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TNTRODUCAOQ

As fTasgesg, do ciclo de vida das pteridéfitas, mais
vulneraveis as condigbes ambientais sado a germinagao dos esporos,
o desgenvolvimento do gametéfito, a fertilizacao e o crescimento
do esporofito jovem (TRYON, 1972). Todos estes estadios envolvem
uma ou poucas celulas. Estas normalmenﬁe tem um breve periodo de
duragao, durante o qual podem estar sujeitas a condigoes ambien-
tais desfavoraveis. O esporéfito adulto ¢ bem mais durévei, com
uma vida de meses ou anos.

Quiescencia e dormencia, segundo RAGHAVAN (1980)
nao sao nitidamente definidas no estudo de esporos de pteridofi-
tas, principalmente porque os mecanismos de dorméncia nao tem gi-
do sistematicamente estudados. Pelo que se sabe, em esporos de
pteridofitas, ao contrario do que ocorre em semente de angiosper-
mas, somente um pequeno nume ro de estimulos parece ser capaz de
quebrar a dormencia. Entre estes, o principal fator e a luz.

Em sua maloria abscluta, os esporos homésporos de
pteridéfitas sao fotoblasticos positivos. Pela revisao de MILLER
(1968) somente sete espécies germinam na ausencia de luz (mas ger
minam tambeém sob luz}, em um total de 88, Entre as espécies bra-
sileiras estudadas sao maioria tambeéem aguelas com esporos foto-
blasticos positives, em temperaturas ao redor de 259, Por exem-

plo, Cyathea delgadii e Trichipteris corcovadensis, duas espécies

arboreas caracteristicas de matas Umidas, s3o exclusivamente foto
blasticas positivas (MARCGNDES“FERREIRA, 1983; ESTEVES, 1984; RAE

DI, 1987; RANDI & FELIPPE, 1988a).

Para que seja estabelecida a fotossensibilidade é

necessario que o esporo inicialmente passe por um periodo conheci




do como pré~indug50. Nesta fase ocorre sintese de proteinas res-—
ponsaveis pelo estabelecimento e manutengao da sensibilidade a
luz (TOWILL & IKUMA, 1975). A pré-indugao pode ocorrer no escuro
e inicia-se com a exposigao do esporo a agua, condigoes aerdbicas
e temperaturas adequadas (TOWILL & IKUMA, 1975; CHEN & IKUMA,
1979). Segundo MILLER (1968) o tempo de hidratacao varia de espe-
cie para especie, com um minimo de trés horas e o maximo de 36 ho

ras. Entretanto, em Cyathea delgadii b periodo de prémindugéo sSe -

ria de 48 horas de acordo com MARCONDES-FERREIRA & FELIPPE (1974)
e RANDI (1987).

A indugao da germinacgado em esporos  fotoblasticos
positivos e dependente de varios aspectos relacionados a quantida
de e qualidade da luz recebida.

Esporos de Trichipteris corcovadensis apresentam

uma germinagao maior nas menores intensidades luminosas testadas
e fotoperiodos de 8, 12, 16 e 24 horas causam a mesma resposta de

germinagao {ESTEVES et al., 1985). Em Cyathea delgadii observou-

se uma resposta semelhante, porem uma unica exposigao de luz
fluorescente branca (MARCONDES-FERREIRA & FELIPPE, 1984) ou de
vermelho (RANDI, 1987) jé foi capaz de promover a germinacao.

