11 132 48, 33a 10, 13a
1 141 49, 81a 11, 24a
I 145 47, 87a 10, 41a
It 159 49, 18a 10,6 a
I 161 - 46, 15a - 10,6 a
I 167 46, 62a 10,6 a
abri 1/1985 170 53, 04b 10, 29a
1 171 53, 38b 9, 22a
11 176 48, 76a 12, 38a
1 177 50, 47a 13, 03a
I , 186 18, T3a 10, 23a
junho/1985 77 41, 06¢ 9, 40a
11 79 41, 43¢ 8,6 a
1 84 42, 30¢ 6, 59b
I 87 43,62¢ 6, 84b
junho/1984 107 53, 35b 15, 81¢
I 112 57, 41b 13, 47a
I 275 47, 95a | 8, 51a

RN

+
PNV 49,25 t 3,65 10,95 ¢ 2, 82
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1, 2, 3, 4 e b tratamentos de 1 minuto de luz vermelha.Es-
ses tiveram inicio apds o perfodo de pré-induc¢ao.Foram in-
tercalados por periodos de 24 horas de escuro. 0 efeito do
tratamento unico de 1 minuto de luz vermelha foi significji_
tivamente menor do que o efeito de 2, 3, 4 e b minutos de
tratamento luminoso. Oé efeitos de 2 e 3 minutos de luz ver
melha foram estatisticamente iguais. Entretanto, foram di-
ferentes dos efeitos de 4 ¢ 5 minutos de luz vermelha, que
foram iguais entre si.

A figura 5 mostra que houve uma correla?éo positiva
(r = 0,93) entre os valores angulares de germinagao e o njj

mero de tratamentos luminosos de curta dura¢ao.
— Reversdao Vermelho-Vermelho Extremo

A reversao do efeito do tratamento de luz vermelha, de

curta durag¢do, pelo vermelho extremo e mostrada na Tabela

5 Tratamento de 1 minuto de vermelho extremo realizado i mje
diatamente apos o tratamento de 1 minuto de luz vermelha |,
causou reversao parcial do efeito da luz vermelha (Experi-
mento 1). Os tratamentos luminosos foram realizados apéé 0
periodo de pré-indu¢ao. 0 experimento 2, mostra que trata-
mento de 5 minutos de vermelho extremo realizado imediata-
mente apos o tratamento de 1 minuto de luz Vermelha, reve_r
te seu efeito, totalmente. |

A figura 6 mostra o efeito de tratamentos de verme-
lho extremo, de 5 minutos de duragdo, fornecidos apos O,
4,6 e 8 horas de escuro, intercaladas entre o tratamento
de luz vermelha de 1 minuto de dura¢ao. Esses tratamentos

foram realizados apés o periodo de pré—indugao. Observa-se
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to de duracao, na germ1nacao de esporos de Cyathea delgadit.
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que quando vermelho extremo foi ° fornecido :imediatamente
ap6s o tratamento de luz vermelha, ocorreu reversao, pois
houve uma resposta muito baixa de germinacao, estatistica-
mente menor do que o controle V (1 minuto de luz vermelha).
Apés 4 horas de escuro intercalado entre os tratamentos Ijj
minosos houve pequena promo¢ao de germiﬁagéo, menor do que
a do controle V. A resposta de germina¢ao fol crescente,
quanto maior o periodo de eséuro entre os tratamentos 1 umj
nosos. Quando foram intercaladas 8 horas de escuro entre
os tratamentos luminosos, nao ocorreu reversao do efeito da
luz vermelha pelo vermelho extremo.

A figura 7 mostra que ha uma correlagao positiva e
direta (r = 0,96) entre a germinabilidade de esporos de
Cyathea delgadii e o nlumero crescente de horas de escuro
intercalados entre os tratamentos de luz vermelha e verme-

lho extremo.
- Tratamentos Luminosos de Longa Durac¢ao

Os experimentos dessa série tiveram por objetivo ve
Arificar quais os tratamentos luminosos capazes de causar a
maior resposta de germinacao, para esporgé pré—induzidos por
48 horas no escuro a 25° C. Verificou-se o efeito de tres
fontes luminosas: lampada fluorescente branca; lampada fluf
rescente vermelha e lampada fluorescente gro—-lux associada
a filtro de papel celofane vermelho.

Nesses experimentos foram feitos tres controles: -
luz constante, onde se usou a fonte luminosa dos tratamen-
tos de longa durac¢ao; tratamento luminoso de 1 minuto de

durag¢ao, com a mesma fonte luminosa dos anteriores e escu-—
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TABELA 5 - Reversao do efeito da luz vermelha de 1 minuto
de durag¢ao, pelo vermelho extremo, na germina-
cao de esporos de Cyathea delgadii. Os experi-
mentos foram realizados a 25° C. Nao foram con-
siderados os controles em luz continua para ca2

culo de F.
LC — Luz branca constante; EC — Escuro constante;
V - Luz vermelha, fonte b: lampada fluorescente
vermelha
VE — Vermelho extremo, fonte e: lampada incandes-

cente 40 W e filtro (3 folhas de papel celo-
fane azul e 2 folhas de papel celofane verme

1ho).
T
Germi nacao
Tratamento
valor angular
Experi mentos
12

Coleta - - mar¢o mar¢o
armazenamento (dias) 79 98
Controle LC 53, 07 51 ,88
Controle BC 0,0 a 0 ,9a
48hE - V 1 min » | 9,063c¢ 12, 08b
48hE - V 1 min.-VE 1 min. : 5,5 8b
48hE - V.1 min. - VE 5 min. - 0,0 a

DMS,, (Tukey) 3,55 6, 66
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FIGURA 6 - Determinagao do tempo de escape da reversio do efeito da

luz vermelha pelo vermelho extremo, na germinagao de espo-

ros de Cyathea delgadii. Tratamento de 1 minuto de luz ver-

melha, foi realizado apos o perTodo de pri-indugao. Trata-

mentos de 5 minutos de vermelho extremo foram fornecidos

apos 0, 4, 6 e 8 horas de escuro intercalados aos tratamen

tos de luz. 0Os experimentos foram realizados a 25° C

Fonte b — lampada fluorescente vermelha

Fonte e — lampada incandescente (40W) e filtro (3 folhas de
papel celofane azul e 2 folhas de papel celofane
vermelho)
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FIGURA 7
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Correla¢ao entre horas de escuro intercaladas entre trata-
mentos de luz vermelha e vermelho extremo e a germinabili-
dade de esporos de Cyathea delgadii. Esses tratamentos fo-
ram tealizados apés a pré—indugao. Os experimentos foram
feitos a 25° C
Fonte b — lampada fluorescente vermelha
Fonte e — lampada incandescente (40W) e filtro (3 folhas de

papel celofane azul e 2 folhas de papel celofane
vermelho)
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ro constante.

A figura 8 mostra os resultados de um experimento
onde 0s esporos receberam tratamentos de 1, 2, 4, 6, 8 e
10 horas de luz fluorescente branca, apdés o periodo de pre_l
inducao. A seguif, retornaram ao escuro. A germinagao atin-
giu a estabilidade depois dos esporos receberem 4 horas de
luz. Entretanto, esses valores de germina¢ao sao menores
do que os do controle em luz continua.

Na figura 9 estao representados os resultados de

tratamentos luminosos de longa durag¢dao, cuja fonte lumino-
sa fTol lampada fluorescente vermelha. 0Os esporos receberam
tratamentos luminosos de 1, 2, 4, 6 e 8 horas. Esses foram
realizados apdés o periodo de pré-inducao. 0 tratamento de
10 horas foi suprimido, visto que a.figura 8 mostra que o
tratamento de 4 horas mostrou efeito semelhante aos de 6,
8 e 10 horas. Foram mantidos, os de 6 e’ 8 horas, pois a mudan-
¢a de fonte luminosa poderia alterar as respostas bioldgi--
cas. Nota-se que os valores de germinag¢ao atingem uma estja
bilidade apdés tratamento luminoso de 4 horas. Os valores sao
menores do que os de luz vermelha constante.

0 efeito de tratamentos luminosos de longa durac¢ao,
utilizando—-se como fonte luminosa a lampada fluorescente
gro—-lux associéda a filtro. de papel celofane vermelho ¢é
mostrado na figura 10. Os tratamentos luminosos também fo-
ram de 1, 2, 4, 6 e 8 horas. Observa—-se um aumento gradual
da resposta de germina¢ao. Somente os tratamentos de 1 mi-
nuto, 1 hora e 2 horas promoveram respostas semelhantes.Os
demais induziram promo¢oes crescentes de germinag¢ao. O trji
tamento de 8 horas promoveu a maior resposta de germinacao,

mas esta foi menor do que a do controle em luz continua.
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A figura 11 apresenta uma sobreposic¢ao dos resulta-
dos apresentados nas figuras 8, 9 e 10. Observa-se que trja
tamentos de 1, 2, 4 e 6 horas de luz vermelha, utilizando-
se lampada fluorescente vermelha, causaram as maiores res-
postas de promog¢ao de germina¢ao. O tratamento de 1 hora
de luz vermelha foi maior'do que o de 1 hora de luz branca.
Os-tratamentos de 2, 4 e 6 horas de luz vermelha foram es-
tatisticamente maiores do que os de luz branca e luz vermf
lha cuja fonte foi a lampada gro-lux associada ao filtro
de papél celofane vermelho. Os tratamentos de 8 horas de
luz causaram respostas _semelhanﬁes,. considerando—-se as
tres fontes luminosas testadas.

A figura 12A compara os tratamentos luminosos de 1
minuto de durag¢ao realizados com trés diferentes fontes 1ju
minosas, ap6s o perTodo de pre-indu¢do. Nota-se que a maior
promo¢ao de germinagao foi obtida com a lampada gro-lux as_
sociada a filtro de papel celofane vermelho (tratamento c).

A figura 12B compara -a germina¢ao sob luz continua,
para esporos submetidos a trés diferentes tratamentos 1 umj
nosos. Nao houve diferen¢a entre os trés tratamentos.

Com o intuito de se obter explicag¢oes para o fato
dos tratamentos luminosos de longa duragao nio causarem prf
mo¢oes iguais as de luz constante, foram feitos experimen-
tos onde se aumentou o periodo de exposi¢ao aos tratamen-
tos luminosos. Na figura 13 estao os resultados de um expf
rimento onde se verificou o efeito de tratamento de 24 e
48 horas de luz branca ou vermelha (lampada fluorescente ver
melha) fornecidos ap6s o periodo de pre-indugao. Esses trf
tamentos promoveram a germina¢ao, mas os valores obtidos

foram menores do que os de luzes branca ou vermelha cons-—
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FIGURA 11 - Efeito de tratamentos luminosos de longa duragao, na ger—
minag¢ao de esporos de Cyathea detgadi—L, a 25° C. Us trata-
mentos foram realizados apOs o periodo de pré-indugao.
Fontes a, b, c¢: lampada fluorescente branca; lampada fluo”

rescente vermelha; lampada fluorescente gro-lux as’
sociada a filtro de papel celofane vermelho



FIGURA 12 - Efeito de tratamentos luminosos de 1 minuto de duragao e
de luz contTnua na germinagao de esporos de Cyvathea del-
gadiiij a 25° C Os tratamentos de 1 minuto foram realiza-
dos ap0s a pre-indugéo.

A — Tratamento de 1 minuto

B - Luz contTnua R
/ Fontes a, b, c: lampada fluorescente branca;lampada fluo- .
rescente gro-lux associada a filtro de pa_

pel celofane vermelho
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FIGURA 13 — Efeito de tratamentos luminosos de longa duragao (24 e 48

horas) na germinagao de esporos de Cyathea aelgadii, _

a

25° (. Os tratamentos foram realizados apds a pré—indugao.
Fontes a, b: lampada fluorescente branca; lampada fluo-
rescente vermelha
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tah tes.

No experimento da figura 14 foi utilizada lampada
gro-lux e filtro formado por papel celofane vermelho. Apds
o periodo de pré-inducao, esporos receberam tratamentos de
24, 48 ou 120 horas (5 dias) de luz vermelha. 0 tratamento
de 24 horas nao atingiu o valor obtido para luz constante.
Os tratamentos de 48 horas e 120 horas causaram efeito es-
tatisticamente igual ao do controle ‘sob luz continua. Tra-
tamento de 120 horas de luz branca (nao mos trado), :iriduziu
resposta de 57,23 (valor angular) esﬁatisticamente igual
a de 59,76 do controle sob luz continua.

Em resumo, nessa série de experimentos observou-se
que o tratamento luminoso de curta dura¢ao mais eficiente
em promover a germina¢ao de esporos de Cyathea delgadii foi
obtido com o uso de lampada fluorescente gro—-lux associada
"a filtro de papel celofane vermelho. Tratamentos luminosos
de 4 horas de luz causam estabilizacao da resposta de ger-
_ﬁinagéo, quando se utilizaram lampadas fluorescentes bran-
ca ou vermelha. Com o uso de lampada gro—-lux e filtro de
papel Eelofane vermelho, as respostas de germina¢ao tive-
ram um aumento gradual gquando os tratamentos luminosos au-
mentaram de 1 a 8 horas de duragéo. Tratamentos de 8 horas
ndo causaram o mesmo efeito da luz continua, para as trés
fontes luminosas wutilizadas. Quando os tratamentos foram
aumentados para 24, 48 ou 120 horas de duragao, a lampada
gro—lux associada a filtro de papel celofane vermelho indu;

ziu promo¢ao que se assemelhou a da luz constante.
- Tratamentos com Luz Azul

Na Tabela 6 estao indicados os resultados de experi
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Fonte c¢: Tampada fluorescente gro—lux associada a filtro
de papel celofane vermelho



TABELA 6 - Efeito de tratamentos dé
de dura¢ao (dnicos

tos longos (24,
de esporos de

,6-6,

luz azul de 1 minuto
didrios.) e de tratamen-
120 horas) na germina¢ao
Cyathea delgadii, a 25° C.0s trji

tamentos foram realizados apds a pré—-indugao.
Nao foram considerados os valores de luz bra n
ca constante no cdalculo de F foi calculado pji
ra os dois experimentos juntos

LC — Luz branca constante, fonte a: lampada fluores-

cente branca;

EC — Escuro constante

Azul - Luz azul, fonte d: lampada fluorescente azul e
filtro de papel celofane azul.

Tratament o

Germi na¢ao

vaior angular

Expe ri mentos

12

Col et a setembro setembro
armazenamento (dias) 156 170
Controle LC 59, 43 63,57
Controle EC 0,0 a 0,0 a
Azul constante 7, 08b 4 ,22a
"Azul 1 mi nu to dni co 0,0 a

Azul 1 minuto didario 0,0 a -
Azul 24 horas 7,10b 3, 26a
Azul 48 horas 4 ,37a 5,42a
Azul 120 horas 0,0 a 5,19a
DMS.~ (Tukey)' 5,57 5,57
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mentos onde se testou o efeito dé tratamento Unico ou did-
rio de luz azul, de 1 minuto de dura¢ao. Os tratamentos fo-
ram realizados apos a préfindugéo. Foi também verificado o
efeito de tratamentos longos (24, 48 e 120 horas) de 1luz
azul. 0Os experimentos tiveram como controle tratamentos de
luz branca constante, escuro constante e luz azul constan-
te. A luz azul causou uma pequena promo¢ao da germina¢ao ,
que nem sempre foi significativa estatisticamente, devido
as baixas porcentagens de germina¢do. Tratamentos de curta
dura¢ao nao promoveram a germina¢ao. Luz azul constante e
tratamentos de 24, 48 ou 120 horas de luz azul induziram
a pequenas respostas de germina¢ao, que atingiram um valor
angular mdaximo de 7,,1, ao redor de 1, 5%.

A figura 15 representa .resultados de um experimento
onde se associaram tratamentos de luz vermelha e luz azul,
“ambos de longa durag¢ao. A luz azul nao impediu a manifestji
cao do efeito indutor da luz vermelha. No tratamento b, os
esporos receberam 48 horas de luz azul, apdés o periodo de
pré-indu¢ao e depois foram expostos a luz vermelha até o
final do experimento. O valor de germinag¢ao obtido apéds e’
se tratamento foi estatisticamente igual a do controle sob
luz vermelha constanté (lampada gro-lux e— filtro de papel
celofane vermelho).

- Espectro Fotoactustico de Esporos Secos e Paredes

de Esporos

A figura 16 ¢é o espectro fotoactustico de esporos se
cos e paredes de esporos, ambos sem serem embebidos. Esse

espectro foi tracado com o objetivo de se verificar em que
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FIGURA 15
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FIGURA 16 — Espectro fotoactstico de esporos secos e paredes de espo—
- ros de Cyathea delgadii,.
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comprimento de onda, principalméﬁte na faixa da luz visi-
vel, os espbros absorvem ou transmitem mais a luz. No es-
pectro fotoaclustico, quanto maiof»for a amplitude do sinal
maior foi a absorgéo. da luz e consequentemente, menor a
transmissao. Tanto paredeé como.esporos.intactos nao embe-
bidos absorvem mais na faixa do ultravioletailongo, dimi-
nuindo gradativamente na faixa da luz azul. Nas faixas da
luz vermelha e vermelho extremo, a absor¢dao ¢é pequena e

portanto, a transmissao & alta.
~ Efeito de Temperatura

Os tratamentos utilizadqs para induzir germinac¢ao ’fg
ram os tratamentos inicos ou didrios de 1 minuto de lﬁz
vermelha. A fonte luminosa ﬁsada foi anhf lémpada fluores-
cente vermelha. Verificou-se como as diferentes temperatu-
ras testadas afetam a indu¢ao da germina¢ao, causada por
esses tratamentos luminosos.

Inicialmente, foi estudado o efeito de temperaturas
constantes, durante o periodo de pré-inducao (sempre 48 hf
ras de.embebigéo no escuro), para esporos que receberam trji
taménto dnico de 1 minuto de luz vermelha (a 25° C), apos
esse periodo. A Tabela 7 representa resultados de uma sé-
rie de experimentos onde foi variada a temperatura durante
o periodo de préfindugéo. Apds esse periodo, os esporos r
ceberam .tratamento Unico de luz vermelha e a seguir foram
mantidos no escuro a 25° C, até o final do experimento. Cada
experimento apresentou ﬁ@s controles, a 25° C: luz fluo-
rescente branca constante; escuro constante e tratamento

de 1 minuto de luz vermelha, apdés o periodo de pré-indugao.



TABELA 7

C—T71-

Efeito de temperaturas durante o perTodo de pré-
indu¢gao, na germinag¢gao de esporos de Cypathea del—
gadiiy que receberam tratamento de 1 minuto de
luz vermelha apdés a pré—-inducao. Depois do tra-
tamento, ~retornaram ao escuro a 2° ¢ Nao foram
considerados os valores de 1luz constante nos
cdlculos de F.

LC - luz fluorescente branca constante

EC — escuro constante ,

fonte b: lampada fluorescente vermelha

Tratament O

Germi nag¢ao
valor angular

Ex pierim édnt o’s

1 2 3 4 5
Coleta marg¢o marg¢o junho margo abril
armazenamento (dias) 84 93 T 83 176
Controle LC 50, 58 49, 70 43, 85 49, 81 48, 76
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,0 a
T ° C durante '
a pré-indugao
5 0,0 a - - 0,0 a -
10 0,0 a
15 0,0 a
20 1,9 a
25 14, 0lc 11, 68b 9,4 ¢ 11, 24b 12, 38b
30 7, 48b . 4,91b -
35 : 0,0 a 0,0 a " :
40 - - - : 0,0 a
45 0,0 a

DMS

5%

(Tukey) 4,03 1,39 3,71 3,53 2,49
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Pelos resultados apresentados anteriormente (Tabelas 3 e 4),
sempre ocorreu promo¢ao da gefﬁinagéo quando o tratamento
luminoso foi fornecido a esporos pré-induzidos a 25° C. Pela
Tabela 7, observa-se que esporos pré—-1i nduzi dos a 30°(Lapmi
sentaram valores de germina¢ao menores do que bs obtidos
para os p ré-i nduzi dos a 25° C. Nao houve indug¢ao de germinji
¢ao para esporos tratados com as temperaturas de 5, 10, 15,
20,.35, 40 e 45° C durante o periodé de pré-indugao.