Os comprimentos de onda do espectro visivel que
promovem maior taxa de germinagao geralmente encontram-se na fai-
xa de 600 a 680nm, na regiao do vermelho (MILLER, 1968; SUGAT,
1971; TOWILL & IKUMA, 1973; HOWLAND & EDWARDS, 1979; MARCONDES -
FERREIRA & FELIPPE, 1984). Em muitas espécies este efeito do ver-
melho nao & revertido por vermelho-extremo (TOWILL & IKUMA, 1973;:
REINOLDS & RAGHAVAN, 1982)7 Em algumas especies a indugao da ger-
minagao e regulada pela fotorreversibilidade vermelho / vermelho-
extremo, sugerindo que o fitocromo esteja envolvido no processo,

atuando como receptor fotossensivel. Entre estas espécies estao




Asplenium nidus (RAGHAVAN, 1971), Cheilantes farinosa RAGHAVAN,

1973), Cyathea delgadii (MARCONDES-FERREIRA & FELIPPE, 1984; RAN-

DI, 1987; RANDI & FELIPPE, 1988b), Lygodium japonicum (SUGAT &

FURUYA, 1977), Pteris vittata (SUGAT & FURUYA, 1967) e Thelipte-

ris kunthii (HUCKABY & RAGHAVAN, 1981).

Em Cyathea delgadii o efeito de 1 minuto de luz

vermelha € revertido pelo mesmo periodo de exposicio subsequente
ao vermelho-extremo. Exposicoes de lzminuto a luz vermelha promo-—
vem a germinagao de esporos embebidos durante 24 horas no escuro,
mas nao ha diferenga entre as porcentagens de germinacio em espo-
ros que receberam 1 ou 40 minutog de luz vermelha aptés 48 horas
de embebidos. Entretanto, exposicoes diarias de 1 minuto (total
de 6 exposigoes) causam o mesmo efeito que uma exposicao de 24
horas, indicando que os esporos nao apresentam reciprocidade (RAQ
DI, 1987; RANDI & FELIPPE, 1988b).

MARCONDES~FERREIRA & FELIPPE (1984), RANDI (1987)
e RANDI & FELIPPE, 1988c demonstram que choques de azul podem in

duzir alguma germinacao em esporos de Cyathea delpadii. Esta indu

gao € revertida por vermelho-extremo. A luz azul pode, tambem, re
verter a inibigao da germinagao causada por vermelho-extremo.

As temperaturas mais altas que permitem germinacao
de esporos geralmente estdao ao redor de 30 - 35°C (MILLER,
1968), embora algumas especies de ambiente xérico germinem a

40 - 45°C (RAGHAVAN, 1980). Esporos de Cyathea delgadii germinam

O . .
em temperaturas entre 15 e 30°C; temperaturas acima desta faixa
nao induzem germinacao mesmo quando alternadas com 25°C em ciclos
diarios de 12 horas. Os dados indicam que temperaturas alternadas

0

sao mais efetivas para a germinacgao do que a temperatura de 25°C

(MARCONDES-FERREIRA & FELIPPE, 1984). Esporos de Trichipteris cor

covadensis germinam em uma faixa de temperaturas ainda mais es-—




treita, entre 20 e SOOC, e em temperaturas alternadas de BOm—QSOC
e 25 - 30°%C . A temperatura minima para a germinagéo dos esporos
esta ao redor de 10°C (ESTEVES et al., 1985). Entretanto, esporos

de Pteridium aguilinum podem germinar sob temperatura de 1°¢ (MEE

LER, 1968).

Os efeltos de temperaturas em esporos podem apre-
sentar interagaes com outros fatores, como luz, tornande dificii
a compreensao do efeito de temperatura. Em alguns casos, tempera-
turas altas podem induzir germinacgao no escuro em €s5poros gue ne-
cessitam de luz para germinar (SUSSMAN, 1965). Esporos de Cyathea

delgadii e Trichipteris corcovadensis foram postos para germinar

numa faixa de temperaturas de 5 a 4500, mas nenhuma das temperatu
ras testadas promoveu a germinacao na ausencia da luz (MARCONDES
~FERREIRA & FELIPPE, 1984; ESTEVES et al., 1985).