A  Tabela 8 mostra os resultados de experimentos on-
de se variou a temperatura durante o periodo de prBfindu——
cao. Apbés esse periodo, os esporos receberam tratamentos
didarios de ‘luz vermelha, intercalados por intervalos de 24
horas de escuro, a 25° C. Estes experimentos apresentaram tam
bém trés controlés, >a 25° C: luz fluorescente branca cons-
tante: escuro constante e tratamentos didrios de 1 ﬁhnwo de
luz vermelha, iniciéndo apds o periodo de pré-indug¢ao. No-
ta—se que houve um aumento gradual da germi nabi 1 i dade ,coji
forme as temperaturas de pré-indugao aumentaram de 5 para
25° C. Com .a aplicag¢ao de tratamentos luminosos didrios, o b
serva—se que os efeitos inibidores de determinadas tempera
turas durante a pré-indu¢ao, foram parcialmente revertidos,
com exce¢ao do efeité de 30° C, cuja pequena inibi¢ao de
germinagéo foi totalmente revertida. O efeito inibidor de
temperaturas de 35,740 e 4° C nao foi anulado, mesmo com a
aplica¢ao de tratamentos didrios de luz vermelha. Ha evi-
déncias de que quanto mais baixa fol a temperatura de pré-
indu¢ao, menor se tornou a fotossensibilidade dos esporos.
Isto porque foram necessdrios cinco tratamentos luminosos
de curta durac¢ao, fornecidos a cada 24 horas, para que oS

esporos p re—i nduzi dos a 5 e 10°C apresentassen germinabili



TABELA 8 -
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Efeito de temperaturas durante o perTodo de pré
indu¢do, na germinagao de esporos de Cyathea del-
gadiij que receberam tratamentos didrios de 1
minuto de luz vermelha, intercalados por perTo-
dos de 24 horas de escuro. Depois dos tratamen-
tos, retornaram ao escuro a 25° C. Nao foram coji
siderados os valores de luz constante nos cal cjj
los de F.

LC - Luz fluorescente branca constante

EC — Escuro constante

fonte b: lampada fluorescente vermelha

Trata-ment o

Germi nag¢ao
valor angular

Experime.w 0O

1 2 3
Coleta junho mar¢o abri 1
armazenamento (dias) 85 175 176
Controle LC 42,50 19, 81 48, 76
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a
T ° C durante a
pré—-1i nducao
5 - 12 ,63b -
10 16,01b -
15 20,07c¢
20 22 ,40c
25 25,82¢ 30 ,29 a 31, 78b
30 25,02¢
35 0,95a -
40 0,0 a
45 - 0,0 a
DUS5% (Tukey) 4,46 5,46 2,3
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dade semelhante a observada para os controles, a 25°C que
receberam apenas um.tratamento luminosos (experimento 1, da
Tabela 7). Temperaturas altas (35, 40 e 45° () causaram ini-
bi¢oes irreversTveis da fotossensibilidade.

A Tabela 9 apresenta os resultados de experimentos
onde foi variada a temperaﬁura durante os periqdos de pré-
inducao e pOs-indugao. Fofam feitos os mesmos controles rea-
lizados na Tabela 7. Apos a pré-indu¢do, os esporos recebji
ram tratamento uUnico de 1 minuto de'lué vermelha, a 2%°C e
retornaram ao escuro, nas temperaturas utilizadas no pmiql
do de pré-inducao. Todaé as temperaturas testadas durante
a pre e pOs-indu¢gdo, causaram inibi¢do da .germinagdo, quaji
do comparadas ao controle de 25° C.

A Tabela 10 representa resultados de experimentos
onde se variou a temperatura durante os periodos de pré e
pOs—indug¢dao. ApOs o periodo de pré-indugido, os esporos pa’
saram a receber tratamentos didrios de luz vermelha, de 1
minuto de dura¢ao, intercalados por periodos de escuro de
24 horas, na temperatura' de pré-inducao. Observa-se que
temperaturas de 5 , 10 , 15 , 30, 35 , 40 ét%°C fornecidas guA
rante os periodos de pré e pos—indu¢ao inibem totalmente o
efeito promotor dosvtratamentos luminosos. diarios. Isto su-
gere a anulag¢gao da fotossensibi 1 idade ou'inibigées também
a ﬁivel metab6élico, impedindo a germinagéol A temperatura
de 2°C aplicada durante esses periodos causa uma redug¢ado
da germinacao, qﬁando se compara a germinabilidade a 25° C.

0 efeito de alternancia de temperaturas foi verifi-
cado durante a pré-indu¢ao e durante pré e pos—indu¢cao»pa-
ra esporos que receberam tratamentos uUnicos’ de luz verme-

lha de curta duracao.



TABELA 9

Efeito

detemperaturas

durante os periodos

de

pré—indu¢aoc e pos—-indu¢do, sobre a germina¢ao
de esporos de Cyathea 4delgadii que teceberam
tratamento de 1 minuto de luz vermelha, apods
a pré—-induc¢ao. Depois do tratamento, retorna-

ram ao escuro, nas temperaturas de pré-inducao.
Nao foram considerados os valores de luz con”
tante nos calculos de F.
LC - Luz fluoresqente branca constante
EC — Escuro constante
fonte b: lampada fluorescente vermelha
Tratamento Germi nagao
valor angular
E X per imen t O
1 2 3
Coleta junho ab ri 1 mar¢o
armazenamento (dias) 78 177 155
Controle LC 41 , 43 50,47 48, 87
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a
T ° C durante
pré—inducao e
pos—1i ndu¢ao
5 - - 0,0 a
10 0,0 a
15 - 0,0 a
20 2,31a
25 8, 60b 13 ,03b 10,41b
30 0,0 a -
35 0,0 a - -
40 0,0 a
45 - 0,0 a -
DMS,, (Tukey) ‘1,45 1,44 3,0




TABELA 10 -
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Efeito de temperaturas durante os periodos” de
pre—indug¢ao e pds—i ndu¢ao, na germina¢ao de e.s
poros de Cyathea delgadi—-i que receberam trata-
mentos diarios de 1 minuto de luz vermelha, i n
tercalados por periodos de 24 horas no escuro.
Depois do tratamento, retormnaram ao escuro,nas
temperaturas de pré-inducao. Néo foram considje
rados os valores de luz constante nos cdlculos
de F. _ ‘ ‘

LC —. Luz fluorescente branca constante

EC - Escuro constante

fonte b: lampada fluorescente vermelha

T ratament o

Germi nag¢ao
valor angular

E xper imen t O

1 2 3
Coleta junho ab ri 1 margo
armazenamento (dias) 78 177 155
Controle LC 41 , 43 50,47 47, 87
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a
T ° C durante
pri—-indu¢ao e
pOs—-i ndugéao
5 - - 0,0 a
10 0,0 a
15 - - 0,0 a
20 : . =" 11 ,81b
25 21 ,96b 29, 92b 29 ,06¢c
30 0,0 a -
35 0,0 a —
40 0,0 a
45 - 0,0 a -
DMS,, (Tukey) 3,16 2,3 3,717
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Na série de experimentos represéntados nas Tabelas
11, 12 e 13, analisou-se o efeito no periodo de pré-indu-
cdao, dos seguintes pares de temperaturas al ternadas: 255
25-10° C,  25-15° C,  25-20° C, 25-25° C (Controle), 25-30° C, 25~
35° C, 25-40° C e 25-45°C em <ciclos de: 8-16 horas, sendo 8
horas a 25°C e 16 horas na temperatura al ternada (tabela 11);
12-12 horas, sendo 12 horas a 25°C e 12 horas na temperatjj
ra alternada (tabela 12) e 16-8 horas, sendo 16 horas a
'2%°C e 8 horas na temperatura alternadav(fabela 13). A al-
ternancia sempre foi iniciada a 25° C.

Pelos resultados apresentados na série de experimer:
tos da Tabela 11, observa—-se que com excegao do par de tem
peraturas alternadas 25-20° C (experimento 4), todos ds ou-
tros pares alternantes em ciclos de 8-16 horas, fornecidos
durante a pré-indug¢ao, inibiram o efeito do tratamento lu-
minoso. |

| .A Tabela .12 apresenta os resultados do efeito de
teﬁperaturas alternadas, em ciclos de 12-12 horas ,  forneci_
das durante o perTodo de préfindqgéo. Nessa série de expe-
rimentos, observa-se que os pares 25-5° C (Experimento 1)
25-35° C (Experimento 3), 25-40° C (Experimenté 4) e 25-45° C
(Experimento 4). causaram inibi¢ao total dq_efeito do trata_
mento luminoso, de 1 minuto de durag¢ao, realizado apés a
pré-indu¢ao. 0Os pares alPernantes 25-10° C e 25-15° C (Expe-
rimento 2) causaram inibig¢ao parcial do efeito da luz ver-
melha. Nao houve diferen¢a entre bs efeitos dos pares 25—
20°C e 25-30° C, em ciclos de 12-12 horas e o controle a
25° C.
Na Tabela 13 estao representados os resultados dos

efeitos de temperaturas alternadas em ciclos de 16-8 horas,



TABELA

11
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Efeito de alternancia de temperaturas em ci-
clos de 8-16 horas durante a pre—-indu¢ao, ' na
germina¢dao de esporos de (yvathea delgad-ii que
receberam tratamento de 1 minuto de luz verme-
lha, ap0s a pre—-indu¢io. Depois do tratamento,
retornaram ao escuro a 25° C. Nao foram considj?
rados os valores de luz constante nos cdlculos

. de F.

LC - Luz fluorescente branca constante

EC - Escuro constante
fonte b: lampada fluorescente vermelha

8 horas sempre a 25° C

Tratament 0

Germi nag¢ao
valor angular

E xper imento s

1 2 3 4 5

Coleta margo junho ab ri 1 ab ril mar¢o
armazenamento (dias) 154 67 170 190 162
Controle LC 46, 15 41, 43 53, 04 46, 25 49,18
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0, 95 0,0 a
Pares de temperatu-
ras alternadas em
ciclos de 8-16 horas
% C-5C 0,0 a - - - -
2B C-10° C - 0, 95a.". - - -
B C-15° C - - 2,6la - -
B C-2° C - - - 8, 47b -
2B C-25° C 10, 60b 8,60c - 10,29 11, 90b 10, 60b
B C-° C - 3,82b - S -
B C-%C - 0,0 a - - --
%5° C—40° C - - - - 0,0 a
% C-4° C - - - 0,0 a
DMS (Tu key) 1 ,84 3,21 4,22 4,05 ' 1,84
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TABELA 12 - Efeito de alternancia de temperaturas em ciclos
de 12-12 horas, durante a pré-indugao, na ger-
mina¢ao de esporos de Cyathea delgadii que re-
ceberam tratamento de 1 minuto de luz vermelha,
apOs a pré—i nducao. Depois do tratamento, retor
naram ao escuro, a 2b° C. Nao foram considera-
dos os valores de 1luz constante nos cdlculos de
F.

LC — Luz fluorescente branca constante
EC - Escuro constante
fonte b: lampada fluorescente vermelha
12 horas sempre a 25° C

Ge rmi n acao
Trat a m e n t o}
valor angular

Ex perimento

i 2 ' 3 4
C ol et a mar¢o mar¢o marg¢o mar¢o
armazenamento (dias)
Controle LC 46, 15 51, 36 49,62 49, 18
Controle EC 0,0 a O;O a 0, 95a 0,0 a
Pares de temperaturas
alternadas em ciclos
de 12-12 horas
2% C— 5 C 0,0a . - - -
bH°C- 1°C - 7,64b - -
%5 C- 15°C - 7,24b - -
% C— 20 C - 10,91c 10,67b -
% C- 26°C 10,60b 12 ,46c 12,35b 10 , 60b
2% C— X C - - 11, 36b -
2% C— HC - - 0,0 a -
2B C- 40 C - - - 0,0 a
2% C— 45°C - - - 0,0 a

DMS.; (Tu key) 1,84 3,65 5,46 1, 84




TABELA 13 - Efeito de alternancia de temperaturas em ci-
clos de 16-8 horas, durante a pre—-indu¢ao, na
germinag¢ao de esporos de Cyathea delgadii, que
receberam tratamento de 1 minuto de luz verme-
lha, apOs a pre-induc¢ao. Depois do tratamento,
retornaram ao escuro a 25° C. Nao foram conside_
rados os valores de luz constante nos calcu-
los de F.

LC - Luz fluorescente branca constante
EC - Escuro constante
fonte b: lampada fluorescente vermelha
16 horas sempre a 25° C

T rat a m e On t Germi nagao

: valor angular
Exoer imento s
1 2 3 4 5

C ol et a marg¢o junho abri 1 abril marg¢o

armazenamento (dias) 164 84 170 190 162

Controle LC 46, 15 42, 30 V 53,04 46, 25 49, 18

Controle EC

0,0 a 0,0 a 0,0 a 0, 9ba 0,0 a

Pares de temperatu-

ras alternadas

em

ciclos de 16-8 horas

25°
25°
25°
25°
25°
25°
25°
25°
25°

C- 5 C
C- k?o
C- 15°C
C— 20 C
C-25°C
C—30° C
C- 3% C
C—4r C
C-— 457 C

0, 95a - - , -
- 5, 18b , - -
- , 11, 47b - .

- - ~ - 12,23b -
10,6h, 6,595 10,29b - 11,90b  10,60b
- 4,37ab - - - -
- 0,0a - - -

- - - , 0,0a
- - - - 0,0a

DMS.; (Tukey) 2,71 5,08 3,30 4,70 1 ,84
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fornecidos durdnte a pri-induc¢ao. Observa-se que os pares:
25-5° C  (Experimento 1), 25-35° C (Experimento 2), 25-40° C
(Experimento 5) e 25-45° C (Experimento 5) inibem o efeito
indutor do tratamento de luz vermelha. Nao houve diferenca
entre os efeitos dos pares 25-10° ¢ (Experimento @,25{5°C
(Experimento 3), 25-20° C (Experimento 4), 25-30° C (Experi-
mento 2) e o controle a 25° C.

Em resumo, quanto menor o tempo de exposicao a tem-
peratura alternante, durante o perTodo de pr&%nmméé, mai or
o efeito indutor do tratamento luminoso, para as temperatjj
ras alternantesAde 10, 15, 20 e 30° C.

Na serie de experimentos representados nas Tabelas
14, 15 e 16, analisou-se o efeito, nos berTodos de pré e
pos—-indu¢ao, dos pares de temperaturas alternadas: 25-5° C,
25-10° C, 25-15° C, 25-20° C, 25-25° C (Controle), 25-30° C, 25~
35° C, 25-40° C e 25-45° C. Estes pares foram em ciclos de
8-16 horas, sendo 8 horas a 2°C e 16 horas na temperatura
alternada .(Tabela 14); 12-12 horas, sendo 12 horas a 25°C
e 12 horas na temperatura alternada (Tabela 15) e 16-8 ho-
ras, sendo 16 horas a 25°C e 8 héras na temperatura alter-
nada (Tabela 16). A alternancia sempre iniciou a 25° C.

A Tabela 14 apresenta os resultados do efeito de
temperaturas alternadas em ciclos de 8-16 horas, durante
pré e pOs-indug¢do. Todos os pares d? temperaturas aiterna—
das inibiram o efeito do tratamento de luz vermelha, de 1
minuto de durag¢dao, fornecidos apOs o perTodo de pré-indu—
cao, com exce¢cao do par 25-20° C (Experimento —4)

Os efeitos de temperaturas alternadas em ciclos de
12-12 horas durante os perTodos de pré e pOs-indugdo estao

indicados na Tabela 15. 0Os pares alternantes 25-5° C (Expe-—
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TABELA 14 - FEfeito de alternincia de temperaturas _em ci-
' clos de 8-16 horas, durqpte a pre—indu¢ao e a
pos—indug¢ao, na germinagcao de esporos d e Cyvathea
delgadii, que receberam tratamento de ]_ minuto
de luz vermelha apOs a pré-indugao. Apdés o trja
tamento, os esporos retornaram ao escuro e fo-
ram mantidos no sistema de temperaturas da pré&
indu¢do. Nao foram considerados os valores de
luz constante nos cdlculos de F.
LC - Luz fluorescente branca constante
EC - Escuro constante
fonte b: lampada fluorescente vermelha
8 horas sempre a 25° C
Germi nac¢ao
Trat ament O
valor angular
E xper imento s
1 2 3 4 5
C ol e ta marg¢o junho abri 1 abri 1 mar¢o
armazenamento (dias) 154 68 170 190 162
i~ -
Controle LC 46, 15 41, 43 53,04 46, 25 49, 18
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0, 95a 0,0 a
Pares de temperaturas
alternadas em ciclos
de 8-16 horas
25° C-5"C 0,0 a - - - -
0 0
50— 10C - 0,0a - - -
2 C- 1B C - - 0, 95a - -
R C- A0 C - - - 9, 88b -
25° C—- 25°C~ 10, 60b 8,6 b 10, 29b 11, 90b 10, 60b
2 C- A C - 0,0 a - - -
B C- HC - 0,0a - - B
25° C— 40 C - - - - 0,0a
.25 C- B C B - - - 0,0a
(Tukey 1,84 1,45 2, 89 3, 65 1, 84

5 3
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rimento 1), 25- 10°C (Experimento 2), 25-35° C (Experimento
2), 25-40° C (Experimento 5) e 2545° C (Experimento 5) ini-
biram o.efeito do tratamento de luz vermelha, de 1 minuto
de duracao, fornecidos apds o periodo de pré-induc¢ao. Hou-
ve pequena resposta de germinagéo, para esporos tratados
com os pares 25-15° C e 25-30° C, embora nao significativa
estati sti camente.

Na "Tabela 16 estao representados os resultados de
temperaturas alternadas em ciclos de 16-8 horas, forneci-
das durante os periodos de pré e pos—-i ndug¢ao. Observa-se que
os pares 25-5° C (Experimento 1), 25-10° C (Experimenﬁo 2)
25-30° ¢ (Experimento 2), 25-35° C (Experimento 2), 2540° C
(Experimento 5) e 2545° C (Experimento 5) inibem o efeito
do tratamento luminoso de 1 minuto de luz vermelha, forne-
cido apls o pefﬁodo de. pré-indugao. 0Os pares 25-15° C (Expg
rimento 3) e 25-20° C (Experimento 4), apresentaram efeito
semelhante ao controle a 25° C.

Observa-se que qﬁanto menor o tempo de exposigéo a
temperatura alternada, na faixa compreendida entre 10 a
20° C, maior a resposta de germina¢do. Temperatura baixa(5° ()
e temperaturas altas (30° C ou acima), causam inibi¢des do
efeito da 1luz vermelha, que nao podem ser.anuiadas mesmo
quando se aumenta o periodo alternante a 25° C, num ciclo

de 24 horas.

- Pré-Embebicao em Vapor de Agua durante

uma semana

Esporos foram submetidos a pré-embebi¢do em vapor

de agua durante uma semana para se verificar se havia aee—
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Efeito de alternadncia de temperaturas em c¢i-
clos de 12-12 horas, durante a pri-indu¢ao e a
pos—indu¢ao, na germina¢ao de esporos de Cya-
thea delgadii, que vreceberan tratamento de J/
minuto de luz vermelha apOs a preflndugao Apos
0o tratamento, 0SS esporos . retornaram ao escuro
e foram mantidos no sistema de temperaturas da
pré—-indu¢ao. Nao foram considerados os valores

" de luz constante nos cdalculos de F.

LC — Luz fluorescente branca constante
EC — Escuro constante '
fonte b: lampada fluorescente vermelha
12 horas sempre a 25° C.

Tratament o

Germi nacao
Valor angular

E xoer imento s

1 2 3 4 5

Coleta margo junho ab ri 1 abri 1 margo
armazenamento (dias) 154 68 170 190 162
Controle LC 46, 15 41,43 53, 04 46, 25 49,18
Controle EC. 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0, 95a 0,0 a
Pares de temperaturas
alternadas em ciclos
de 12-12 horas
% C-5C 0,0a - - - -
2%5° C—10° C - 0,0 -
25 C-15° C - 3, 26a
267 C-20 C - 15,37 -
%" C-5°C 10, 60b 8, 60b 10, 29b 11, 90b 10, 60b
5 C-3° C - 1,91a - - -
5 C-3%HC - 0,0a - - -
6B C-4r C - - - - 0,0a
2%5° C— 4" C - - - - 0,0a

DMSrg//éTdﬂ&ey) 1,84 2,55 3,7 4,051 ,84
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TABELA 16 - Efeito de alternancia de temperaturas em ciclos

de 16-8 horas, durante a pré-inducao e a pos—
indu¢ao, na germina¢dao de esporos de C(Cyathea
delgad-ii, que receberam tratamento de 1 minuto
de luz vermelha apdés a pré-indug¢ao. Apds o tra_
tamento, ‘0s esporos retornaram ao escuro e fo-_
ram mantidos no sistema de temperaturas da pre
indu¢ao. Nao foram considerados os valores de
luz constante nos cdlculos de F.

LC - Luz fluorescente branca constante

EC - Escuro constante

fonte b: lampada fluorescente vermelha
' 16 noras sempre a 25° C

Germi nacg¢ao

Trat amento s Valor angular
Expe riment () s
1 2 3 4 5
C ol e ta marg¢o junho abri 1 abri 1 marg¢o
armazenamento (dias) 154 68 170 190 162
Controle LC 46, 15 41, 43 53, 04 46, 25 49, 18
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,95 a 0,0 a
Pares de temperaturas
alternadas em ciclos
de 16-8 horas
25° C-5°C 0,0a - - - -
% C- 100 C - 0, 95a - - -
25" C- 15° C - - 8, 34b - -
2%°C- 20°C - : - . 9, 87b -
2" C- 25° C 10, 60b 8, 60b 10, 29b 11, 90b 10, 60b
2%5°C— X° C - 1,91a - - -
25 C—- 3 C - 0,0 a - - -
25" C— 407 C - - - - 0,0 a
25" C- 45° C - - - - 0,0 a
(Tu key) 1,84 3,21 2,45 6, 19 1,84

DMS 59
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leracao do processo de germinagéo ou se o periodo de pré-
indugéo seria alterado.

Na Figura 17 estdo representadas as curvas de germj
na¢ao para €SpOros Secos (néo pré—embebidos em vapor de dgua)
e para esporos pré-embebidos em vapor de agua pof uma semja
na. Em ambas as curvas, a germinagéo teve inicio no tercej
ro dia, mas os valores de germinagdo nos dias 3 e 4 foram
estatisticamente maiores para os esporos pré—embebidos em
vapor de agua. Nos demais dias, os . valores de germinagao
foram semelhantes.

A Figura 18 mostra os resultados de um experimento
onde esporos pré—-embebidos em vapor de agua receberam tra-
tamentos luminosos de 1 minuto de dura¢ao apds 12, 24, 36
e 48 horas de embebi¢ao no escuro. A fonte luminosa utili-
zada fol a lampada gro-lux associada ao filtro de papel 0s
lofaﬁe vermelho (fonte c¢). Esta é a fonte luminosa que in-
duz maiores taxas de germinagéo em tratamentos curtos.Como
controle, os mesmos tratamentos foram feitos em esporos se;
cos. A Figura 18A compara os resultados obtidos para espo-
ros secos com os obtidos para esporos pré-embebidos.Obser-
va—-se que esporos pré-embebidos apresentam valores de ger-
mina¢ao maiores que os esporos secos, quando os tratamen-
tos luminosos foram aplicados apoés 12 e 24 horas de embebj
¢do no escuro. ApOs 36 horas, as respostas continuam maio-
res para esporos pré-embebidos igualando-se aos esporos se
cos ap6s 48 horas de embebi¢do no escuro. 0O periodo de pre—in—
ducdo parece ser reduzido para esporos pré-embebidos. Alem
disso, esporos pré-embebidos parecem alcancar valores de
germina¢ao mais altos que esporos secos. A Figura 18B com-

para efeito dos tratamentos luminosos apenas para esporos
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FIGURA 17 — Efeito da pre—embebicao de esporos em vapor de agua, na
germina¢ao de Cyathea delgadii, a 25° C. B
Teste ta 95% foi significativo para os dias 3 e 4



FIGURA 18 — Tratamentos luminosos de 1 minuto de durag¢ao, aplicados

apos 12, 24, 36 e 48 horas de embebig¢do no escuro.

A - Comparagao entre tratamentos luminosos aplicados a
esporos pré—embebidos em vapor de agua e esporos s’
cos de Cyathea delgadt—i. o

B - Tratamentos luminosos aplicados a esporos pré—embe-
bi dos.

C - Tratamentos luminosos aplicados a esporos secos

Fonte c¢: lampada fluorescente gro—lux associada a fil-

tro de papel celofane vermelho
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pré—cmbebi dos & a Figura 18C'apenas para esporos secos. fa
ra esporos pré-embebidos, a maior resposta de germinacao
foi obtida apés 24 horas de embebigdo nb escuro e para es-
poros secos apos 48 horas. .

Na Figura 19 estéo_ representados resultados de um
experimento onde esporos pré—-embebidos em Vapor‘de agua ne
ceberam tratamento luminoso de um minuto de durag¢ao apos
24, 48, ‘72 e 96 horas de embebi¢ao no escuro. Os mesmos trji
tamentos foram realizados para esporos secos. A Figura 19A
compara respostas .de esporos pré-embebidos com esporos se-
cos. Confirmando os resultados obtidos na figura 18, obser-
va—-se que as maiores promo¢oes de germinacao foram obtidas
para esporos pré—-embebi dos que receberam tratamento lumingk
so apos 24 horas de embebig¢do no escuro e pafa esporos se-
cos que receberanm tratamentos luminosos apdés 48 horas de
embebi¢ao no escuro. 0Os valores. de germinagéo.fofam esta-
tisticamente iguais para esporos préfembebidos e esporos
secos, apos 48 horas de embebi¢do no escuro. Apas 72 ¢ 96
horas de embebigéo no escuro, houve redu¢ao da germinacao,
tanto para esporos préfembebidos'quanto para esporos sSecos.

Entretanto, a diminui¢ao na resposta de germinac¢ao, fol e_s

tati sti camente mai or para esporos pré-embebi dos . A Figura

19B mostra o efeito dos tratamentos luminosos em esporos
pré—embebidos, mostrando que a resposta de ﬁerminagéo para
esporos que receberam tratamento luminoso apdés 24 horas de
embebi¢do no escuro foi maior do que apos 48, 72 e 96 ho-
ras, sendo que a diminui¢ao da germina¢ao foi gradual. A
Figura 19C compara o efeito de tratamentos luminosos para
esporos secos, confirmando o que jd& havia sido demonstrado

anteriormente, ou seja, que o melhor periodo de pre—-indu—



FIGURA 19 - Tratamentos luminosos de 1 minuto de duragao, aplicados

apos 24, 48, 72 e 96 horas de embebi¢ao no escuro.

A — Comparagao entre tratamentos luminosos aplicados a
esporos pré—embebidos em vapor de agua e esporos se_
cos de Cyathea delgadii.

B =Tratamentos luminosos aplicados a esporos pré—embe-
bi dos.

C — Tratamentos luminosos aplicados a esporos secos

Fonte c¢: lampada fluorescente gro—lux associada a fil-

tro de papel celofane vermelho
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¢ao, sao as 48 horas de embebi¢ao no escuro.

A Figura 20 representa os resultados de um experi-
mento onde se comparou o efeito de tratamentos udUnicos de
luz vermelha,, de 1 minuto de dura¢ao, com tratamentos did-
rios de luz vermelha de 1 minuto de duragéo,/apgs 24 horas
de embebi¢ao no escuro, para esporos sSecosS € esporos pré-
embebidos. Na Figura 20A, comparam—se resultados de espo--
ros pré-embebidos com resultados de espords secos. A barra
a mostra os resultados do efeito de tratamento dnico para
esporos pré-embebi dos e para esporos secos. A germinagao’ . foi
muito maior para esporos préfembebidbs, confirmando os fe—
sultados apresenfados nas figuras 18 e 19.'Na barra b;, es-
tao os resultados para esporos pré—-embebi dos e esporos se-
cos, que receberam tratamentos luminosos diarios, 1interca-
lados por periodos de 24 horas de escuro. Também nesse ca-
so, esporos pre-embebidos étingem germina¢ao estatistica—
mente maior que esporos secos, mas menor que a do controle
sob luz constante. A Figura 20B compara os resultados de
tratamentos Unicos (barra %J ou diarios (barra b_) para es-
poros secos, verificando-se que tratamentos diarios causam
uma grande promo¢ao da germina¢ao, mas que nao atinge os
valores de germinacao sob luz contTnua. Na Figura 20C en-
contram-se os resultados de tratamentos luminosos tnicos
(barra aj ou diarios (barra t>) para esporos p ré-embebi dos em
vapor de "agua. Observa-se que tratamentos didrios causam
promo¢ao de germina¢ao, que nao atinge os valores de luz
contTnua, como mostra a Figura 20A.

Nos experimentos da Figura 21 esporos secos e espo-
ros pré-embebidos receberam tratamentos luminosos unicos |,

de 1 minuto de durac¢ao, apds 24 e 48 horas de pré-inducao e



FIGURA 20 — Tratamentos luminosos de 1 minuto de duragao, Cinicos e
didrios, aplicados apOs 24 horas de embebigdo no escuro.
A - Comparag¢ao entre tratamentos luminosos para esporos
pri—embebidos em vapor de dgua e esporos secos de
Cvathea delgaaii.
B - Tratamentos luminosos aplicados a esporos secos. _
C — Tratamentos luminosos aplicados a esporos pre—embe—
bidos. _
Fonte c: lampada fluorescente gro-lux associada a fil-
tro de papel celofane vermelho
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tratament.os didrios, com inicio apOs 48 horas de embebigao
no escuro. A Figura 21A compara os efeitos de tratamentos
luminosos tunicos ou didrios aplicados a esporos secos ou
esporos pré-embebi dos. Para esporos secos (barras a,¢) , o
tratamento  luminoso unico e mais eficiente’ em promover a
germina¢ao quando aplicado apOs- 48 hor@s de embebi¢ao no
escuro, como foi observado nas figuras:18 e 19. Para espo-
ros»embébidos (barras j),_}ﬂ o tratamento Gnico e mais efi-
ciente apds 24 horas de embebi¢ao no escuro. Nesse experi-
mento, o tratamento luminoso aplicado apOs 48 horas de em-
bebi¢ao no escuro, a esporos pré-embebidos, causou respos-
ta menor do que a de esporos secos (barras _C, d). 0 efeito
do tratamento luminoso aplicado apOs 24 horas de embebicao
no escuro, paréuesporos pré—embebidos e confirmado nas fi-
guras 18 e 19. As barras _e (esporos secos) e f ( eﬂxmos;mé;
embebidos) representam tratamentos luminosos didrios, com
inicio apdés 48 horas de embebicao no escuro. Nesse caso, ob
serva-se que a maior promog¢ao .0correu.para esporos. Secos

As figuras 21B e 21C, comparam o efeito dos tratamentos 1 jj
minosos para esporos secos (21B) e para esporos pré-embebi_
dos (21€) , tornando mais evidentes os resultados apresentji_
dos na figura 21A.

Né Figura 22 estao os resultados de tratamentos lu-
minosos de longa durag¢do (8 horas) fornecidos apOs 24 ou
48 horas de embebi¢ao no escuro para esporos SsSecos € espo-
ros pré-embebidos. A Figura 22A compara os efeitos de tra-
tamentos luminosos aplicados a esporosisecos e esporos pré-
embebidos. Na barra EA, o tratamento foi aplicado apOs 24
horas de embebi¢ao no escuro. A maior promo¢ao da germina-

¢ao ocorreu para esporos pré—embebi dos, sendo que a respos’



FIGURA 21 - Tratamentos luminosos de 1 minuto de duragao, Unicos,
aplicados apos 24 ou 48 horas de embebigao no escuro:
didrios, aplicados ap6s 48 horas de embebi¢ac no escju
To. ’

A - — Comparagao entre tratamentos luminosos para espo-
ros pré-embebidos em vapor de dgua e esporos se-
cos de (yathea aelgadi—i.

B - Tratamentos luminosos aplicados a esporos secos

C - Tratamentos luminosos aplicados a esporos pre—em—
bebidos. »

Fonte c: lampada fluorescente gro—lux associada a f1i]

tro de celofane vermelho
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ta de germinag¢ao obtida apo§'esse tratamento foi estatist?
camente igual a do cdntrole (esporos pre-embebidos sob luz
vermelha const;hte). Houve promo¢édo da germina¢do de espo-
ros secos, -mas. esta foi menor do que a de esporos embebi-
dos em vapor de agua. Na barra Q}, os tratamentos luminosos
foram aplicados . apds 48 horas de embebi¢ao no escuro. A
maior promoc¢ao da germinagéo ainda ocorreu para esporos pré-
embebidos, mas hbuve_um aumento da resposta de germinac¢ao,
para esporos sécds. A Figura 22B mostra 6 efeito dos tratji
mentos luminosos em esporos pré—embebidos. A promog¢ao da
germinag¢ao foi igual .a do controle de luz continta quando
os tratamentos foram aplicados apos 24 ou 48 horas de pre-
embebig¢ao, Na Figura 22C estdo os resultados dos tratamen-
tos luminosos fornecidos a esporos secos. A maior promog¢ao
ocorreu quando o .tratamento foi aplicado apos 48 horas de
embebi¢ao no kscuro, mas a resposta de germina¢ao nao atif
giu o valor encoﬁtrado para o controle'de luz continua.

Os resultados apresentados nas figuras 20, 21 e 22

confirmam as observacoes de que a pre—-embebi¢ao nao sO ace.

lera o periodo de pré-indu¢ao, como também aumenta a fo-
tossensibi 1 i dade dos esporos. Respostas de germinac¢ao semfi

J4/

lhantes as do controle sob luz confinua foram obtidas so—.
mente pafa esporos pré-embebidos que receberam tratamentos
luminosos de 8 horas de durag¢ao, apds 24 ou 48 horas de em
bebi¢ao no escuro. Esporos pré-embebi dos que passaram a
receber tratamentos diarios de 1 minuto de luz vermelha apos
48 horas de embebi¢ao no escuro, parecem sofrer uma dimi-

. ~ . . . . o~ o, . ya
nuig¢ao em sua fo tossensibilidade cujo ‘mdximo~ parece ocor

rer ap6ds 24 horas de embebi¢ao no escuro.



FIGURA 22 — Tratamentos luminosos de 8 horas de duragao, aplicados
apOs 24 ou 48 horas de embebi¢aso no escuro.

A - Compara¢ao entre tratamentos luminosos para espo-
ros pré—embebidos em vapor de dgua e esporos secos
de Cyathea delgadii.

B - Tratamentos luminosos aplicados a esporos prélembq:
bidos. :

C — Tratamentos luminosos aplicados a esporos secos

Fonte c¢: lampada fluorescente gro—lux associada a fil-

tro de papel celofane vermelho
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3. PRE-EMBEBICAO EM SOLUCAO OSMOTICA DE

POLIETILENOGLICOL

A préfembebigéo em solu¢ao osmotica de bolietilenof-
glicol (PEG) 6.000, na conceﬁtragéo de 288g/litro (o que
fornece um potencial osmotico de -11 ,o bars, a 15°C) foi
realizada com o objetivo de se verificar se esse tratamen-
to acelera a germina¢do de esporos de Crathea delgadii. Por
tanto, nestes experimentos; as contagens de germina¢ao fo-
ram feitas somente ate o 79 -dia, ja que, em geral, a esta-
bilizacao ocorre néssp periodo.

A Figura 23 represehta as curvas de germina¢ao para
esporos pre-embebi dos por 7, 14, 21 e 28 dias em solugao de
PEG e que a seguir foram transferi doskt para solu¢ao nutri tj_
va sob luz fluorescente branca constante e temperatura de
25° C. Esporos pré-embebidos em solu¢ao de - PEG, durante uma
semana, apresentaram os maiores valores de germina¢ao, do
terceiro ao sexto dia, em compara¢ao ao controle (ésporos
nao préfembebidos). No sétimo dia, a germinagdo foi menor
do que a do controle e no sexto dia,. os valores foram seme_
lhantes estatisticamente. A medida que se aumentou o perio
do de pré-embebi¢ao em solugéo de PEG, houve uma inibic¢ao
da germina¢ao, embora nos primeiros dias de embebic¢ao, o
procéssq tenha sido acelerado. Esporos pféfembebi dos duraji
te 28 dias em solu¢ao de PEG, apresentaram os maiores Valo;
res de germina¢do, no segundo dia de cbntagem, mas também
-0s mais baixos, no quinto dié, quando a germina¢ao ja ha-
via es tabi 1 i zado , apds esse tratamento.

A pré-embebicao em solu¢ao de pblietilenoglicol,por

um periodo de uma semana acelera e sincroniza a germinag¢ao



FIGURA 23 - Germinagao sob luz fluorescente’ branca constante, a 25 oC,
para esporos de Cyathea delgadii, pri—embebidos em solju
¢ao osmotica de polietilenoglicolU '

PEG 6. 000 foi usado na concentragao de 288g/litro; “11,0
bars a 15° C, por 7, 14, 21 ou 28 dias.
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de esporos de Cypathea delgadii, mas causa uma 1inibi¢ao da
porcentagem final de germinabilidade. Periodos mais proloji
gados de pré-embebicao em solug¢ao de polietilenoglicol, em
bora também sincronizem o processo, parecem causar danos -
aos esporos, visto que causam redug¢ao nas porcentagens fi-
nais de germinagéo, alény de ocorrer grande incidéncia de

fungos nesse material.
4. EFEITO DE 3-4. DICLOROFENILDIMETI LUREI A

0 DCMU foi usado com o objetivo de verificar se a
fotossintese influencia a germina¢ao de esporos de Cyathea
de IgadU.

A Tabela 17 mostra os resultados de um experimento
onde o efeito de DCMU nas concentrag¢oes’ 10 M? i% M e
107M5foi testado sobre a germinagao de espéros de Cyathea
delgadii. DCMU na cdncentragad~ de 10 ]F inibiu completame jn
te a germinag¢ao de esporos, sob iuz continua. Concentrac¢ao
de lOgﬁ:causou inibi¢do parcial e nao houve inibigdo quan-
do se utilizou a concentrag¢ao de 107%5 sendo que os game-—
tofitos se apresentaram semelhantes aos do contfole,ou se-

ja, a célula protonemal apresentou cl oro.pl astos

5. PESO SECO E PESO FRESCO

A Tabela 18 mostra os pesos frescos e secos de espo
ros secos (dia zero) de Cyathea delgadi—L e apés 7 e 14
dias de germinagdo. A amostra inicial continha 50 mg de es_

poros. Nao houve altera¢ao no peso fresco entre os dias ze
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TABELA 17 - Efeito de DCMU, na germina¢ao de esporos de
Cyathea delgadii sob luz fluorescente bran-

ca constante, a 25° C

Germi nacao

Valor angular

Controle . 54,91 ¢
DCMU 1075M : 51,67 C
DCMU 1074M 18,63 b
.
DCMU 10 “*M 0,0 a

DMS.c£ (Tu key) _ 5,54
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TABELA 18 - Peso fresco e peso seco de esporos secos (dia
zero) de Cyvathea delgad—ii e apos 7 e 14 dias
de germinac¢ao sob luz fluorescente branca coji

tTnua, a 25° C.

Di as de Péso fresco - Peso seco
germi nag¢ao mg mg
0 50 ,0 a 47,23 a
7 49,0 a 28,37 b
14 61 ,96b 30,32 b
DMS,, (Tukey) 5,06 . 4 ,03
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ro e se te, mas houve uma grande diminui¢ao no peso seco,
neste perTodo. Houve aumeénto de peso fresco entre o sétimo
e o decimo quarto dia, perTodo em que grande parte dos es-
poros germinaram e que tem inTcio o desenvolvimento do
gametofito. Nao houve diferenga entre os pesos secos de ma

terial com 7 dias e com 14 dias.