A temperatura otima para germinagao de esporos de

Dryopteris filix-max ¢ de 209C. A germinagao e inibida se os es-

0 .
poros receberem uma dose saturante de luz vermelha a 20°C segui-

da de 24 horas a 36°C sob escuro e depoig retornarem para 20°

C.
Porém, se houver um intervalo entre os tratamentos de luz verme-—
Iha e temperatura alta a inibicao nao ocorre. Isto acontece por-
que a agao do fitocromo vermelho-extremo ocorre antes da inibigao
pela temperatura alta, obtendo-se em efeito de escape (MOHR,
1956; RAGHAVAN, 1980).

A quantificag&o do material de reserva dos esporos
de pteridofitas e a sua mobilizagao durante o processo de germina

gao sao aspectos muito pouco estudados. A dosagem de ljpidios em

esporos de Trichipteris corcovadensis mostrou que estes constitu-

em mais de 50% do peso (ESTEVES, 1984). Esta grande quantidade de
lipidios ndo é incomum nos esporos de pteridofitas. Em Anemia phy -

litidis tambem repregentam mais da metade do peso dos esporos



(GEMMMRICH, 1977, 1982) e em Cyathea delgadii alcancam 60% de
acordo com MARCONDES-FERREIRA (1983) ou 43% (RANDI & FELIPPE,
1988d).

PAGE (1979) comenta que a germinacao dos esporos o
corre em uma larga faixa de pH, portanto este nac e um fator cri-
tico. O pH baixo comega a ser um fator importante no ciclo de vi-
da das pteridofitas somente apés o estabelecimento do esporofito.

CONWAY (1949) observou que para Pteridium aguilinum ha una faixa

otima para germinacao dos egpores entre pH 5,% e 7,5, Inibigao
total da germinagao ocorre somente em condicoes extremamente Aci-
das, de pH 3,1 ou menos. Experimentos, com variagéo do pH do meio

de cultura em que foram postos a germinar esporos de Trichipteris

corcovadensis mostraram que estes germinam em uma faixa relativa-

mente ampla. Apés 14 dias observou-ge que a maior taxa de germina
géo ocorria com pH 4,0, 4,5 e 5,0, porém no 7?2 dia a maior taxa
de germinagao ocorria no meio inicialmente ajustado para pH 5,0
(ESTEVES, 1984).

0 aspectc da superficie dos esporos, associado a
sua forma e tamanho, sao caracteristicas importantes em estudo ta
xon@micos, porém tem sido pouco utilizadas. Esporos de pteridofi-
fas apresentam a parede dividida em dois extratos, denominados in
tina e exina. Na exina, podem ser observadas duas camadas: uma in
terna, denominada nexina e outra externa, a sexina. Esta Gltima
corresponde a parte esculturada da exina. Muitas vezes o termo
esclerina e utilizado como sindnimo de exina, porém em esporos de
algumas pteridofitas a esclerina compreende uma outra estrutura
sobre a exina, a perina ou perisporo (ERDTMAN, 1871). Esporos de
pteridofitas nao apresentam uma abertura verdadeira. 0 que se
observa sao lesoes na face proximal resultantes da unizao dos espo

-

ros na tetrade, durante o processo de meiose. Esporos com uma so



lesao sao denominados monoletes. Triletes sao esporos gue tem
trés lestes radiais unidas no polo proximal (ERDTMAN, 1952, 1971 ),
Uma das poucas espeécies brasileiras de pteridofi-

tas analisada guanto a morfologia dos esporog e Trichipteris cor-

covadensis (ESTEVES et - al ,1985). Nesse trabalho foram observa-

das variagoes no tamanho e na escultura dos esporog coletados de
cinco especimens diferentes, analisados sob microscopia optica e
eletronica de varredura. A germinaqéé dos esporos fol muito baixa
em um dos exemplares e nula para os outros quatro. A analise da
perina (confrontada com os dados de germinacao) indicou que oS
esporos provavelmente nao estavam completamente maduros morfologi
camente.