6. EXTRACUES E DOSAGENS

Foram feitas extra¢oes e dosagens de lipTdios 1i-
vres, clorofila, proteTnas sollveis, ag¢lcares sollveis tjD
tais, ac¢ucares redutores é amido para esporos secos(dia ze
ro) e apés 7 e 14 dias de embebi¢do para a germinagdo sob

luz fluorescente branca constante, a 25°C.
- LipTdios

A Figura.24 representa o conteudo de 1lipTdios 1i-
vres para esporos secos (dia zero) e apos 7 e 14 dias de
germina¢ao. A ordenada da esquerda representa os valores
de dosagens em mg/100 mg de esporos ( peso l.i ni ci al) ; a da
direita representa a germinagdo em valor angular e a abs-
cissa, os dias de germinac¢ao. Aprogjmadamente metade dos
lipTdios livres foi consumida durante os primeiros 7 dias
de germina¢ao. 0Os valores obtidos para os dias 7 e 14 fo-
ram iguais estatisticamente.

A Tabela 19 mostra a relacao entre conteddo de lipT
dio e pesos fresco e seco (Tabela 18) para esporos secos

b

e apgs 7 e 14 dias de germina¢ao. Observa—-se que o contel-—
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FIGURA 24
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FIGURA 24 - Contetido de lipidios livres em esporos secos (dia zero)
de Cyathea delgadii e apdés 7 e 14 dias de germina¢ao
sob luz fluorescente branca constante, a 25° C.
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TABELA 19 - Rela¢ao entre conteudo de lipidio e pesos
fresco e seco (dados da tabela 18) em es-
poros secos de Cyathea delgadii e apos 7
e 14 dias de germinac¢ao sob luz fldores —
cente branca continua, a 25°C
PF - peso fresco

PS — peso seco

ger?nli aiaggo mg lipidio/mg PF © mg lipTdie/mg PS. .
0 0,43 0, 46
7 0,28 0, 48

14 0,14 0,30
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do de 1lipidio diminuiu durante o6s 14 dias, em rela¢do ao
peso fresco. Manteve-se constante do dia 0 ao dia 7, em rf
lacao ao peso seco e diminuiu no dia 14.

0 espectro de transmissao de luz do ¢leo bruto de
esporos secos, na faixa da luz visTvel (400 a 800 nm) foi
feito (Figura 25) e comparado ao espectro de transmissao
do 6leo bruto de sementes de algodao (Gossypium hirsufum)
(Figura 26) com o objetivo de se verificar se havia muita
diferen¢a no padrao de transmisséo de 6leos diferentes»ex-
traidos por métodos semelhantes. 0 ¢leo de esporos (Figura
25) filtrou totalmente a luz azul, sendo que ocorreu aume ji
to de transmitancia da luz verde e vermelha, havendo uma
queda a 660 nm e novamente aumentando a 680 nm. As porcen-
tagens de transmibtén ci a foram baixas para luz vermelha (ma-
ximo em torno de 13%) e vermelho extremo (mdximo em torno
de 30%). 0 6leo bruto de sementes de algodao(Figura 26) tam
bém filtrou completamente a luz azul e houve aumento grada;
ti vo da transmi tanci a a medida que o comprimento de onda
aumentou. As porcentagens maximas de traﬂsmiténcia ocorre-
ram para vermelho extremo (ao redor de 72%).

A Figura 27 ¢ o grdfico de cromatografia gasosa dos
dcidos graxos componentes do 6leo de esporos secos de Cya-
thea delgad—ii, tendo como badréo o .tempo de retencao do
dcido oléico. Foram observados 9 picos. 0Os cdlculos das
porcentagens de cada dcido presente no 6leo de esporos es-
téo na Tabela 20. 0 acido gleico (46,87%) O o principal
constituinte, seguido do dcido palmTtico (27,5%),e do 4aci-
do linoléico (20,71%). Acidos palmi tol i co, estedrico, li-
nolgnico, ficosendico e beenico ocorrem em pequenas quanti_

dades , além de um acido graxo ndo identificado pelo tempo



40-i

35-

30-

25-

20-

15-

% TRANSMITANC1A

10-

FIGURA 25

T 1
400 500 600 700 800

Xnm

FIGURA 25 — Espectro de transmissio de luz do 6leo de esporos

secos na faixa da luz visivel (400 a 800 nm).
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FIGURA 26
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FIGURA 26 — Espectro de transmissdao de luz do Oleo de sementes de
algodao (Gossypium hirsutum) na faixa da luz visivel
(400 a 800 nm).



FIGURA 27 - Cromatografia gasosa dos icidos graxos componentes do
6leo de esporos secos de Cyathea delgadii. Padrao:tem
po de reten¢ao do acido oléico.
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TEMPO DE RETENGAO (segundos)
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TABELA 20 - Compoéigéo de dcidos graxos de Oleo de es-
poros secos de Cyathea delgadi-—L.

Padrao: tempo de retenc¢ao do dcido oléico.

Pi co Aci do graxo % db Total
1 | Pa 1mTti co 16:0 27,5

2 ' Palmi to 1 eico 16:1 2,2

3 Esteari co 18:0 1,3

4 01 ei co 18:1 46 , 87

5 - Linoléico 18:2 20,71 .
6 Nao identificado 0, 89

7 Linolénico 18:3 trag¢os

8 Fi cosendi co 20:1 0,22

9 Beinico 22:0 0,22.
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de retencao.
- Clorofila

A Figura 28 representa os espectros de absor¢ao de
luz (400 a 700 nm) para a fragao éter (Figura 28A) e fra-
cao acetona 80% (Figura 28B), extraidas de esporos secos
As figuras indicam que nao ha clorofila nesses esporos,pois
nao foram detectados picos de absor¢ao na faixa de luz ver
melha.

0 pico de absor¢ao que ocorreu na frag¢ao éter pode
ser resultante da extra¢ao de outros pigmentos, como caro-—
tenoides, que sao removidos juntamente com lipidios livres.

Na Figura 29 estao representados os valores de clo-
rofila para esporos secos e apos 7 e 14 dias de germinagao.
A ordenada da esquerda representa os valores de clorofila
em mg/100 mg de ésporos (peso inicial). Apsés 7 dias de gej2
mina¢do, o contetdo de clorofila foi.de 301 jjg/100 mg de
esporos e apos 14 dias, foi de 1,65 mg/100 mg de esporos.
Observa-se um grande aumento no conteddo de clorofila, en-
tre os dias 7 e 14. Nessa fase, a maipr parte dos esporos
ja germinou e ocorre desenvolvimento dos gametofitos jo-
vens.

A Tabela 21 mostra que o conteudo de clorofila au-
menta no decorrer da germina¢ao tanto em rela¢ao ao peso
fresco como ao peso seco. 0O aumento foi prbporcionalmente

maior em relacao ao peso seco.
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FIGURA 28
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FIGURA 28 - Espectros de absorgao de luz de extratos de esporos
secos de Cyathea delgadi—i.
A - Fracgao éter dietTlico
B - Fragao acetona 80%
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FIGURA 29
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FIGURA 29 - Conteido de clorofila em esporos secos de Cpathea del—
gadii e ap6és 7 e 14 dias de germinagao sob luz fliores
cente branca constante, a 25° C
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TABELA 21 - Relac¢ao entre contelido de clorofila e pesos ¢

fresco e seco (dédos da tabela 18) em espo-
ros secos de Cwnheatkdgadjie apos 7 e

14 dias de germina¢ao sob luz fluorescente
branca continua, a 25° C.

PF — peso fresco

PS — peso seco

Di de .
germVnag¢io Jug clorofila/pg PP jug clorofila/mg PS
0 0 0
7 3,0 | | 5,3
14

13,0 27,0
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- Proteinas Soluveis

A Figura 30 representa os valores de proteinas solu
velis para esporos secos e apdés 7 e 14 dias. A ordenada da
esquerda mostra o contetdo de proteinas em mg/100 mg de es’
poros (peso inicial). Esporos apresentaram um contetdo de
1,20 mg de proteinas em 100 mg de esporos. No sétimo dia,
o contetddo de proteinas soldveis aumentou para 3,07 mg/
100 mg de esporos e no décimo quarto dia para 5,95 mg/100
mg de espdros. Esses valores foram estatisticamente dife-
rentes

Observa—-se que ocorre sintese de proteinas durante
a germinacao de esporos de Cyathea delgadii.

A Tabela 22 mostra a relagao entre o conteﬁdo de
proteina e pesos.ffésco e seco (ver tabela 18) em esporos
secos e ap6és 7 e 14 dias de germinagao. Observa-se que o
conteido de proteina aumentou tanto .em rela¢ao ao p e s o
fresco quanto em relacao ao peso seco. 0O aumento de pro-
teinas durante a germinacao foi proporcionalmente maior em

rela¢cao ao peso seco.
— A¢ulcares Soluveis Totais

0 conteudo de a¢ucares soluveis totals em esporos
secos e apdés 7 e 14 dias de germina¢ao é mostrado na Figu-
ra 31. Na ordenada da esquerda estao representados os Valel
res de agucares soliveis totais em mg/100 mg de esporos(p’
so inicial). 0 contetddo de a¢lcares sollveis totais de es-
poros secos foi de 1,84 mg/100 mg de esporos. No sétimo

dia, o contetido encontrado foi de 1,65 mg/100 mg de espo-
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FIGURA 30
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FIGURA 30 — Conteido de proteinas soluveis, em esporos secos de

Cyathea delgadii e apos 7 e 14 dias de germina¢ao
sob luz fluorescente branca constante, a 25° C.
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TABELA 22 - Relag¢ido entre contetdo de proteina e pesos

fresco e seco (dados da tabela 18) em espoi.
ros secos de Cyathea aelgadi—i e apos T e

14 dias de germinac¢ao, sob luz fluorescen-
te branca continua, a 25° C.

PF - peso fresco

PS — peso seco

Di as de_
germi na¢ao

yug proteina/ ,ug proteina

mg PF mg PS

0 12,0 12,0

7 31,0 54,0
14

48,0 98, 0
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ros. 0Os valores encontrados nos dias 0 e 7 foram diferen-
tes estatisticamente, indicando que houve redu¢ao no con-
teddo de ag¢licares soliveis totais durante a germinag¢dao de
esporos de Cyathea delgadi—IL. No decimo quarto dia, o valor
éncontrado foi de 8,0 mg/100 mg de esporos, mostrando que
houve aumento no conteudo de ac¢uicares soluveis totais en-
tre o 79 e o 149 dia.

Na ‘Tabela 23 esta a relacao entre conteddo de ac¢u-
cares soldveis totais e pesos fresco e seco (~Tabela 18), em
esporos secos e aplOs 7 e 14 dias de germinagao. 0 contetddo
de ac¢tcares soluveis parece sofrer uma ligeira diminuic¢ao
no dia 7, em rela¢ao ao peso fresco. Ocorre aumento gradual
de ag¢ucares soluveis totais, durante os 14 dias, em rela-
¢ao ao peso Seco.

— Acucares Redutores

A Figura 32 mostra o conteudo de ag¢ucares redutores
presente em esporos secos e apOs 7 e 14 dias de germinag¢ao.
Na ordenada da esquerda estao os valores de a¢ucares redu-
tores em jug/100 mg de esporos (peso inicial). Em esporos
secos foram encontradas 162 ,60 ,ug de agicares redutores em
100 mg de esporos. Apdés 7 dias de germinacao, o valor en-
contrado foi de 245,20 /jg/100 mg de esporos e apds 14 diaF,
634, 20 /jg/lOO mg de esporos. 0Os trés valores sao diferentes
estatisticamente, indicando que houve um aumento no contel
do de ag¢ucares redutores nesse periodo.

A Tabela 24 mostra a relac¢ao entre o contetdo de
a¢licares redutores e os pesos fresco e seco (Tabela 18),em

esporos secos e ap6s 7 e 14 dias de germinacao. Observa-se
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FIGURA 31
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FIGURA 31 - Contetdo de agucares soluveis totais. (fragao MCW e fraggo
etanol 10%), em esporos secos de Cyathea delgad—Li e .apOs
7 e 14 dias de germinag¢ao sob luz fluorescente branca congj

tante, a 25° C.
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TABELA 23 - Relac¢ao entre conteudo de ag¢uicares soluveis
totais e pesos fresco e seco (dados da tabf
la 18), em esporos secos de Cpathea delgadii e
ap6s 7 e 14 dias de germina¢ao sob luz flug
rescente branca contTnua, a 25° C.
PF — peso fresco
PS — peso seco
W oade P9 aglicares soltiveis/ - pg agucares soldveis/
germinag¢ao mg PF ng PS
0 18 19
7 16 28
14 64 . 130
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FIGURA 32
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FIGURA 32 - Contetido de ag¢licares redutores (fragao MCW e fragao
etanol 10%) em esporos secos de Cyathea aelgadii e
apos 7 e 14 dias de germinag¢ao sob luz fluorescente
branca constante, a 25° C
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TABELA 24 - Relac¢ao entre conteddo de ag¢ucares redutores.
e pesos fresco e seco (dados da tabela 18), em
esporos secos de Cyathea delgaaii, e apds T e
14 dias de germinac¢ao luz fluorescente
branca continua, a 25° C.
PF — peso fresco
PS - peso seco
Dias de_ "ig ag¢ucares reduto— ,ug ag¢ucares reduto— .
germinagao res / mg PF res / mg PS
o 1,6 i,o
7 2,4 4,0
™ 5,2 10,0
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que o contetdo de ag¢licares redutdres aumentou, tanto em re’
lacao ao peso fresco, como em rela¢ao ao peso seco. 0s va-

lores foram proporcionalmente maiores em rela¢ao ao peso

seco.
- Ami do

0 conteudo de amido para esporos secos e apo6és 7 e
14 ‘dias de germinacao ¢é mostrado na Figura 33. Na ordenada
da esquerdq estdo representados os valores de amido em mg/
100 mg de esporos (peso inicial). Em esporos secos foram
encontrados 421 pg de amido em 100 mg de esporos. Apods 7
dias de germinagao o conteudo encontrado foi de 567,80 jug e
no dEcimo quarto dia, foi de 5113,80 jig em 100 mg/esporos
Os tris valores sao estatisticamente diferentes, indicando
haver um aumento no conteddo de amido durante esse periodo.

A Tabela 25 mostra a relacao entre o contetudo de
amido e os pesos fresco e seco (Tabela 18) em esporos se-
cos e apos 7 e 14 dias de germinagdo. Observa-se que o co_n
teido de amido aumentou durante esse periodo, tanto em re-
lagao ao peso seco como ao peso fresco.

Em resumo, o peso seco sofre uma redugao de 1,66 vj;
zes entre os dias 0 e 7. Embora_os contelidos relativos de
lipidio se mantenham constantes nos dias 0 e 7, considerari_
do-se oé valores de peso seco, os contetdos absolutos reaj
mente diminuem no sétimo dia, visto que o peso seco sofre
uma reduc¢ao. Com rela¢ao aos agucares soluveis totais, ha
um. aumento de seu conteddo, em rela¢ao ao peso seco, no

dia 7. Em termos absolutos, ha uma pequena redug¢ao dos agu

cares soluveis no sétimo dia, considerando—-se a reducao do
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FIGURA 33
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FIGURA 33 - Conteido de amido em esporos secos de Cyathea delgadii

e ap6s 7 e 14 dias de germina¢ao sob luz fluorescente
branca constante, a 25° C.
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TABELA 25 - Rela¢ao entre contetdo de amido e pesos fresco
e seco (dados da tabela 18), em esporos secos
de Cyathea delgadii e -ap6s 7 e 14 dias de ger-
mina¢ao sob 1luz fluorescente branca continua, a
25° C.

PF - peso fresco

PS — peso seco

Dias de . . . .
gormi nadao Aig amido / mg PF Jag amido/ mg PS
0 4,0 4,0
7 5,0 9,0

14 ’ 41,0 84,0
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~ s ) \ . .
peso seco. Quanto as proteinas, da¢ucares redutores e ami-

do, estes aumentam durante o periodo estudado.

7. ASPECTOS CITOQUIMICOS

Aspectos citoquimicos de esporos secos e apdés 4 e
7 dias de embebi¢ao para a germinac¢ao, foram estudados com
o objetivo de se detectar possiveis diferen¢as no padrao
ci topl asméti co , no contetdo de radicais cationicos totais
e radicais anionicos.

A colorag¢ao pela hematoxilina-eosina foi usada péra
se evidenciar o conteddo nuclear e radicais negativos (bof
raveis pela hematoxi 1 i na) e radicais positivos ( coraveis pj2
la eosina).

Cortes corados pela hematoxilina-eosina (HE) sao
mostrados na Figura 34. Esporos corados por esse método
apresentam os ntucleos evidenciados pela hematoxi 1 i na. 0 ci_
toplasma mostrou—-se globular e foi corado pela eosina, in-
dicando a presen¢a de estruturas contendo radicalis cationji
cos. No material germinado (com 7 dias), as caracteristi —
cas observadas para a célula protonemal se assemelharam as
do esporo seco. 0Os rizOides apresentaram suas paredes coni
das pela hematoxi 1 i na, indicando a presenga de radicais anijo
nicos. 0 conteddo citop 1 asmatico foi corado pela eosina ( Fj
gura 35).

Nas Figuras 36, 37, 38, 39 e 40, sao mostrados cor-
tes de esporos e gametofitos intactos corados pelo azul de
toluidina a pH 4,0, para detec¢do de radicais anionicos.

Esporos secos (dia 0) apresentaram seus ntcleos evj



HGURA 34 — Cortes de esporos secos de Cyvathea ée]gaéjj. corados pela

FIGURA 35 -

hematoxilina—eosina. Podem ser notadas as eximas eviden-
ciadas pela hematoxi 1i na e citoplasma globul ar corado pe
la eosina.

-Aumento: 2.680 X . - ..

Cortes de gamefofitos de Crathea delgadii,, com 7 dias de
enibebicao, corados pela hematoxi 1 ina—eosi na. _ Nota-se o
citoplasma globular corado pela—eosina e o nticleo da cé-

lula protonemaV (seta) e as paredes corados pela hemato

xilina.
Aumento: 1.850 X
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.

denciados;em’azul e ‘um coﬁteudo citoplasmgtico pouco cora-—
do. A e&ﬁna apresentou-se levemente ortocromati ca (Figura
36). A or}ocfomasia ocorre devido a baixa disponibilidade e
o grande distanciamento entre os radicais aniOnicos (gru-
pos fosfato, carboxila e sulfato). Ocorre pouca associagao
do corante devido a escassez desses radicais. No decorrer
davgerminagéo (Figura 37) ocorreu um aumento na metacroma-—
sia do contelido citoplasmatico das c¢élulas protonemais e
rizoiddis. A ortocromasia aprqsentada pela “exina foi sali-
entada.. A metacromasia ocorre quando ha maior disponibili-
dade e maior proximidade dos grupos anionicos, permitindo
um maior empilhamento das moléculas do corante. Na Figura
38, nota*ée a forma de trilete da cicatriz e % metacroma—

sia ao nTvel das paredes celulares; também em material com
7 dias de embebigao. .

Na Figura 39, observa-se que gametofitos intactos (7
dias), também foram intensamente corados, salientando a ine
tacromasia das células rizoiddi&

Na Figura 40, observa-se que as moléculas formado-
ras da exina exibem birrefringéncia, quando observados emn
luz polarizada com analisador e 'polarizador cruzados. Un
corpo bi rref ri ngente é o que apresenta duas direg¢oes de
propaga¢do de luz, com um Tndice de refra¢do para cada uma

4 -
delas. Nota-se ai nda a presenga de alguns granulos de ami-
do no int;rior do esporo.

Nas figuras 41, 42 e 43 sao mostrados cortes (0 e
7 dias de embebi¢do) de esporos e gametofitos intactos (7
dias- de embebi¢cdao) corados pelo xylidine ponceéu a pH 2,5

para radicais cationicos totais.

Xylidine ponceau é um corante acido tijas moléculas



FIGURA® 36 -
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FIGURA 37 -—.