0 tipo caracteristico de formagao vegetal conheci-
da como cerrado ocupa uma area consideravel do Estado de Sao Pau-
lo. O cerrado e um elemento importante no desenvolvimento kdo
pais, no campo da agricultura, da pecuéria e da indés%ria; assim,
e necessario um conhecimento mais amplc desta formagéo, especial-
mente no que se refere a manutengao da flora al existente. Isto
remete em primeiro lugar, a um levantamento das espécies existen-
tes, seguido de um estudo sobre a maneira como estas espécies se
multiplicam,

Desde a decada de 40 varios trabalhos foram publi-
cados sobre a vegetagéo dessa formacao (FERRI, 1963), porém a
maioria teve como objetivo o estudo das angiospermas. Sao raros
o8 trabalhos de taxonomia e morfologia, complementados com uma.
abordagem fisiolégica, que enfocam o grupo das pteridéfitas; na
verdade, isto ocorre nao somente para as areas de cerrado, mas pa
ra toda a flora brasileira,

Embora seja estimado que existam 220 espécies de
pteridofitas homosporas distribuidas em 54 géneros na Amazonia

brasileira (TRYON & CONANT, 1975) e 600 especies na regiac Sudes-



te do pais {TRYON, 1986), sao poucos os trabalhos de fisiologia.
Ha os trabalhos de MARCONDES-FERREIRA (1983), MARCONDES-FERREIRA
& FELIPPE (1984), ESTEVES (1984), ESTEVES et al. (1985),  RANDI
(1987) e RANDI & FELIPPE (1988a,b,c,d) onde sao verificados va-
rios aspectos da fisiologia da germinagaoc de esporos., RANAL (1983)
estudou o efeito da temperatura e da intensidade luminosa no
desenvolvimento de algumas pteridofitas da mata.

Nos cerrados, a espécie”de pteridéfita mais fre-

quente é Polypodium latipes. BAKER (1870) e SOTA (1960) descrevem

Polypodium latipes Langsd.& Fisch. como uma planta terrestre, com

rizoma rastejante e -scamado. As frondes apresentam atée 75cm de
comprimento, sao pinado-pinatifidas, papiraceas, com l8mina gla-
bra na face abaxial e adaxial. Os soros sao circulares. 0 peciolo
& glabro e longo, atingindo entre 1/2 e 1/3 do tamanho da fronde.
Segundo SOTA (1960) a especie ocorre no Brasil Austral, Bolfvia,
Argentina e Paraguai.

De acordo com RANAL (1983) Polypodium latipes e

uma espécie resistente a seca, pois no municipio de Anhembi (SP)

permanece verde a malor parte do ano. Foram observados em Anhembi
espécimens nas manchas de cerrado e na mata, especialmente na re-
giao mais arenosa. Os espécimens da mata eram sempre estéreis. S0
mente foram encontradas frondes férteis nos espécimens ocorrentes
nas manchas de cerrado. Aparentemente, na area estudada, essas

plantas do cerrado sao o centro de dispersio dos esporos da espe—

cie.

Objetivos - a Reserva Biologica de Moji-Guagu é uma das areas
de cerrado mais frequentemente estudadas no Estado de Sao Paulo .
Segundo EITEN (1961) e MANTOVANI (1983) cinco espécies de pteridd

fitas ocorrem na area de cerrado da Reserva: Anemia flexuosa, Ane -




mia raddiana, Adiantum fovearum, Doryopteris concolor e Polypodi —

um latipes. Entretanto, nada foi publicado a respeito da germina-
¢ao dos esporos dessas espécies, como pode ser visto na  revisio
de trabalhos sobre a germinacao de espécies do cerrado de FELIPPE
& SILVA (1984). Dai o interesse em realizar um levantamento das
especies de pteridofitas que ocorrem nos cerrados do Estado de
Sao Paulo para um estudo da germinagao do esporos acompanhado da

analise morfologica dos mesmos, como uma contribuicao ao estudo

taxonomico. Polypodium latipes foi estudada mais profundamente |,

por ser a especie mais frequente nos cerrados do EFstado de Sao

Paulo e pela facilidade de obtencac de material.




MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas nove especies de pteridofitas. To-
das essas espeécies sao encontradas na Reserva Biolégica de Moji-
Guagu. A reserva localiza-se no municipio de Mo ji-Guagu, Estado
de Sao Paulo, 8 km NW da cidade de Conchal e a 2 km N da Vila Mar
tinho Prado, no interior de uma peque;a“mancha disjunta, em area
marginal do cerrado (MANTOVANI, 1983),.

A area gue corresponde a Reserva e de aproximada -
mente 343,42ha e e delimitada por estradas e culfuras anuais. Se-
gundo VUONO et.ﬂ%' (1982), a Reserva e composta por duas areas
distintas, denominadas gleba A e B. A gleba A é recoberta princi-
palmente por cerrado e a gleba B por mata ciliar. Neste trabalho
foram feitas coletas de material apenas na gleba A. Foram encon-
tradas e coletadas na gleba A nove espéecies de pteridofitas. Ma-
terial dessas nove especies também foi coletado em outras  areas
de cerrado do Estado de Sao Paulo (municipios de Corumbatai, Iti-
rapina, Moji-Guagu, Sao Carlos).

Os materials coletados encontram-se depositados no
Herbario do Estado "Maria Eneyda P.K. Fidalgo" do Instituto de Bo
tanica (SP) e no Herbario do Departamento de BotaAnica  Instituto
de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UEC). 0 materi-
al doi identificado por Dr. P. Windish, Sra. A.R. Pereira-Noronha
e L.M. Esteves.

A seguir, sao listadas as espécies coletadas, com
informagoes sobre procedéncia, coletor, numero e data de coleta,
sigla do herbario e respectivo numero de inclusao para cada espé
cie. Os exemplares assinalados com asterisco foram utilizados no

estudo de morfologia polinica,
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Adiantum serratodentatum Willd.; Sao Paulo: Reserva Florestal de

Mo ji~Guagu, Fazenda Campininha, L.M. ESTEVES 66%, 8-V-1985
(UEC36496); Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campini-

nha, A.L. KLEIN 50, 31-V-1985 (37099).

Anemia flexuosa (Sav.) Sw.:; Sao Paulo: Itirapina, km 5 da antiga

estrada para a cidade, L.M. ESTEVES 6, 22-III-1984 (SP195633):
Itirapina, km % da antiga estrada éara a cidade, L.M. ESTEVES
29, 13-X-1984 (SP202839); Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fa
zenda Campininha, L.M. ESTEVES 37, 12-I1-1985 (8P202847); Iti
rapina, km 5 da antipga estrada para a cidade, A.L. KLEIN 1,
13-I1I-1985 (SP202854}); Itirapina, cerrado do Pedregulho, F.
ARASAKI 70, 22-1-1985 (8SP202868); Reserva Florestal de Mo ji-
Guacu, Fazenda Campininha, L.M. ESTEVES 46%, 09-VI-1985

(SP202855).

Anemia raddiama Link.; Sac Paulo: Reserva Florestal de Moji-Gua-

¢u, Fazenda Campininha, L.M. ESTEVES 28, 15-X-1984 (SP202838);
Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, L.M. ES-
TEVES 36*, 12-11-1985 (SP202846); Itirapina, km 5 da antiga
estrada para a cidade, L.M. ESTEVES 40, 13-II-1985 (SP202850);
Itirapina, km 5 da antiga estrada para a cidade, A.L.KLEHV-3,

13-I11-1985 (SP2028%7).

Doryopteris concolor (Langsd. & Fisch.) Kuhn; Sao Paulo: Reserva

Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, L.M. ESTEVES 38,
12~11-1985 (UEC36940); Reserva Florestal de Moji-Guacu, Fa-

zenda Campininha, A.L. KLEIN 12*, 17-06-1985% (UEC36815),
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Polypodium hirsutissimum Raddi ; Sao Paulo: Reserva Florestal de

Mo ji-Guagu, Fazenda Campininha, L.M. ESTEVES 9%, 23-I111-1984

(5P195636).