Cortes de esporos secos de Cyathea delgadLi corados pelo
azul -de toluidina a pH 4,0. Observam—se os ntcleos cora-
dos.em azul (seta), contetdo citoplasmitico pouco evideji
ciado e fraca coloragao da exina. T

Aumento: 1.850 X

Cortes de gametOfitos de Cvathea aelgadii, com 7 dias de
embebi¢ao corados pelo azul de toluidina a pH 4,0. Perce
be-se um aumento da ortocromasia na exina e metacromasia
nas células protonemais e rizoidais.

Aumento: 1.850 X.
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FIGURA 38 - Cortes de gametofitos de Cpathea delgadii, com 7 dias de
embebi¢ao, corados pelo azul de toluidina a pH 4,0. Ob-
serva—se a cicatriz em forma de trilete e metacromasia.
Aumento: 2.960 X

FIGURA 39 - Gametofito intacto de Cpathea delgadijcom 7 dias de em
bebigao, corados pelo azul de toluidina a pH 4,0. Obser—
va—se conteldo granular no interior do riz6ide e metacro
masia de sua parede. .
Aumento: 925 X
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FIGURA 40 - Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados pelo
azul de toluidina a pH 4,0, observados...em microscépio de
polarizagao com analisador e polarizador cruzados. Nota-
se_birrefringencia ao nTvel das exinas e a presenca de
granulos de amido (seta).

Aumento: 1.850 X :
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FIGURA 40
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possuem o agrupamento fSOQ.livre, ligando—-se aos radicais
amino das proteTnas, que se encontram protonados no pH uti-
lizado para a coloracao.

Esporos secos quando corados com xylidine ponceau
revelaram a presen¢ca de material em forma de glébulos em
seu interior (Figura 41). Foi observada uma gradativa per-
da do padrdo globular no material corado, nas células pro-
tonemais, durante a germina¢ao. Nos rizoides, observa-se
a presen¢a de material corado pelo xylidine ponceau, para
gamef@fitos com 7 dias (Figura 42).

Durante a germinag¢ao, houve um aumento na intensidji_
de de coloracao do material evidenciado por esse corante
Péde ainda ser observado um deslocamento desse material, em
diregdo a cicatriz e rizoide, o que foi salientado quando
observados os gametOfitos intactos, com 7 dias de embebi-
cao (Fi gu ra 43)

As Figuras 44 e 45 mostram esporos secos e apods 7
dias de embebi¢ao, tratados pela pepsina ou tripsina, an-
bas enzimas proteolTticas. 0Os controles utilizados para os
tratamentos qnziméticos ap6s colora¢ao pelo xylidine pon-
ceau revelaram um padrao de proteTnas semelhante ao obtido
pelo material corado por esse método, sem qualquer trata-
mento enzimatico prévio (Figuras 41 e 42).

Esporos e gametOfitos jovens tratados pela pepsina
ou tripsina tiveram seu conteddo de proteTnas removido. O
padrao de remogao diferiu entre esporos secos (Figura 44)e
germinados (Figura 45). As extra¢des foram mais eficientes
para o material germinado. Aparentemente, os tratamentos
com pepsina ou tripsina tiveram o mesmo efeito.

Esporos secos apresentam suas proteTnas contidas em
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cCorpos protgicos globulares altamente agregadas. Essa agns
ga¢ao pode dificultar a a¢ao das enzimas. Gametofitos jo-
vens apresentam as proteTnas desagregadas. Nao se verifica
presenca de corpos proteicos nesse material, o que deve fa_:

cilitar a a¢ao das enzimas proteolTti cas.



FIGURA 41 - Cortes de esporos secos de Cpyathea delgadii corados pelo
xylidine-ponceau a pH 2,5. Nota-se a presenca de mate-
rial globular corado no interior dos esporos. As exinas
nao se coram pelo xylidine—ponceau.

Aumento: 1.850 X

FIGURA 42 - Cortes de gametofitos de Cvathea delgadii, com 7 dias de
embebi¢do, corados pelo xylidine—ponceau a pH 2,5. Obsej
vam—se perda do padrao globular das proteinas presentes
na célula protonemal e rea¢ao positiva ao corante, nas

células rizoidais.
Aumento: 1.830 X
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FIGURA 41

FIGURA 42




FIGURA 43 - GametofHos intactos de Cyathea delgadii, com 7 dias de
embebicdo, corados pelo xylidine-ponceau a pH 2, 5. Obser
va—se a presen¢a de material fortemente corado na regiao

da cicatriz e no interior dos rizoides.
Aumento: 740 X
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FIGURA 43




FIGURA 44 - Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii submetidos a
digestao pela pepsina e posteriormente corados pelo xyli-
dine-ponceau a pH 2,5. Nota-se a remocao de grande parte
do material evidenciado pelo corante.

Aumento: 2.680 X

FIGURA 45 - Cortes de gametofitos de Cyathea delgadii, com 7 dias de
embebi¢do, submetidos & digestdo pela tripsina e a seguir
corados pelo xylidine-ponceau a pH 2,5. Nota—se a remo¢ao
total do material evidenciado pelo corante.

Aumento: 2.680 X
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~ PRINCIPAIS CONCLUSOES -

-a) 0 periodo de pf%*indudéo para esporos de Cyathea

delgadii compreende um minimo de 24 horas de embebic¢ao.

b) Esporos sempre respondem ao tratamento de 1 mint[
to de luz vermelha, quando este & fornecido apOs um perio-
do de 48 hdras de embebi¢ao no escuro, independentemente da
coleta e do periodo de armazenamento a 4° C

¢) Tratamentos luminosos didrios de i minuto de du-
racdo promovem altas taxas de germina¢do, porem menores do

que a germina¢ao sob luz constante.

d) 0 tempo de escape da reversao do efeito de trata
mento curto de luz vermelha por tratamento curto de verme-
lho extremo é de 8 horas.

e) Quanto mais baixa a temperatura de pre-indug¢do ,
menor se torna a sensibilidade dos esporos ao tratamento
luminoso de curta durac¢ao; temperaturas altas parecem cau-

sar inibi¢oes irreversiveis da fo tossensibilidade.

f) Quanto menor o tempo de exposi¢do a temperatura
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alternante, durante o perTodo de pré-indug¢ao, maior o efei_
to indutor do tratamento luminoso, para as temperaturas a2

ternantes: 10, 15, 20 e 30° C.

g) Tratamentos de 4 horas de luz vermelha ou branca,
ap6s o perTodo de germina¢ao, causam as maiores respostas
de germinacao, que, no entanto, nao atingem as taxas dos
controles em luz constante. Tratamentos de 48 ou 120 horas
de 1luz, utilizando-se 1lampada gro—-lux induziram respostas

semelhantes aos controles em luz continua.
h) Luz azul causa uma pequena indu¢do da germinac¢ao.

i) A pré-embebi¢do em vapor de dgua reduz o perTodo
de pré-indug¢do e aumenta a fo tossensibilida de dos espofos

aos tratamentos luminosos de curta durag¢ao.

j) A pre—embebi¢ao em solugdao de polietilenoglicol |,
por uma semana, acelera e sincroniza a germinacao de espo-

ros mas reduz a taxa final de germinac¢ao.

1) LipTdios livres diminuem durante os primeirosi se
te dias de germinag¢do; ag¢tlcares soliveis totais também di-
minuem e aumentam proteTnas, clorofila, ag¢icares redutores

e amido, durante esse perTodo.

m) 0 peso fresco dos esporos se mantém constante nos
primeiros sete dias de embebicao e o peso seco diminui. Nao

ha altera¢ao do peso seco entre os dias 7 e 14.
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n) Estudos citoquTmicos confirmam a presenca de ami_

. T
do em esporos gquiescentes e o aumento de proteinas durante
a germina¢ao. Metacromasia aumenta nas paredes celulares

durante a germinac¢ao.



- DISCUSSAO”

A Cyathea delgadii Sternb. ¢é uma espécie de pteridd
fita arbérea que cresce em uma grande variedade de coridi-
Qées ecoldgicas através de siua ampla faixa de distribuicao
f i togeograf i ca . Ocorre na América do Sul e no Brasil se
concentra na Ma ta.Atlanti ca, principalmente nos Estados de
Santa Catarina, Parand, Sao Paulo e Rio de Janeiro (TRYON,
19 86).

Neste trabalho, foi mostrado que a germina¢ao de ef
poros de Cyathea delgadii teve infcio entre os terceiro e
quarto dias, confirmando os dados de MARCONDES-FERREIRA( 1983)
A partir do 79 dia, a curva de germinag¢ao atingiu avestabit_
lidade. Ja, MARCONDES-FERREIRA (1983), observou que a cutr-
va de germinag¢ao atingia a estabiliza¢ao a partir do 129
" dia, para esporos da mesma espécie. Essa déferenga na esta;
bilizacao das curvas de germina¢ao pode ser explicada pelo
fato de que as respostas de esporos sao bastante variadas.
A variacao ocorre nao somente entre espécies, mas entre
amostras de esporos de uma mesma populacao (SUGAI‘étfaL ,
1977). Possivelmente, MARCONDES-FERREIRA (1983) deve ter
trabalhado com wuma amostra cuja germina¢ao era um pouco
mais lenta.

A germinac¢ao de esporos fotossensi vei s pode ser di -



-140-

vidida em tres fases seqlienciais: fase de pré-indugao, no
escuro, na qual os esporos embebem dgua e tornam-se sensi-
veis a radia¢ao; uma fase de indug¢ao, onde a luz pode i nd u
zir a maxima germina¢do e a fase de pOs-indugdao, onde os
fotoprodutos desencadeiam os processos que 1irdo terminar
em protusao de rizoide ou‘da célula protonemal (TOWILL e
IKUMA, 1975a).

Em um experimento preliminar foi constatado que o0s
esporos de Cyathea delgadii respoﬁdenlvcom umal baixa germi-
nabilidade a um tratamento de luz vermelha, de 1 minuto de
duragdo. Esse tratamento foi realizado apés 48 horas de em
bebi¢do no escuro. Segundo resultados de MARCONDES-FERREIRA
e FELIPPE (1984) esse seria o petiodo de pré—-indu¢do para
esporos de Cyathea delgadii. Esses autores trabalharam com
perTodos: longos de rddiagéo. Procuroli-—se entdao confirmar
esses dados utilizando-se o tratamento indutor de curta djj
ra¢ao: 1 minuto de luz vermelha. Esse tratamento foi fixa-
do e foi variado o tempo de'embebigéo no escuro. Foi cons- -
tatado que sao necessdrias pelo menos 24 horas de embebi-
¢A0 no escuro para que 0S esporos se tornem sensiveis a es’
se tratamento luminoso. Portanto, 'para esporos de Cyathea
delgadii, o periodo de pré—indugdo parece ser de no minimo
24 horas de embebi¢ao no escuro. A germinabilidade foi
maior abés 48 horas de embebi¢ao no escuro. Neste trabalho,
foi sempre considerado como periodo de pré-indugao, as 48
horas de embebi¢ao no escuro, visto que os tratamentos lu-
minosos foram aplicados apOs esse periodo, na maior parte
dos experimentos

0 tratamento luminoso foi aplicado a diversas cole-

tas, com diferentes periodos de armazenamento, apOs o pe-—
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rTodo de préfinduééo. Todas as  amostras responderam comn
baixa 4germinabilidade' e houve diferenga de amplitude da
resposta entre as coletas. Apos 275 dias de armazenamento,
‘houve wuma diminuic¢ao dauresposté, quando se trabalhou com
a mesma coleta. Noﬁamente, é,confirmado 0 faté de que as
respostas de esporos a luz sao miuito variadas e parecem se
alterar dependendo do local, épbca de coleta e armazename ji
to (FURUYA, 1983)l

0 efeito do tratamento luminoso dq:'l minuto de dura_
¢cao que foi-aplicadb apos o perTodo'dé préfindugéo, foi re
vertido por aplicagéb subéequente de vermelho extreﬁo de
5 minutos de dura¢ao. Ha uma correlac¢ao direta e bositiva
entre a germinabilidade de esporos de Cyathea delgadii e o
nimero crescente de horas de escufo(Zva 8 horas) intercala;
das entre os tratamentos de luz Vérmelha e vermelho extre-
mo. 0 “escape” da reversdo do efeito da luz vermelha pelo
Verﬁelho e%tremo se completa apds 8 horas de escuro inter-
calados entre os dois tratamentos de luz. Esse tipo de res;
posta indiéa que o fitocromo esta enydlvido no processo de
germinacido desses esporos. MARCONDES-FERREIRA ( 1983) traba
lhando com tratamentos luminosos didrios, de 1 hora de du-
ra¢ao, observou a reversao dd,efeito da luz vermelha pelo
vermelho extremo, em esporos de Cyathea delgadii. Os resu’
ta dos atuais confirmam sua obsérvagéo

Quando foram realizados 1, 2, 3, 4 ou b tratamentos
de 1 minuto de luz vermelha, com inficio apdés a pré-indugao
e intercalados por perTodos de 24 horas de escuro, houve
uma correlag¢ao positiva entre as porcentagens de germina-

¢ao e o numero de tratamentos luminosos fornecidos.

Foram também testados tratamentos luminosos de lon-
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ga duracao (1,2,4,6,8 e 10 horas de luz). Esses tratamen-
tos foram realizados apOs o periodo de pré-indug¢iao. Foram
utilizadas 3 fontes luminosas. A germinagao atingiu a esta
bilizacao apods 4 horas de luz para .-lampadas fluorescentes
branca e vermelha. Valores de germinégéo.aumentaramlkgraJi
dualmente com uso de lampada grofqu e filtro de papel ce-
lofane vermelho. As 3 fontes f umi nosas causaram a mesma pro-
mo¢ao de germina¢ao ap6és 8 horas de luz. Tal promoc¢ao, en-
tretanto, ﬁéo atingiu os valores de germina¢ao encontrados
para esporos submetidos a ilumina¢éo continua. Paralelameji_
te foi testado o efeito do tratamento luminoso de 1 minuto,
utilizando—se as 3 fontes luminosas. Observou-se que a Igg
pada gro—-lux associada ao papel celofane vermelho foi a
que promoveu as mais altas porcentagens de germina?éo. As
diferen¢cas encontradas para as 3 fontes luminosas devem ser
provénientes de diferengas na qualidade das luzes que cada
lampada emite. A lampada gro-lux ¢é a mais eficiente para
os tratamentos de curta duragéont Para os tratamentos de
longa dura¢do, entretanto, a estabilizag¢do s& ocorreu apQs
8 horas de luz, com o uso dessa lampada.

A lémpadq fluorescente branca emite radiacoes de t£
dos os comprimentos de onda do espectro luminoso, com exce_
cao do vermelho extremo e além. A lampada fluorescente vef
melha exibe alguma contamina¢ao com luz azul, o que foi Ve;
rificado pelo uso de espectroscopio manual Cari Zeiss-Jena-.
0 sistema lampada gro-lux-papel celofane vermelho foi o que
exibiu /Juz vermelha isenta de contaminag¢oes.

Foram testados ainda tratamentos luminosos de 24,
48 e 120 horas. Constatou-se que tratamentos de 48 e 120

horas de luz, utilizando-se o sistema fi 1 tro-1 ampada gro-
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lux, atingiram os valores de _germinagéo obtidos para luz
continua. Ha evidéncias de que existem dois tipos de res-
postas de esporbs de Cyathea delgadii aos tratamentos 1 unr:
nosos: resposta -aos tratémentos de curta dura¢ao e respos-
ta aos tratamentos de loﬂga duragéq.

Respostas semelhaﬂtgs tamb&m ocorrem em esporos de
outras espécies. Para Lygodium japonicum ~ SUGAT et al. (1977),
trabalhando com 3 amostras coletadas em anos diferentes e
estocadas bor periodos e em temperaturas diferentes, obsef
varam que em 2 amostras a germina¢dao ocorria apdés rapida
exposi¢ao a luz vermelha (2 minutos). Na terceira amostra,
vadrias horas eram necessdrias para que a germina¢ao atin-
gisse o valor alcancado pelas outras apés receberem poucos
minutos de luz. Observaram'também:que‘tratamentos intermi-
tentes de 5 minutos de luz vermelha, realizados a cada i,
2 ou 4 horas,.em.um periodo de 24 horas, causavam a mesma
promo¢ao de germinagao que‘o tratamento de 24 horas conti-
nuas de luz vermelha. Os autores comentam que o papel fi-
siolégico dos tratamentos intermitentes é obscuro.

Para . esporos de Thelypteris kunthii, HUCRABY e RA-
GHAVAN (1981a), observaram que tratamento de 18 horas de
luz vermelha induzem a mdxima germinac¢ao. Tratamento de 5
minutos de luz Vérmelha fornecidos a cada.hora, durante ﬁm
periodo de 18 horas induzem alta mpromogéo de germinac¢ao
que entretanto foi menor do qué o tratamento de 18 horas
continuas. Esses autores verificaram que o efeito do trata
mento ae 8 horas de luz vermelha ¢ revertido por tratamen-
to de 5 minutos de vermelho extremo. 0 periodo de “escape”
da reversao do efeito da luz vermelha (8 horas) pelo vermf

lho extremo (5 minutos) estd compreendido entre os dois
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tratamentos luminosos. Para explicar o efeito da promogao
da germinag¢ao pelos tratamentos luminosos intermitentes, os
autores sugerem que a fotoindu¢ao da germina¢ao de esporos
tanto para Lygod—-Lum japonicum cOomo para T.helyptenﬂ;kunbb—jj
nao possui reciprocidade. A germina¢ao nao dependefia ape-
nas do numero de quanta de luz interceptados pelos espo-
ros, mas também da duragcdo do periodo no qual a luz esta
sendo oferecidé.

Uma resposta diferente foi encontrada para esporos
de Pteris vi t ta ta (FURUYA,-etVaJ.S 1982). 0s autores verifi_
caram que o0s esporos apresentam 61, 4% de germinagéo apOs
receberem tratamentos luminosos de 5 minutos (luz vermelha
1,0 W_m_%f'apdé um periodo de 7 dias de pré—indugao. Apa-
rentemente, apenas um tipo de resposta a luz ocorre nesses
esporos

Para esporos de Lygodium japonicum, que também ger-
minam apés curtos periodos de exposig¢do a.luz, TOMIZAWA et
aij( 1982) encontraram uma correla¢ao entre os niveis de
FVe e a porcentagem de esporos germinados. Observaram que
os niveis de FVe diminuem gradualmente no escuro subsequen-
te ao tratamento luminoso indutor. FVe desaparece totalmeji_
te apds 8 horas de escuro. Entretanto, gquando tratamento
subsequente de vermelho extremo foi fornecido apQOs esse pf
riodo, ha resposta de germinagao, indicando que houve esca
pe da reversao do efeito da luz vermelha pelo Verﬁelho ex-
tremo. Houve atua¢ao de FVe embora esse pigmento nao esti-
vesse mais sendo detectado es pe ctrof o tome tri camente. FURUYA
(1983), mostra um modelo para a atuag¢gao do fitocromo na
germina¢ao de esporos onde o FVe tornaria ativo um compos-

to desconhecido X, que estaria inativo no esporo mantido
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no escuro. FURUYA (1985) também sugere que a fototransfor-—
magao de FV a FVe seria sincrbénica e gradual em uma amos-
tra de esporos. Entretanto, alguns esporos germinariam com
baixas porcentagéns de FVe e outros, somente com altas‘poig
centagens de FVe.

No caso>da germina@éo de sementes‘induzida pela luz,
ela parece ser determinada pela porcentagem de FVe sobre
o nivel do fitocromo total. A porcentagem parece ser muito
varidavel, dependendo das‘espécies (MAYER e POLJAKOFF -MAYBER,
1982). No caso de esporos, poderia existir uma faixa de
porcentagens de FVe, dentro da qual os esporos germinariam.

BUTLER et al. (1963) mostraram que a forma FVe do
fitocromo ¢é muito menos estdvelgque a forma FV e que a
destrui¢ao irreversivel de fitocromo, ocorre devido a des-
truig¢do dessa forma. Concluiram também que as formas FV e
FVé nao absorvem apenas luz nos comprimentos de onda 660
nm e 730 nm respectivamente. Esses comprimentos de onda se_
riam os picos de mdxima absor¢ao para cada forma do pigmein
to. Ambos teriam amplas bandas de absor¢ao. 0 FVe também
teria considerdvel absor¢ao a 660 nm. Irradia¢oes muito pro-
longadas com comprimentos de onda que podériam ser absor-
vidos pelas duas formas do pigmento, levariam a um equili-
brio dinamico entre as duas forﬁasi Uma fonte de luz mono-
cromdtica levaria ao “estado fotoestaciondrio”, no qual as
propor¢oes de FV- e FVé sao mantidas constantes. Luz verme-
~lha continua éstabeleceria um estado fotoestaciondrio com
alta proporgéo de FVe. Parte do “pool” de FVe. poderia ser
destruida se o tratamento luminoso fosse prolongado e par-
te reverteria a FV, manténdofse niveis baixos de FVe..

Un mecanismo semelhante poderia explicar o efeito
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de tratamentos luminosos longos, na germina¢ao de esporos
de Cyathia d§ lgadi.l. Esses tratéméntos mostram uma satura-
géoventre 4 a 8 horas de 1luz, dépendendo da fonte luminosa
uti 1 i zada

Como. a foto transformacao do fitocromo de esporos pa;
rece ser sincronica e gradual,.o fitocromo FV gradualmente
seria convertido a FV&. Tratamentos de 1 hora de luz forma_
riam um péqueno “poo—t” de FVe, visto que, parte.dele ret0f
na ri a a FV e parfe seria distribdida pela prépria luz. Al-
guns esporos seriam capazes de germinar com esses niveis
de FVe. Tratamentos de 4 horas oli mais excitariam um ”pool”
maior de FVe. Luz continua levaria ao “estado fotoestacio-
nario”, mantendo niveis muitolbaixos de FVe. As interagéés
poderiam ser resumidas no seguinte esquema (baseado em

SMITH, 1975a,b)

F - Fitocromo inativo

hidratac¢ao

- —

—-_——— - % FV g----Fitocmmo vermelho

ou vermelha

{
{
|
!
]
|
t Luz prolongada

Escuro

|

|

|

| Luz branca
I

! .

| de longa durac¢ao

- FVe———— Fitocromo vermelho extremo

Destrui¢éao ‘Efeito fisioldgico
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Espécies c¢omo Cyathea delgadii, na verdade, poderian
responder a niveis muito baixos de FVe, ou, numa segunda
hipétese, o FVe seria rapidamente utilizado pa?a a gérmina:
cao. SMITH (1975b) propde um modelo para explicar o.envol-
vimento do fitocromo em sementes, atuando i ndi retamente, vi a

conjuga¢ao com um metabolito jd existente:

boz—vermetha—
FV ol

. 2 +
Luz branca e+s <r————*—-FV18
4 .
l Q
germi nagao
S seria um composto jd existente, instdvel. Sua coji

jugacao com FVe induziria a sintese de um outro composto Z.
Este promoveria a germinagéo.

Para esporos de Cyathea delgadii; o FVe. poderia se
conjugar rapidamente a S formando Z, permitindo. sua atua:—
¢cao antes da destrui¢ao, no caso de tratamentos ‘luminosos
de longa duracao.

No cdso dos tratamentos luminosos curtos e intermi-
tentes, observafse>também uma resposta de saturacao de luz,
mas os resultados sao semelhantes para esporos tratados com
4 a 8 horas de luz ou que receberam 5 minutos de luz intejr
mitente (1 minuto) -num periodo de 5 dias. Nesse caso, po-
der-se—ia sugerir que o FVe formado em baixos niveis apods
esse tratamento luminoso seria mais estdvel no escuro, do
que quando submetido a tratamentos luminosos mais prolongji_
dos. A destrui¢ao de FVe no escuro seria mais lenta, permi_
tindo sua cbnjugagéo com S e subsequente formac¢ao de Z. Os

niveis de Z variariam também para cada esporo .Poder-se-ia
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considerar que [/ formado apds tratamenfos i n te rmi tentest_p<b
deria ser estocado até atingir 0s niveis ideais para indu-

zir a germinagéo. Alguns esbords teriam quantidédés sufici:
entes de 7 para induzir a germina¢do apos 1 minuto de luz.
Outros necessitariam estocar Z apés subsequentes tratamen-

tos luminosos intermitentes.

Entretanto,  todos os modelos propostos para expli-
car a atﬂdgéd do fitocromo nos diversos procéséos por ele
mediados, sao apenas hipotéticoé. E dificil aliar a esses
modelos, as inumeras interagées7métabglicasrquevestéo éco£
rendo paralelamente as respostas mediadas pela luz.

Tratamentos longos de luz ézul ablicados apdé a pré
induc¢ao, induziram a pequenas respostas de ge rmi nagéo . Quari
do foram associados trataméntoé longosvdé luz vermelha com’
tratamentos. longos de luz. azul, esta nao impediu a manife”
.tacao do efei to indutor da lué vermel ha.. MARCONDES - FERREI RA
(1983) .verificou que a luz promovia baixa porcentagem de
germina¢ao de esporos de Cyathea delgadii. A promo¢ao foi
revertida pelo vermelho extremo.. O efeito inibidor do ver-
melho extremo foi fracaménte revertido pela luz azul.

SUGAT (1971) observou que a luz azul revertia o
~efeito promotor da luz vermelha, em esporos de .Pterjé vit—
tata. O0s espectros de agao dq luz azul-tiveram picos a 440
nm e 380 nm sugerindo que o sistema fitocromo nao estaria
envolvido nas respostas mediadas pela luz azul. Esporos de
Matteuocia struth—-iopter—is tim a germinag¢gao dependente da
luz. Comprimentos de onda entre 400 e 750 nm promovem sua
germina¢ao, mas os dois picos maiores de promo¢ao ocorrem

a 550 e 625 nm e o menor a 450 nm (JARVIS e WILKINS, 1973)

A promo¢ao da germinacao pela luz azul foi verificada tam-
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bém para esporos de Onoolea geng—ibil—ig (IOWILL e IKUMA, 1973).
Luz vermelha e vermel ho<, extremo também bromoveram a germi-
négéo dessa‘espécie. 0 espectro de absorgéb dos espofos if
tactos‘revelou a presenca de clorofila e:de carotenoides
RAGHAVAN ( 1973), trabalhando com eéporos de - Cheilanth.es fa
rinosa verificou que a exposigéo desses esporos a tratameji_
tos luminosos de luz vermelha de baixa intensidade promove
sua germinagéo. Essa promo¢ao nao ¢ revertida pela exposi-
¢ao subsequente ao vermelho extremo, mas ¢é revertida por
luz azul fornecida antes éu'dépois do tratamento com luz
vermelha. Propoe que a'preseﬁga'de um pigmento gque absorve
a luz .azul interfere nos proceésos de transformagao do fi-
tocromo. Sugere que ©O pigmento que absorve 1iuz azul, na
forma.nativa evita a fransformagéo FVe a FV, mas na forma
oxidada inibe a transformac¢ao dd_FV a FVe. TOMIZAWA “et al.
(1983), verificaram que em esboros de Lygodium japonicum ;&
luz azul inibe totalmente a germinag¢ao, mas permite a manjj
ten¢ao de niveis de 16% de FVe. Eles sugerem que o sistema
que absorve luz azul poderia eliminar um'pééso especifico
do processo de germina¢ao e nao estaria atuando diretamen—
te na fotoconversdo do fitocromo. SUGAI et al. ( 1 984) de-
terminaram um espectro de ag¢ao entre 250 e 800 nm para a
inibi¢ao da promog¢ao da.germinagéo de esporos de Fteris vit—
tata, induzida pela' luz vermelha. Obsérvaranl qﬁe nao ocor-
reu nenhuma transmissao de luz através das paredes doé es-
poros na faixa entre 260 a 340 nm. 0Os comprimentos de onda
mais efetivos em reverter o efeito da luz vermelha -tiveram
os picos a 370, 440 e 730 nm. Sugerem que oS compostos re-

lacionados as flavinas seriam os mais provdaveis fotorre —

ceptores das luzes UV, UVlonga e azul. SUGAI e EURUYA ( 1985)
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determinaram também o espectro dé ag¢do para a inibigao da
germinagéo de esporos de Adiantum capillus—veneris, induzj”
da pela luz vermelha. Foram observados dois grandes picos
a 275 e 440 nmn. Obser?afam também que as parédés dos espo-
ros apresentaram um pequeno pico de tra nsmi tanci a a 270 nm.
A transmitancia teve um auméntb abruptd em torno de 350 nm
e foi de mais deA8O% na faixa compreendida entre 400 a 500
nm. A luz UV ¢é mais efetiva em Adiantum, do que em Pteris
vittata (SUGAT et al.j 1984).

0 espectro fotoacusti co de esporos secos ¢ paredes
de esporos de Cyathea delgadii mostra que a amplitude do
sinal diminui em ambos na faixa compreendida-entre 300 a
aproximadamente 750 nm. As amplitudes foram menores pard
0os esporos intactos. Esses resultados indicam que a trans-

mi tancia foi crescente nessa faixa.

Nessa espécie, o pigmento qhe absorve luz azul nao
parece interferir N0S processos dé fototransformagéo do fj_
tobromo, mas parece causar uma promo¢ao muito baixa da gej
mina¢ao. Isto poderia'ocorrer devido ao fato de as paredes
dos esporos absorverem grande parté da luz azul, diminuin-
do sua‘absqrgéo pelo sistema de pigmentos em questao.

MARCONDES- FERRET RA e FELIPPE .( 1984), ve ri f i:caram g ue
esporos recém coletadbs de Cyatﬁeé delgadii germinaram a
15, 20, 25 e 30° C. A maior germinag¢do ocorreu a 25° C. Os
esporos.armazenados por 7 meses somente germinarém a 20,25
e 30° C. Esporos armazenados por 14 meses foram submetidos
“a temperaturas alternadas; nos pareé testados‘(de 25-5° C a
25-45° C) , nao ocorreu germinag¢ao a 25-35 , 25-40 e 25-45° C.

Neste trabalho foi verificado e efeito de temperatui

ras constantes (5 a 45° C) durante o periodo de pré-indugao
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ou durante os periodos de pré e pos-indug¢do, na germinagao
de esporos de Cyathea deléadji -Os esporos receberam tratji
mentos unicos de 1 minuto de luz vermelha, apds a pré-—indjj
¢ao, ou tratamentos ‘intermitentes didrios de 1 minuto de
luz vermelha, intercalados por periodos de 24 horas de es-
curo. Para esporos que redgberam tratamento uUnico de i mi-
nuto de luz vermelha, nao houve indugao da germinagéo nas
températuras de pré-indugiao de 5, 10, 1 5, 20, 35, 40 e 45° C.
A germina¢ao pard esporbs pré-induzidos a 30°C foi menor
do que a obtida a 25° C. Para esporos que receberam trata-
mentos'lum&ﬁosos didarios, houve um aumento gradual da ger-
mina¢ao, de 5 a 25° C, indicando reversao parcial da inibi-
cao causada pelas temperaturas baixas durante a pré—-indu-
cao. A péquena inibi¢ao causada é 30° ¢ foi totalménte re-
vertida. 0 .efeito inibidor das temperaturas de 35, 40 e
45° C nao foi revertido pelos tratamentos luminosos did-
rios. Quanto mais baixa a temperatura de pré-induc¢ao, menor
foi a.fotossensibilidade dos esporos.

Todas as temperaturas testadas durante a pré e pds—
indu¢ao causaram inibi¢ao da germina¢ao, para esporos que
receberam tratamentos luminosos Unicos. Quando se forneceu
tratamentos luminosos diarios ,as temperaturas de 5,10, 15,
30, 35, 40 e 45° C i ni bi ram to tal mente a fotoindﬁgéo. A;tem
peratura de 20° C causa redugao ga germinac¢ao.

Temperaturas alternadas (25-5° C a 25-45° C) f or am
aplicadas em ciclos de 8-16 horas, 12-12 horas e 16-8 ho-
ras, durante a pré-indug¢do ou durante a pré e pOs-indugio.
Nesse caso os esporos receberam apenas tratamento luminoso
inico; de 1 minuto de dura¢ao. Quanto menor o tempo de ex-

posig¢ao a temperatura alternante, durante o periodo de pré
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indu¢ao, maior o efeito indutor do tratamento luminoso, pa;
ra‘as temperaturas alternantes dg 10, 15, 20 e 30° C. Tempk
raturas alternantes de 5, 35, 40 e 45° C causaram inibig¢ao
total da germinacao.

Para esporos que.receberam tratamentos de alternan-
cia de temperaturas durante a’pr5findu9éo e a pos—inducao,
observou-se que quanto menor o tempo de exposi¢do a tempe-
ratura .al ternada (entre 10 a 20° C) maior foi a resposta de
germinacao.

As temperaturas de 5, 30, 35, 40 e 45° C, 1inibem o
efeito do tratamento luminoso, quando alternadas com a de
25° C, durante a pre-indugéao e a pos—indugao.

A fase de pré-inducao 'de esporos de Onoolea sensibi
lis ¢ dependente de oxiginio.e é inibida pela aplicégéo de
ci clohexi mi da (TOWILLe IKUMA,'l975a,b). A fase de pos—indju
¢ao também envolve processoscoxidativos e ¢é 1inibida pela
ci cloheximi da , se esta substancia for aplicada imediatameji
te apos o tratamento 1 umi noso i ndutor. A fase oxidativa da
pOs-indu¢do pode ser inibida pela anaerobiose e o processo
de “escape” da inibig¢adao é lento, implicando em sintese de
uma substancia ou substancias (possivelmente enzi mas) necef
sarias para.o processo de germinacao.

TOWILL (1978) verificou que a germina¢ao de esporos
de Onoelea sensibilis ¢ controlada pela luz e temperatura.
Temperaturas de 30° C podem induzir maxima germina¢ao no es;
curo, em torno de 60 a 95% da germi nabi 1 i dade induzida por
uma dose saturante de luz vermelha. Sugere que o mecanismo
de termossensibilidade ¢é diferente do de fotossensibilida-
de . Utilizando substancias que atuam a nivel de membranas

celulares, sugeriu que o grau de hidratacao e possiveis mf
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dangas ﬁa propriedade das membranas exerceriam um papel na
mudan¢a da éensibilidade de esporos de Onoalea as tempera-
turas

CHEN e IKUMA ( 1979), trabalhando com esporos de Ono_
clea ‘sensibilis, verificaram que tratamentos de 8 ou mais
horas de 40° C .aplicados durante a fase de pré-indu¢ao redjj
zem treversivelmente o desenvolvimento da fotossensibilida-
de.

Temperatura de 40° C aplicada logo apdés o tratamento
luminoso indutor também inibe a germina¢ao, reversivelmen-
te. Temperaturas abaixo de 25° C causam iﬁibigéo da germinji_
¢ao, quando aplicadas durante a pré e pos—indu¢ao e 30 e
35° C estimulam a germinag¢gao. Os esporos de Onoclea sensibi
_st'séo mortos a bH0° C. Esses autores sugerem que a ciclohf
ximida aplicada durante a pré e a pds—indug¢ao inibe a sin<
tese de uma proteina de curta dura¢do, que é ﬁeCesséria na
fase _de pos—indu¢ao. Entretanto, nao estd claro, em que
pfoceSSO'ou processos especificos as temperaturas altas e
a anaerobiose estariam atuando. Acrescentam que a fase de
pré—indug¢do estd envolvida na pfeparagéo, da maxima fotos-—
sensibilidade enquanto que a pos—indug¢ao, com processo es-
pecificos que levam a germinagéo:

REYNOLDS (1982) observou que esporos de Sphaeropte—
vis oooperi apresentam duas fases oxidativas: uma f a s e
inicial (0 a 120 horas de embebi¢do) que & resisteﬁte ao
cianeto de potdssio e uma fase posterior a esse periodo que
6 inibida pelo cianeto de potdssio. Tratamento de alta tem
peratura (50° C po 90 minutos) durante a fase resistente ao
cianeto de potdssio induz a fase respiratoria sensivel ; ao

cianeto de potdssio e inibe completamente a germinac¢ao, rt?
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versivelmente. Sugere gue nessa espécie hajam mecanismos
respiratérios alternativos.

A germina¢ao de Cyathea delgadii foi drasticamente
afetada pelas temperaturas. As inibi¢oes causadas por temnm-
peraturas altas foram irreversiveié, mas nao se sabe se
ocorreu morte dos esporos. As temperaturas poderiam estar
agindo principalmente a nivel metabélicb, nos esporos de
Cyathea delgadii. Sabe-se que a fase de prezindugéo ¢ meta_
bolicamente ativé. Essa fase envolveria uma éérie de eta-
pas que tornariam o esporo preparado para receber o estirruj
lo luminoso e germinar, quando em cohdigées adequadas. Tem
peraturas devem atuar tanto na fase de prgfindugéo como na
de pds—inducdao, considerando-se principalmente, que nessas
fases processos enzimiaticos e respiratérios estdo ocorren-
do

Sementes de algumas espéciés,'cuja umidade ¢ equili_
brada em atmosfera saturada podemtvir a gefminar ﬁais rapj’
do. Por exemplo, sementes de Alljunz_pavrunz que estiveram
em equilibrio com atmosfera safurada de umidade por 30
dias, a 10° C. ti veram seu T 50 (dias para atingir metade da
>germinagéo final) reduzido de 8,5 para 0,5 (HEYDECKER e
COOLBEAR, 1977).. 0 préffratamento inicia a formac¢ao de
compostos ricos em energia, aumenta o DNA e especialmente
RNA, nas regioes de crescimento, diminui a atividade ribo
nucleasica, torna mais ativa a renovagéo da sintese protéi
ca, quando as sementes novamente sdo desidratadas ate a

I
umidade inicial, aumenta a atividade mi tocondri al , melhora
a preserva¢ao da ultraestrutura aliada a mudan¢as seqlien-
ciais na elasticidade e viscosidade do profoplasma. Isto ¢

.

acompanhado da desrepressao de genes que conferem as plan-
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tas resisténcia a desidratag¢gao, ao aquecimento, ao resfria;
mento e‘salinidade. Tais fatores tendem a desidratar o pro
top 1 asma (HEYDECKER e COOLBEAR, 1 977).

"Neste trabalho, esporos de Cyathea 4delgadii foram
submetidos & pré-embebigcao em vapor de agua durante uma S£
mana, em condig¢oes ambientais. 0 objetivo do pré-tratamen-
to foi verificar se havia acelera¢ao do processo da germi-
nagao ou se o periodo ae.préfinduQéd seria alterado. A pré-
embebi¢ao aumentou as porcentagéns'de géfminégéo ap6s 3 e
4 dias de embebi¢ao, em comparagao aos esporos secos. 0 pe-
riodo de préfindugéo foi reduzido paré 24 horas e houve um
nitido aumento da fotossensi bi 1 i dade para esporos pré-embji
"bidos em vapor de agua. Apdés 48 horas; a germinabilidade
desses esporos foi semelhante a encontrada péra esporos se;
cos. Apos 72 e 96 horas de embebig¢ao "no escuro houve uma
diminui¢ao da germinac¢ao, tanto para esboros préfembébidos
em vapor de agua, quanto para esporos secos. Esporos pré-
embebidos apresentaram valores de germina¢ao maiores que
os encontrados para esporos secés, quando receberam trata-
mentos luminosos didrios de i minuto de durac¢ao. Nesse ca-
so, o0s tratamentos foram iniciados ap@s 24 horas de embebj
¢ao no escuro (periodo de mdxima fotossensibilidade).Quan-
do os trataﬁentos luminosos didrios foram formnecidos a es-
poros pré-embebidos apos 48 horas de embebi¢ao no escuro, a
germi nabi 1 i dade foi menor do qué a de esporos secos. Os_esA
poros pré-embebidos tiveram redug¢gao da  fotossensibilidade
apos esse periodo. Quando esporos pré-embebidos receberam
tratamento luminoso de 8 horas de duragéo, apos 24 horas
de embebicao no escuro, apresentaram resposta de germina-

cao estatisticamente semelhante ao controle de luz conti-
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nua.'A promog¢gao da germinagdao encontrada para esporos se-
cos. foi menor do que a de esporos pré-embebidos, apds tra-
tamento luminoso igual.