Polypodium latipes Langsd. & Fisch.; Sao Paulo: Sao Carlos, dis-

trito de Santa Eudoxia, entrada da Fazenda Figueira Branca, L.

M. ESTEVES 1, 9-11-1984 (SP195628): Sao Carlos, distrito de
Santa Eudéxia, entrada da Fazendé Figueira Branca, L.M. ES-
TEVES 2, 9-II-1984 (SP195629); Itirapina, km 1 da antiga es-
trada para a cidade, L.M, ESTEVES 3, 9-I11-1984 (SP195630); I-
tirapina, km 1 da antiga estrada para a cidade, L.M. ESTEVES
4, 10-11-1984 (SP195631); Itirapina, km 5 da antiga estrada pa
ra a cidade, L.M. ESTEVES 5, 22-III-1984 {(SP195632); Itirapi-
na, cerrado do Valerio, L.M. ESTEVES 7, 22-111-1984, (sp
195634); Reserva Florestal de Moji-Guacu, Fazenda Campini -

nha, L.M. ESTEVES 8, 23-III-1984 (SP195635); Sao Carlos, dis-
trito de Santa Eudéxia, entrada da Fazenda Figuelra Branca, L.

M. ESTEVES 10, 23-1V-1984 (3P195637); Itirapina, cerrado do
Anibal, L.M. ESTEVES 10, 20-IV-1984 (SP195637); Itirapina, cer
rado do Anibal, L.M. ESTEVES 12, 20-1IV-1984 (UEC35710); Itira
pina, Rodovia Washington Luis divisa com Corumbatai, L.M., E5~
TEVES 18, 12-X-1984 (8SP202829); Itirapina, Rodovia Washington
Luis divisa com Corumbatai, L.M. ESTEVES 23, 12-X-1984 (sP
202833); Reserva Florestal de Moji—éuaqu, Fazenda Campininha,

L.M. ESTEVES 26, 15-X-1984 (8P202836); Reserva Florestal de
Mo ji-Guagu, Fazenda Campininha, L.M, ESTEVES 30%, &~XII-1984
(SP202840); Itirapina, cerrado do Anibal, L.M. ESTEVES 31,

7-XII-1984 (SP202841); Sao Carlos, distrito de Santa Eudoxia,

L.M. ESTEVES 34, 9-XII-1984 (SP202844}; Itirapina, km 3 da
antiga estrada para a cidade, L.M. ESTEVES 41, 13-I1-1985 (SP

202851); Itirapina, divisa com Corumbatai, Rodovia Washington
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Luis, L.M. ESTEVES 42, 13-II-1985 (8P202852); Itirapina, divi
sa com Corumbatai, Rodovia Washington Luis, L.M. ESTEVES 43,

13-II-1985 (SP202843); Itirapina, km 3 da antiga estrada para

a cidade, L.M. ESTEVES 47, 9-IV-1985 (UEC36822); Itirapina,
cerrado do Pedregulho, L.M. ESTEVES 49, 10-IV-1985 (UEC
36820C); Itirapina, cerrado do Pedregulho, L.M, ESTEVES 50,

10-IV-1985 (UEC36825); Cerumbatai, cerrado da FAPESP, L.M. ES
TEVES 53, 11-1IV-198% (UEC36818); ftirapina, divisa com Corum-
batai, Rodovia Washington Luis, L.M. ESTEVES 55, 11-IV-1985
(UEC36823); Itirapina, km 5 da antiga estrada para a cidade,
L.M. ESTEVES 56, 6-V-1985 (UEC36947); Itirapina, km 5 da anti
ga estrada para a cidade, L.M, ESTEVES 57, 6-V-1985 (UEC36948);
Itirapina, cerrado do Pedregulho, L.M. ESTEVES 58, 7-V-1985
(UEC36939); Itirapina, cerrado do Pedregulho, L.M. ESTEVES 59,
7-V-1985 (UEC36935); Reserva Florestal de Moji~Guagu, Fazenda
Campininha, L.M. ESTEVES 60, 8-V-1985 (UEC36937); Itirapina,
km 5 da antiga estrada para a cidade, A.L. KLEIN 2, 13-I11-1985
(8P202856); Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campini-
nha, A,L. KLEIN 12, 17-IV-1985 (UEC36815); Reserva Florestal
de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, A.L. KLEIN 17, 18-IV-1985
(UEC36814); Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campini-
nha, A.L, KLEIN 29, 19-IV-1985 (UEC36816); Reserva Florestal
de Moji~Guagu, Fazenda Campininha, A.L, KLEIN 31, 19-IV-1985
(UEC36813); Itirapina, cerrado da Grauna, A.L. KLEIN 32,
29-V-1985 (SP202869); Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazen

da Campininha, A.L. KLEIN 40, 30-V-1985 (5P202872); Reserva

Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, A.L. KLEIN 53,

11-VII-1985 (UEC36830); Itirapina, cerrado da Graﬁna, F.

ARASAKI 65 (SP202863); Itirapina, cerrado do Uba, F. ARASAKI
66, 19-I-1985 (SP202864); Itirapina, cerrado do Valério, r.

ARASAKI 67, 21-~1-1985 (SP202865).
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Polypodium pleopelfifolium Raddi; Sao Paulo: Reserva Florestal

de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, .M. ESTEVES 25, 15-X-1984
(UEC36950); Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campini-
nha, L.M. ESTEVES 35, 12-I1-1985 (spP202845); Itirapina, cer-
rado do Pedregulho, L.M. ESTEVES 48, 10-IV-1985 (UEC36821);
Itirapina, cerrado do Pedregulho, A.L. KLEIN 6, 14-T11-1985
(SP202860); Reserva Florestal de Moji-Guagu Fazenda Campini
nha, A.L. KLEIN 8%, 15-ITI-1985 (8P202862); Reserva Florestal
de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, A.L. KLEIN 14, 17- IV-1985
(UEC36913): Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campini
nha, A.L. KLEIN 28, 18-IV-1985 (UEC36941); Itirapina, cerrado

do Pedregulho, F. ARASAKI 69, 21-1-1985 (SP202867).

Polypodium polypodioides (L.) Watt.; Sao Paulo: Reserva Florestal

de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, L.M. ESTEVES 24, 15-X-1984
(SP202834); Itirapina, cerrado do Pedregulho, L.M., ESTEVES 52,
10-1V-1985 (UEC36819): Itirapina, cerrado do Pedregulho, A.L.
KLEIN 4, 14-TIT-1985 (SP2028%8); Itirapina, cerrado do Pedre-
gulho, A.L. KLEIN 7, 14-I11I-1985 (SP202861); Reserva Flores-
tal de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, A.L., KLEIN 15, 17-IV-
1985 (UEC36920); Reserva Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Cam
pininha, A.L. KLEIN 16, 18-IV-1985 (UEC3691%); Reserva Flo=-
restal de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, A.L, KLEIN 19%, 18-

VI-1985 (UEC36915).

Polypodium squamulosum Kaulf; Sao Paulo: Itirapina, divisa com

Corumbatai, Rodovia Washington Luis, L.M. ESTEVES 19, 12-X~
1984 (8P 202831); Itirapina, divisa com Corumbatai, Rodovia
Washington Luis, L.M, ESTEVES 20, 12-X-1984 (SP202832); Reser
va Florestal de Moji-Guagu, Fazenda Campininha, L.M. ESTEVES

39, 12-II1-1985 (8P202849); Itirapina, cerrado do Pedregulho,
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L.M. ESTEVES 51, 10-IV-1985 (UEC36824); Reserva Florestal de
Moji-Guagu, Fazenda Campininha, A.L. KLEIN 16*, 17-IV - 1985
(UEC36916); Reserva Florestal de Moji-Guacu, Fazenda Campini-~
nha, A.L. KLEIN 20, (UEC36919); Itirapina, cerrado do Valée-

ric, F. ARASAKI 68, 22-1-1985 (SP202866).
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1. MORFOLOGIA DOS ESPOROS