A prEfeﬁbebigéd em vapor de dgua durante umé semana
poderia agir antecipando e sincronizando os processos meta_
bOlicos que devem ocorrer dﬁrante a fase de prgfindugéo
Também a hidratagcdo do fitocromo parece ocorrer mais rapi-
damente, apgs o tratamento. de pré-embebic¢ao, jd que a fase
de pr5¥indugéo no escuro foilreduzidd para 24. horas, apods
esse tratamento. Observoufse.que um maior numero de espo-
ros pré-embebidos germina apds o tratamento luminosos de 1
minuto de durégéo, quando comparados aos esporos sSecos. Is:
to indica que houve aumento da fotossensi bi 1 i dade. Duas hj[
poteses poderiam ser langadas péra ekplicar o aumento da
fotos senéibilidade:

— um 7, pool” maior de fitocromo FV ficaria disponi-
vel e sofreria fototransformag¢do para FVe apos o tratamen-
to luminoso de curta durag¢do. Como . conseqiiéncia, um maior
nimero de esporos germinaria;

- dentro .da- amostra, um méior nimero de esporos te-
ria atingido as condig¢des meﬁabélicaé necessdrias para a
germina¢ao, necessitando apenas do eétimulo final comple-
mentar, fornecido peio'tfatamento iuminoso. Se for analisa;
do o-modelo proposto por SMITH ( 1975b)nAda existéncia de
um composto S, jd existente nas células, esfe poderia ser
lentamente sintetizado durante a préfembebigéo atingindo
niveis maiores do que os encontrados em esporos secos. Um
maior conteuido de S estaria disponivel para se associar ao
FVe e formar Z, levando a germinac¢ao.

Qutro fato observado foi que tanto esporos pré—-ecmbf
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bidos em vapor de agua quanto esporos secos, parecem en-
trar em dorméncia secunddria apos periodos prolongados de
embebi¢ao no escuro. 0 processo barece ser mais rdpido pa-
ra esporos p ré—embeb i dos , cuja germi nabi 1 i dade diminui gra
dualmente apos 24 horas de embebi¢ao no escuro. A dormén-
cia secunddria @& induzida em sementes de alface c¢.v. Grana
KRapidsj quando embebidas em agua, no escuro, por vdrios dias
(KHAN, 1980/81). Tratamento osmético das sementes, na luz
ou tratamento com dcido giberélico'(GAA) no escuro, evitam
a»dorméncia secunddria. Esses tratamentos aceleram a germi _
nag¢ao. 0 tratamento osmdtico causa um aumento da formag¢iao
de po. 1 i rri bossomos e aumenta a incorpofaéao‘de leucigg C.
0 autor sugere que a luz e talvez o hormonio, durante o
tratamento osmotico, acelerem a germina¢ao por acelerarem
a sintese de protefnas. Sugere fémbém que giberelinas, ci-
tocininas e inibidores pfovavelmente estejam envolvidos na
regula¢ao das dorméncias primdfia e secunddria de sementes.
Talvez.um processo semelhante poderia também ocorrer para
esporos de. samambaias.

HipGteses alternativas sao também propostas por
SMITH (1975b) para explicar a -dorménecia secunddria ou fotf
dorméncia de sementes. Ele sugere que o fitocromo FV pode-
ria ser instdvelv e poderia ser' destruido se permanecesse
nessa forma durante muito tempo. A irradia¢ao subsequente
com luz vermelha nao causaria a.fofmagéo de FVe suficiente
para desencadear a germinac¢ao. Outra hipdtese é a de que a
substancia S seria instdvel e dependeria He sintese conti-
nua. Com o passar do tempo, a capacidade bara sua sintese
diminuiria e seu nivel se tornaria muito reduzido para in-

teragir com FVe. Também essas hipdteses parecem convenien-
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_tes para se tentar explicar a possivel dorméncia secundd-
ria que parece ocorrer em esporos de Cyathea delgadii.

0 tratamento osmotico de sementes é um método fisio
l6gico que acelera a germina¢ao de vdrias espécies. Solu-
coes aquosasﬂde'pol i eti lenogl i col , em determinada faixa de
concentra¢des, mostram um aumento linear do ’i’J<f (potenciél
osmotico), com o aumento da temperatura (MICHEL e KAUFMANN,
1973). YHEYDECKER et al. (1975) submeteram sementes de va-
rias éspécies de hortali¢as ao tratamento osmbtico em soljj
¢coes de po.l ieti 1 enog 1 i co 1 6000, a -12,3, -11,6 e -10,8 bars,
nas.temperaturas de 10, 15 e 20° C respectivamente. Observji_
ram que esse tratamento reduzi o-tempo de germina¢ao das S£
mentes testadas. HEYDECKER e WAINWRIGHT (1976) trataram o
moticamenté sementes de Cyclamem persicum em solu¢oes de
polietflenoglicol -8,0 e -11,0 bars (241 e 288 g PEG 6000
por 1 Kg de dgua) a 15° C, durante 3, 4 e 5 semanas. Obser-
varam que a velocidade de germinag¢do aumentou progressiva-
mente, quanto maior o tempo de tratamento. Nao houve dimi-
nui¢ao na porcentagem de germina?éo.

Vari as al teracoes bioquimicas parecem ocorrer duraji
te o tratamento osmotico. Paravsementes fotobl as ti cas posi
tivas o tratamento deve ser realizado na presénga de luz
Segundo KHAN et al. (1980/81), wuma ag@o continua e inin-
terrupta de FVe ¢é necqssdria para se alcéngar o mdximo efei’
to do tratamento osmotico. Os autores verificaram que em
sementes de alface o tratamento causa uma acelerag¢ao no
tempo de sintese de RNA, bem como um aumento na sintese de
RNA. Sementes de alface tratadas osmoticamente, na luz, por
14 dias, mostram acelerac¢ao da forma¢ao de poiirribossomos

. ~ . 14 ) - . -
e incorpora¢ao de leucina C em proteinas durante incuba
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cio a 25° C. Foi observada também a ativacdao ou sintese de
diveTSAS'enzimas, incluindo fosfatases dcidas e esterases.
0-GA3 a 50 juM durante 0 tratamento osmotico aumenta tamb@&m
a atividade de enzimas. O tratamento osmotico poderialafe—
tar processos metabdélicos “chave”, relacionados com a que-
bra de moléculas de proteipas e lipidios e a reciclagem de
ésteres fosfatados.

Esporos de Cyathea &delgadii pré-embebidos em solu-
¢do osmotica-de PEG 6000 (-1 1 Ld bars a 15°'C)g, durante uma
semana, Sob luz continua, apresentaram aceleragao da germi
na¢ao, do terceiro ao sexto dia de embebigao em solugao njj
tritiva, em compara¢ao ao controle (esporos Que nao foram
tratados osmoti qamente) . Entfeténto, a germinacao final foi
menor que a do controle. Tratamentos osmoti cos_maié proloji
gados causaram inibig¢ao da germinag¢ao final. Ocorreu gran-
de contaminag¢ao por fungos, apos tratamentos prolongados |,
que poderiam ser nocivosbaos esporbs.>A temperatura de 157 C
utilizada para O tratamento osmotico, poderia talvez cau-
sar uma termodorménci a‘quando forneci da durante um periodo
muitoilongo. Qutra possibilidade é a de que os tratamentos
osmOticos longos tenham causado a morte de muitos esporos
da amostra.

Os esporos de samambaias poderao servir.como mate-

rial para o es tudo de al terag¢oes fi si ol o0gi cas a nivel_celuA

lar, que ocorrem apos os tratamentos osmoticos.

SUGAT e FURUYA (1968) verificaram que a reversao da
inibi¢ao da germinag¢ao de esporos de Pteris vittata causa-
da péla luz azul, era obtida por luz vermelha continua. 0
efeito da luz vermelha nao era afetado pela presen¢a W de

CMU (3-(p - clorofenil) — 1,1 - di meti 1 uréi a .S ugeri ram

que
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esse processo nao estava relacionado a fotossTntese

TOWILL e IKUMA (1973) estudaram o espectro de agao
do fotocontrole dé germinag¢ao de eépords de bnoolea sensi—
b—il-Ls L. 0 espectro de absorg¢do: dos espbros intactos reve-
lou a -presenc¢a de clorofila e carotendi des. Esporos embebi_
dos em solu¢does de DCMU (3-4 di clorofeni 1 di meti 1 uréi a) nas
concentra¢oes .de 1(f410 “ e 10~ "M durante o perTodo de
germina¢ao, nao sofreram inibicao, exceto esporos embebi-
dos em DCMU a 104M e irradiados com luz azul. Os autores
sugeriram que 0s processoé fotossi ntéti cos nao estariam eji
volvidos na germinacao.

ZILBERSTEIN et ai. ( 1984,a) ,  observaram que em espo-
ros de Pteris vittata, a formagao de clorofila & um proce’”
so induzido pélo fitocromo. O processo ocorre no escuro ,
apos irradia¢des curtas de luz vermelha e precéde a primej”
ra diviééo'e a protrusao do rizdﬁde. A formagéo de clorofi_
la nos esporos mantidos no eséuré, difere da sintese de
‘clorofila mediada pela luz em angi spermas e gi mnospermas,
oﬁde o processo é enzimatico, ainda que apresente uma fase
dependente da fotoconversdo de fitocromo.

0 . DCMU na conEentragaoi%é 10 M causou inibicao da
germina¢ao de esporos de Cyathea delgadii ..em luz contfnﬁa.
Iéto poderia significar que pelo menos alguns esporos né
aﬁostra, talvez necessitem também de energia fornecida pe-
la fosforilagdao f o tos s i n té ti ca . Esporos secos (nao pré—em—
bebidos em vapor de agua) necessi tam de tratamentos lumino-
sos muito longos (48 horas ou mais) para atingirem os valf
res de germihagéofalcangados pelos tratamentos de luz con-
tinua. Esporos préfembebidoé em vapor de égué atingem ger-—

minabilidade semelhante & obtida em luz continua apds tra-
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tamentos de 8 horas de luz ou apﬁg tratamentos didrios de

1 minuto. A embebic¢ao em vapor de agua, poderia atuar sin-
cronizando e aumentando a ‘sintese de clorofila, apds os
tratamentos luminosos realizados depois do perTodo de pré-
indu¢ao. Isto poderia aumentar o suprimento energético e
favoreceria a sincronizagéo da germinac¢ao.

0 peso fresco (h3‘esporos de Cyathéa delgadii nao v ji_
riou entre'esporés no dia 0 e apos 7.dias de germi nagao.Ejn
tretanto, o peso seco sofreu uma grande redug¢io nesse pe-
rTodo. Esses dados indicam que nessa fase hd grande consu-
mo de substancias de reserva e ao mesmo tempo, grande ab-
sor¢ao de agua. - Apos 14 dias, observa—-se aumento no peso
fresco e no peso seco, possivelmente pof que 0s .gmmmof—ffoé..
jd se encontrem em fase de metabolismo autotrdfi co’.

O0s 1 i pTdi os” 1 i vres constituem cerca de 43% do peso
fresco dos esporos secos de Cyathea delgadii. A proporg¢ao
em relacao ao peso seco & praticamente a- mesma, visto que
esporos secos apresentam .apenas 5% devégua; 0 conteudo de
lipTdios é reduzido para quase metade, apds 7 dias de embe;
bi¢ao e nessa fase, parece atingir a estabilidade. 0 con-
teudo pouco se altera apos 14 dias. 0s dados indicam que
hd grande consumo de 1lipTdios durante a germina¢ao, o que
acarreta uma grande diminui¢ao no peso seco dos esporos

0 espectro de transmissao de luz do o0leo de esporos
revelou que hd filtragem total da luz azul. 0 mesmo ocorre
para o0leo bruto de sementes de algodio (Gossypium hirsutum)
Entretanto, os dois 0leos apresentaram padroes diferentes
de transmissao. 0 o0leo de esporos é muito viscoso e apre-
sentou uma qgueda da transmissao na régiéo da luz vermelha

(660 nm). A grande absor¢do da luz azul pode ser devida a
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concentrag¢gdo de carotenoides nesses Oleos. Aventou-se a
possibilidade do ¢leo atuar como filtro de luz dentro des-
ses esporos. 0 fitocromo de protonemas de Adiantum capillus
veneris parece estar localizado na membrana plasmatica ou
no ectoplasma .(WADA et al., 1983). Sendo assim, parte da
luz incidiria inicialmente sobre algumas deésas moléculas

e parte, deveria ultrapassar o contetido ci topl asmati co para
atingir o pigmento. “Isto dependeria da posic¢ao do esporo.E
importante observar que a maior transmissao ocorre na fair...
xa da luz vermelha e do vermelho extremo, nesse 6leo.

A cromatografia gasosa do ¢6leo de esporos revelou
que o principal decido graxo constituinte ¢é o dcido oléico,
seguido do dcido palmTtico e do linoléico.

Esporos de Anemia phyllitidis contém 56% de 1ipT-
dios, dos quais 86% sao triéliceerios. Os. maiores compo-
nentes dos tri gl i cerTdios sao 0s dcidos oléico e linoléico,
seguidos do dcido palmTtico (GEMMRICH, 1977). 0 autor ob-
servou que em esporos embebidos,’ o contetdo de lipTdios to_
tais diminuiu imediatamente apos a -indu¢ao da germinac¢ao
Apos 12 dias, a mobilizagao dos lipTdios de reserva e a
sTntese de novos lipTdios atingifam 0 QquilTbrio. Mais de
50% dos lipTdios totais foram metabolizadosAnesse perTodo.

Em. Pteris Vfttata, GEMMRICH (1979), observou que os
lipTdios constituem 42% do peso seco dos espofos. Cerca de
50% desses 1ipTdios j& foram metabolizados apos 10 dias e
nesse perTodo ocorre o equilTbrio entre mobilizacao e sTn-
tese

Em esporos secos de Adiantum capillus—-veneris L., 0s
lipTdios também constituem cerca de 47% do peso fresco de

esporos. Mais de 50% desses 1ipTdios sao consumidos apos
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10 dias de embebigao para a germinagao. 0 peso seco dos es_
~poros também foi reduzido para menos da metade do origi-
nal, ap6és 10 dias de embebigao (MINAMIKAWA et al.,1984).

DEMAGGIO e STETLER (1985), apresentaram resultados
bioquimicos ‘sobre esporos clorofilados de Onoclea sensibi-
lis e Matteuccia struthiopteris e. nao clorofilados de Dryo
Dteris filix—mas. " Em Onoclea e Matteuccia, os lipidios cons_A.
ti tuem 27% do peso dos esporos e. em Dryopteris,aproximada-
mente 40%.. Durante a embebig¢ao, és lipidios foram hidroli-
zados e apds a germiﬁagéo diminuiram 12,5% em . Onoclea e
Matteuccia e quase H0% ém Dryopteris.

Os esporos de Cyathea delgadii assemelham—-se mais
aos padroes de distribui¢ao e mobiliza¢ao de lipidios, en-
chtrados em Anemia phyllitidis, Pteris vittata, Atfiantum
capillus—veneris e Dryopt:erj.é fjlja—fzzg_s.

Os esporos secos - de Cyat:]:eé delgadii nao sao cloro-
filados, como os esporos de Dryopteris filix—mas. Apos 7
dias de germinacao. foram encontradas 5,3 jug de clorofila
por mg de peso seco de esporos e -apOs 14 dias, 27 pg por
mg de peso seco de esboros. Esporos secos de Pteris vitta-
ta (GEMMRICH, 1980), também ndo apresentam clorofila. Apds
2 ou 3 dias de embebig¢ao, foram detectadas 60 jjg de cloro-
fila por grama de esporos. 0O conteudo de clorofila encon-
trado para essa espécie apos 7 dias e 15 dias foi semelhaji_
te ao encontrado para esporos de Cyathea delgadii..

As proteinas soluveis representam 1,2% do peso se-
co dos esporos secos de Cyathea delgadii. Apos 7 dias esse
conteido aumenta para 5,4% e apos 14 dias, para 9,8%. Ob-
serva—se que ocorreu sintese de proteinas durante a germi-

na¢ao de Cyathea delgadii.
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A sintese de proteinas durante a germinégéo de espo;
ros ja foil verificada para diversas espécies de pteridofi-
Ctas. RAGHAVAN ( 1976, 1977b) utilizando timidifh e leuci
n% H, observou sintese de dcidos nucléﬁcos e proteiﬁgg d”i
rante a germina¢ao . de esporoé de Anemia pbyjljtjéjsg‘indu—
zida pelo dcido gibefilico. Ele sugere que a sintese conti
nua de proteinas ¢é essencial para a hidrélise do material
de reserva, aumento do pfdtoplasto, divisao do nucleo do
esporo e formag¢gao da célula protonemal durante a germina-
¢ao. Em esporos de Pteris vittata; cuja germinagao ¢ indu-
zida por radiacdoes curtas de 1 uz ‘verme 1 ha, RAGHAVAN ( 1977a)
.observou a hidrolise dos granulos de profeina.de reserva ,
l12 horas apos a rqdiagéo. A sintese de proteinas foi veri-
ficada pela incorporaggo de-leucina ﬁ no nucleo e no ci f<g
plasma, durante as etapas iniciais da germinac¢ao. NAGATANI
et al. ( 1983) observaram a incorpord@éd de amiﬂbaéido$4C du”
rante a germinag¢ao dé esporos fotoinduzidos de Adiantum ca
Mpillus—veneris. ZILBERSTEIN et al. ( 1984b) também observa-—
ram incorp&?agao de metioni%g.s em proteinas de 30.000 d
e 48.000 d, apds 16 horas da fotoindugdo, em esporos de
Pteris vittata. Durante a germinag¢ao de esporos de Onoclea
Sensjhﬂjsiﬂf‘HUCKABY e MILLER (1984) estudéyam as proteinas solu’
.veis de rizoides e de células protonemais; As pro-
teinas soluveis enconﬁra@as nos rizdoides foram quan-
titativamente diferentes nos rizoides. . Eles sugerem
que devam ocorrer proteinas especificas de rizoides.
A diferenca na composi¢ao de proteinas soldveis em
rizoides e células protonemais sugere uma distribui_
¢cao diferencial de organelas entre as duas células

bem ¢ o m:o sintese diferencial de proteinas no
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citoplasma dessas duas células.

Em espépies como Oﬁoclea sensibilis, Matteuccia stru
thiopteris e Dryopteris filix—mas as proteinas constituema
14%, 15%.e 5% do peso dos esporos, respectivamente. Nesses
casos, elas atuam também como material de reserva. Durante
o inTcio da germinag¢ao,, ha redu¢ao de 80% das proteinas de
reserva (DEMAGGIO e STETLER, 1985).

0Os ac¢ucares soltiveis totais constituem 1,9% do peso
seco do esporo seco de Cyathea delgadii. 0. conteddo dimi-
nuiu apos 7 dias de embebigéé para a germinac¢ao, indicandé

due houve consumo de parte desSeS'agucares dﬁfante essa fa;
se. No 149 dia houve um nTtido aumento dos a¢licares solu-
veis to tai s

0 conteudo de aéucares redutores. é muito baixo para
“esporos secos de Cyrathea delgadjj-g correspondente a cerca
de 0,1% do peso seco dos esporos. 0 contetudo auﬁenta apos
7 dias de embebiﬂggg*igiﬁ£i_q_§erminagéo’, emboré continue bai_
xo (cerca de 0,4% do peso seco dos esporos).

Ocorre amido em quantidades muito pequenas nos espo
ros secos de Cyathea delgadii (cerca de 0,4% do peso seco
dos esporos). Houve um pequeno aumenﬁo de amidé apos 7 dias
de embébigéo para a germinacdo e apos 14 dias, houve um
grande éumento no contetdo de amido (aumento de cerca de
lO_Vezes )

TOWILL (1980, 1985) mostrou que em esporos de Ono-
clea sensibilis, a irradiagao com luz vermelha, durante 3
minutos, acelera o acumulo de amido e aumenta a germinac¢ao
dos esporos. Sugeriu que um fotorreceptor comum ¢é o media-

dor da germina¢ao foinduzida e do acumulo de amido. Obser-

vou também que esses esporos apresentam reserva de sacaro-
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se. A sacarose ¢é degradada e o amido é sintetizado durante

a germina¢do, enquanto os lipTdios seriam mobilizados du-
rante o desenvolvimento inicial do gametOfito. A degrada-
cio da sacarose e a sTntesé de amido nao estdao relaciona —
das nessa espécie. A degradagao da sacarose é . aumentada pela
luz e pode ocorrér sem a §Tntese de amido. A fotoindugao da
sTntese de amido pode, por outro lado, ocorrer sem a degr”
da¢ao da:sacarose. 0Os dois processos parecem ser indepen—
dentes.

MINAMIKAWA et al. (1984) observaram uma redu¢ao no
contelido de ac¢cucares totais e ag¢uicares redutores, durante
a germina¢ao de esporos de A&—jantum capillu—-veneris. Suge-
riram que os a¢ulcares soluveis, incluindo os agucares red’
tores poderiam participar como fornecedores de carbono e
como fontes de energia duranpe o perTodo de embebigao, quaf
do as vias de degrada¢ao dos lipTdios nado estariam::ainda
em plena ati vi dade

Em esporos de Cyathea delgadii, os ag¢lcares solu-
veis totais poderiam atuar também como fonte de carbono e
de energia durante os primeiros dias da germina¢ao. Ac¢tuca-
res redutores come¢ariam a ser sintetizados dqrante a ger-
mina¢ao, ou poderiam originar da hidr¢lise dos aglicares
totais. ApOs 7 dias, ocorre aumento de amido. Este pode-
ria estar relacionado com a sTntese de novas fontes de car
bono ou com processos de hidrélise dos aglcares’ . tdétai s

A hematoxilina-eosina foi usada para uma visualiza-
cao geral dos esporos secos e apos 4 e 7 dias de embebicao

punida S
para a—g-e-Tminagao . A ecosina & um corante dcido e se liga
aos radicais positivos e a hematoxilina atua como corante

bdsico, evidenciando geralmente o contetdo nuclear e radi-
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cais mnegativos (LISON, 1953; POLICARD et al., 1957). Por
esse método, os esporos de Cyathea delgadii- apresentaram seu
citoplasma globular -e corado pela eosina. Os ntcleos e as
exinas foram mais evidenciados'pela coloragao com hematoxi_
lina. 0Os rizoides do. material germinado - apresentaram suas
paredes coradas pela hemaﬁoxilina, evidenciando a presenc¢a
“de fadicais negativo&

0 azul de toluidina ‘¢ um corante basico portador de
radicais NHg*t livres em. sua molécula,vligando?se portanto

a grupos anidnicos, destacando-se grupos fosfato {-P0" ),
carboxila (-C007) e sulfato (-SO" ) (KIERNAN, 1981; VIDAL,
1977).

Solu¢oes de azul de toluidina (AT) em dgua, na con-
centrag¢ao de ]J57Mpresehtam colora?éd "azul claro com pi-
co de absorcao a 635 nm. 0 aumento da concentra¢ao p a r a
lO_GNrovoca um abaixamento dos valores de absorbancia ,
ocorrendo um .hipocromismo. Um aumento subsequente da con-
centrag¢ao de 10”7 M a 10~ "M acentua o hipocromismo a 635 nm
e surge um novo pico de abs.orcao a 590-598 nm; Esse fen@me;
no ¢ denominado metacromasia. E ﬁm evento espectral carac-
terizado por um abaixamento do. pico da absorc¢ao, acompanha;
do pelo deslocamento do pico- para comprimentos de onda mais
curtos (deslocamento hi psocréﬁi co) . Em células e tecidos |,
as estruturas metacromati cas apresentam—se roseo—avermel ha
das, enquanto as ortocromaticas em azul ou esvgrdeadas.Uma
das causas para.a manifestacao do evento é a formac¢ao de
dimeros, trimeros e tetrameros por empilhamento das molécjj
las do corante. A metacromasia dos tecidos torna-se mais
evidente quanto maior o numero disponivel e a proximidade

dos grupos anidnicos (VIDAL, 1987).
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Cortes de esporos secos de C(yathea delgadii corados
por esse método apresentaram os nudcleos evidengiados em
azul e o citoplasma pouco corado. Durante a germinac¢ao foi
notado um aumento na metacromasia do conteddo citoplasmati
co das células protonemais e rizoidais. As paredes celula-
res dos rizoides de gémet@fiﬁos com 7 dias de germinac¢ao
foram intensamente coradas , "sal 1 entando a metacromasia. 0
aumento da metacromasia indica-que houve um aumento da dif
poni bi 1 i dade de radicais negativos durante a ge rmi nag¢ao . Is_
to poésibilitoﬁ um maior empilhamento das moléculas do co-
rante e conseqliente diminui¢ao no seu pico de absorg¢ao quari
do ligado ao material “in situ”. Fendémeno semelhante foi
observado em cotilédones de sementes de soja Glycine max) 3
durante a Agerminagéo (CORTELAZZO, 1986). 0 autor sugeriu
'qué esse eVMLtépoderia estar associddo a transferéncia de
substancias de célula a célula durante o processo de gerni
na¢ao.

A metacromasia que ocorre em rizoides de gametOfi-
tos jovens de Cyathea delgadii deve esfar relacionada a
processos de alongamento celular, ja que os rizoides encoji
tram—se em fase de cresciménto.

Paredes celulares jovens sao ri cas em pectinas e ha
pouca celulose. Também contém uma gliboprotéTna rica em
aminodcido hi droxi proli na . Em paredes celulares de A cer
pseudoplatanus ¢ Ly copersicum es culentum, a hi droxiprolina gsA
ta ligada covalentemente a residuos de arabinose. FEssa gli_
coproteina ja foi chamada de “extensina”, mas ainda nao ha
evidénecias de que esteja envolvida no controle do alonga —
mento de paredes celulares. Evidéncias indicam que a glico:

proteina nao se liga covalentemente a nenhum outro polime-
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ro componente da parede celular. 0 processo de alongamento
celular é altamente complexo e controlado por hormonios ve
getaié como auxinas, giberelinas e citocininas. Fatores co:
mo transporte de Tagua, diferengas de potencial osmotico e
de turgescéncia e extensibilidade da parede celular também
controlam o alongamento celular. As_auxinas parecem causar
afrouxamento da parede celular e crescimento em diversas
Variedades‘de tecidos caulinares. A teoria para explicar a
acao da auxina considera que liga¢gdes quimicas entre os po
1Tmeros da parede celular seriam quebradas em Tresposta a
excre¢do de protons H* do local. Condi¢des dcidas promove-
riam o afrouxamento‘das paredes. 0 abaixamento do pH pode-
ria enfraquecer certas intera?ées ionicas, como as que en-
volvem grupos carboxilas ou outros, influenciando as pon-
tes de hidrogénio e certos tipos de associa¢oes hidrofobi-
cas. Ha4 evidéncias que respaldam a teoria dcida do cresci-
mento celular. Entretanto, hd dificuldades no que concerne
ao perTodo em que o pH abaixa e os meios que induzem a es-
se abaixamento (HALL e£a1.31984).

.Um abaixamento do pH das paredes celulares de rizoi-
des de gametofi tos de Cy.athea delgéd%jjg poderia estar
ocorrendo devido 'aos processos de alongamento celular
Este evento favoreceria possivelmente, a liberagao de radj
cals anionicos, levando ao maior empilh?mento das molécu-
las de azul de toluidina, com aparecimento da metacromasi a,.

Esporos nao germinados e observados em luz polariza;
da com analisador e polarizador cruzados apresentaram birf
reffingéncia, das exinas e presen¢a de alguns granulos de
~amido no interior. A bi rref ri ngénci a ocorre quando o mate-

rial apresenta duas dire¢oes de propagac¢ao da luz, com um
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Tndice de refrag¢ao para cada uma delas (VIDAL, 1987). Isto
evidencia a ordem molecular dos polimeros formadores da
exi na.

Xylidine ponceau i um corante acido cujas moléculas
possuem o grupamento -S0°" livre, sendo portanto utilizado
para a detec¢dao de proteinas totais, ligando-se aos radi-
cais amino das mesmas, que ‘'se encontram protonados no pH
2,5 utilizado para a coloragcao (VIDAL, 1970).

Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados
por esse corante revelaram a presen¢a de corpos protéicos
globulares no interior. Foi observada uma gradativa perda
do padrao globular do material corédo, nas células protone;
mais, durante a germina¢ao. Presen¢ca de proteinas foi de-
tectada no interior dos rizoides de gametofitos intactos
com .7 dias de erribebi¢ao. Durante a germina¢dao, o material
parecé também . se deslocar em diregéo)é cicatriz e rizoide.
Os tratamentos enzimaticos com pepsiné.ou tripsina confir-
maram a presen¢a de. proteinas em esporos secos e gametofi-
tos jovens. As extra¢oes forém, no entanto, mais eficien-
tes para o material germinado. Possivelmente devido ao de-
sarrénjo dos corpos proteicos observado durante a germina-
¢ao, ai atuag¢ao das enzimas foi mais eficiente nesse mate-
rial. Duranfe a germinacao observou-se um.aumento na inteji
sidade de coloracao do material evidenciado pelo xylidine
ponceau. Este fato indica que houve sintese de proteiﬁas
durante os primeiros 7 dias de embebicao para a gérmina—
¢ao, em esporos de CYatbeé delgad—Li.. 0 aumento no conteudo
de proteinas soluveis durante a germina¢ao desses esporos
‘foi verificado por meio de dosagens bioquimicas.

0 desarranjo dos corpos protéicos verificado durante
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a germinacao . de esporos de Cyathea delgadii foi observado
também para células de cotiledones de soja {Gjycine max) du-
rante a germina¢ao indicando transferencia desse material
dos locais de reserva pdra 0s ldcais de crescimento (CORTE
LAZZ0, 1986).

0 aumento na metaqromasia e a diferen¢ca no padrao
das proteinas durante a germinégéo de esporos de Cyathea
delgadiiféram graduai s. Essas aiteragées foram observadas
também paré espords com 4 dias de embebicao, qﬁe nao foram
apresentados neste trabalho. Taié eventos puderam - ser nota
dos com nitidez no material com 7 dias de embebigao.

De um modo geral, os trabalhos sobre a citologia de
esporos de pteridofitas dao mais énfase aos padroes de di-
vi sao celular.

RAGHAVAN (1976) estudou asbectos da morfplogia celf
lar e sintese de macromol écul as durante a germinagéo de e§A
poros -de Pteris vittata. 0 autor fixou o material em solu-
¢do a 10% de . acroleina, a 5° C, durante a noite. A desidra-
tagao foi feita iniciando em meti! celosolve e apos, o0s es;
poros foram embebi dos em glicol metacrilato. Coloragoes fo;
ram feitas com azure B ou azul de toluidina. Foi usada au-
to radi ografi a péra o estudo da Sintese'de RNA, DNA e pro-
teinas

0 estudo‘ citoquimico da germinagéo de esporos de
Anemia phyllitides foi também feita por RAGHAVAN (1976) .
Foi usado o mesmo método de fixa¢ao utilizado para esporos
de Pteris vittata. 0 autor utilizou também o azure B (para
detectar RNA e DNA), reagente de Feulgen (para detecgdo de
DNA), aci do-pe ri 0di co de Schiff (PAS) para detecg¢dao de agt

cares 1insoluveis. Para detec¢ao de proteinas, wutilizou o
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aiul de bromofenol mercirico e anilina.azul black. Métodos
de autoradiografia foram também usados para o estudo da
sintese de DNA; RNA e proteiﬁa&

Resultados desses dois trabalhos mostram gréanulos
de vdrios tamanhos e formatos que Eeégem positivamente aos
corantes para detec¢cao de proteinas em ambas as espécies
A sintese de DNA, RNA e proteinas -ocorre durante a germina:
cao dessas espécies. Lipidios néé foram visualizados apos
"as preparag¢oes citologicas.

RAGHAVAN ( 1.980) apresentéu os resultados de estudos
citoldogicos realizados para esporos de diversas espécies
de pteri dOfi tas. As principais conclusdes sdo que 0S espo-
ros sao estruturas extremamente secas, com um nudcleo ro-
deado ‘por uma série de organelas e granulos de reserva. O
nicleo ovalado ¢é constituido prfhcipalmente de cromatina
desidratada. As espécies citadas pelo autor sao Osmunda re_
galis, Matteuccia struthiopteris 3.030 ‘ale—a sensibitis, Pte-
ri s Vjt’:t:ét:a3 Anemia phyllitidis , Lygo.dium japonicum e The_
lypteris denta ta.

HUCKABY e RAGHAVAN (1981b) estudaram o padrdao de
germina¢ao de esporos de espééiqs'de pteridofitas perten-
centes aos géneros C(Cyathea e Dicksonia. Tanto para Cyathea
australis como para Cyathea cooperi, a germina¢ao se 1ini-
cia aparentemente pela abertura dé exina apods 3 dias sob
luz vermelha ou vdrios dias sob.luz branca. A exina se rog
pe no polo proximal (regidao da cicatriz) do esporo tetraé-—
drico, ao longo dos brag¢os do trilete. 0 rizoide se forma
apés- uma divisao assimétrica do esporo, pela forma¢ao de
uma parede paralela ao plano equatorial (base do esporo)

0 padrao de abertura oa exina e formag¢gao do rizdide, em ef
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poros de Cyathea delgadii parece ser semelhante ao encon-
trado nessas espécies.

Neste trabalho, 0s esporos foram fixados em solugao
de paraformaldeido'a 4% em tampao fosfato 0,2M.a pH 7,4 e
glutaraideTdo a 5% (KIERNAN, 1981). 0Os métodos de desidra—
ta¢ao e inclusao em parafina sao .os métodos convencionais
de - processamento. Entretanto, foi possivel se obter cortes
dos esporos, com 8 jum de espessura. Os corantes, hematoxi li
na-eosina, azul de toluidina e¢ xylidine ponceau utilizados
permitiram evidenciar ntucleos, estruturas ci topl asmati cas
granulares globosas, corpos protéicos, graos dev amido e
detecgoes de altera¢oes do padrao de proteinas bem como a>u
mento de metacromasia durante a germinac¢ao. Lipidios nao
foram evidenciados pois foram. provavelmente extraidos du-

rante o processo de desidratacao.



- RESUMO -

As pteridOfitas representam um grupo que produz es-
poros potencialmente Uteis para andlises fisioldgicas e
bioquimicas-da'germinagéo. No Brasil, ha poucos estudos s0
bre a germina¢ao de esporos de samambaias. Decidiufée en-
tao realizar estudos dos aspectos da fotomorfogénese de es;
poros de Cyathea delgadii, cuja germinagao ¢é dependente de
luz. Estudou-se também aspectos da mobilizagao e sTntése
de metabodlitos durante a germina¢ao. Paralelamente, foram
feitos estudos c¢i toq uTmi cos

A germinacao foi realizada em meio de cultufa ITqui
da, em camara de crescimento, com temperatura e luz contrf
ladas. Foi verificada a germina¢ao sob luz branca constan-
te para esporos coletados em diferentes épocas do ano.Efei_
to de tratamentos luminosos curtos tnicos.ou intermitentes
e de tratamentos luminosos longos foi verificado em espo-
ros secos e em esporos pré-embebidos em vapor de agua, uti_
lizando-se diferentes fontes luminosas. Foi observada a rjs
versao do efeito da luz vermelha pelo vermelho ‘extremo. Efeﬁ_
to de luz azul foi estudado. Esporos foram pré—-embebidos
em solu¢ao osmotica de polietilenoglicol e seu efeito na

germina¢ao sob luz branca foi estudado. Efeito de DCMU tam —
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bém foi estudado. Verificou-se o efeito de temperaturas
constantes e temperaturas alternadas pafa esporos que rece_
beram tratamentos luminosos indutores de curta duracao.

Extra¢oes e dosagens de 1lipTdios, ¢l orofi 1 a ,proteT-
nas, a¢ucares soldveis totais, ;ag:ﬁcares redutores e amido
foram, realizadas para esporos secos e apds 7 e 11 dias de
embebi¢ao para a germina¢ao, sob luz branca contTnua a
25° C.

Estudos citoquTmicos para-detec¢gao de radicais aniii
nicos e radicais cationicos totais foram realizados para
esporos secos e apos 4 e 7 dias. de embebi¢ao sob luz bran-
ca contTnua, a 25° C.

Os esporos sao produzidos durante o ano inteiro. Em
geral, "a germina¢ao come¢a a partir do 39 dia de embebicao
e no 79 did atinge a estabilidade.

A germinacao dos ésporos ocorre apoOs tratamentos cuf
fos inicos de luz, emn baixas porcentagens. Tratamentos'lu—
minosos curtos didrios induzem taxas altas de germina¢ao.0
efeito desses tratamentos é semelhante a tratamentos de
longa duracao (4 a 8 horas de 1luz) forhecidoé apds o pe-
rTodo de‘prélindugéo.

0 perTodo de pré—-inducao ¢ de 48 ‘horas de embebic¢ao,
para esporos secos e se reduz para 24 horas para esporos
pré—embebidos em vapor de agua aurante uma semana.

A pré-embebic¢ao em vapor de agua também aumenta a
fotossensibilidade dos esporos. Estes apresentam porcenta-
gens de germinac¢ao muito maiores que as observadas para ef
poros secos, apos tratamentos luminosos de curta duracao.

Tanto a fase de pré-indu¢ao quanto a fase de pOs—
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indu¢ao sao drasticamente afetadas pela temperatura. Tempf
raturas abaixo de 25° C reduzem a germina¢ao.. Temperaturas
altas ( 35 , 40 e 45°C)_causam inibi¢do total e irreversf&el
da germinac¢ao.

Tratamentos longos de 1luz azul causam uma promo¢ao
muito pequena da gefminagéq. A luz azul nao impede a mani-
festacao do efeito da luz vermelha.

A pre-embebi¢do em solugéo osmotica de polietileno-
gli col durante uma semana acelerou a germinag¢ao dos espo-
ros, mas causou redu¢ao na porcentagem final da germinacao.
Tratamentos osmoticos mais prolongados reduziram bastante
a germinabilidade desses esporos.

0 DCMU nas concentracoes de Af% Me fé M, causou
inibi¢ao da germinac¢ao.

0 peso seco dqs esporos diminui em guase 50% duran-
te os 7 primeiros dias defembebigéq. 0 peso fresco se man-
tém constante nesse perTodo. Apds 14 dias, os pesos seco
e fresco comegam a aumentar.

0s lipidios livres constituem mais de 40% do peso
seco dos esporos de Cyathea délgaéi—t. Cerca de 5H0% desses
lipTdios sdo consumidos durante o inicio'da germinac¢ao.

As proteinas soltveis sdo sintetizadas durante a
germi nacao.

Acticares soliveis totais diminuem dprante a primei-
ra semana. ApQOs duas semanas ha um grande aumento no con-
teido desses acgucares. Ac¢ucares redutores que constituem
parcela muito pequena dos a¢uicares totais, aumentam duran-
te a germina¢ao. Amido também ocorre em pequenas quantida-

des no esporo seco e aumenta durante .a germinacao.
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Esporos secos de Cyathea delgadii nao contem cloro-
fila.

Cortes de esporos secos e apos 7 dias de meebigéo

I para a germinagéox>corados pela hematoxilina—eosina apre-
sentaram citoplasma .granular globoso. Os nﬁcleos f oram
evidenciados por essa coloragéo.

Cortes corados pelo azul de toluidina a pH 4,0 apre-
sentaram os ntcleos corados em azul. Durante a germinagao,
ocorre um aumento da metacromasia, indicando maior disponi:
bilidade de radicais anionicos.

A colora¢ao pelo xylidine ponceau, a pH 2,5 mostrou
a presen¢a de corpos prof%icos em cortes de esporos secos
de Cyathea delgadii. Durante a germina¢ao ha um desarranjo
desses corpos protéicos. A présenga das proteTnas foi con-

firmada por digestoes enzimaticas com pepsind ou tripsina.
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