1.1, Coletg

Os esporos foram removidos do esporofito coletando
-se as folhas, que foram postas para secar em camara a 25°C sob
luz incandescente, sobre folhas de papel. Com este procedimento
08 esporangios abriam-se e apés 24 horas os esporos foram armage-
nados em tubosg de vidro hermeticamente fechados, envoltos em pa-

pel aluminio e mantidos em geladeira a 4°C (ESTEVES, 1984).

1.2, Limpeza e esterilizacao

Os esporos foram separados de residuos (paredes do
esporéngio, tecido da folha do esporofito, etc.) e esteriliza -
dos pelo metodo de DYER modificado, descrito a seguir. O mate
rial foi colocado em uma solugao de hipoclorito de calcio 0,5%
por dois minutos e a seguir centrifugado por 10 minutos a
1000 r.p.m. {121g). O sobrenadante foi descartado, tomando-se o
culdado de retirar os esporémgios que flutuavam com o auxilio
de uma pipeta Pasteur. A seguir os esporos foram lavados duas
vezes, suspendendo-os em égua destilada, centrifugando e descar-
tando ¢ sobrenadante; foram novamente ressuspendidos e filtrados
a vacuo em papel de filtro, deixando-se passar ar ate que o8 eg-

poros secassem completamente (ESTEVES, 1984).
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1.3. Preparacao dos esporos para microscopia optica

0 metodo padrao para o estudo da morfologia dos
esporos fol a acetélise, introduzida por ERDTMAN (1943) no estu-
do do grao de pélen @ mais tarde modificado pelo mesmo autor
(ERDTMAN, 1960, 1969). Este método elimina o material protoplasma
tico do esporo, deixando-o reduzido a exina, transparente, além

de remover as substancias estranhas da superficie, tornando os de

talhes da escultura mais distintos.

1.3.1. Acetolise

A tecnica da acetolise consiste na hidrblise acida
do material a ger observado.

Os esporos sao colocados em tubos de vidro Pyrex
com 5ml de acido acetico glacial, onde permanecem por um periocdo
minimo de 24 horas. O material assim fixado e centrifugado, - para
gue sedimente e permita a eliminagao do sobrenadante.

Esse material & tratado a seguir com & mistura de
acetolise, formada de anidrido acético e acido sulfurico na pro-
porgao de 9:1. A mistura de acetdlise é preparada na hora do uso,
sendo adicionados otml da mesma em cada tubo contendo o material,
mantidos entao em banho-maria per dois minutos, a lOOOC. A seguir
os tubos sao centrifugados (com a mistura ainda quente) e o sobre
nadante € eliminado. O residuo & lavado com 10ml de Agua destila-
da com 3 gotas de alcool etilico; o sobrenadante é eliminado por
centrifugagao e decantagao. Em seguida o material € tratado com

5ml de glicerina pura e égua destilada (1:1), durante um periodo
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de aproximadamente 30 minutos. Apos este periodo centrifuga-se no
vamente (2000 r.p.m., 482g, durante 5 minutos), elimina-se o so-
brenadante e mantem-se os tubos com a abertura para baixo sobre
papel de filtro.

Posteriormente, as laminas sao montadas com gelati
na glicerinada, preparada segundo o metodo de Kisser, em 1935
(ERDTMAN, 1971). Com um estilete esterilizado um pequeno pedago
de gelatina glicerinada e posta em contacto com os esporos aceto-
lisados, no fundo do tubo. A gelatina com os esporos aderidos e
colocada sobre uma lamina de microscopio e esta € aquecida  numa
placa aquecedora até a fusio da gelatina. Coloca-se a  laminula,
tomando-se o cuidado de esperar a gelatina esfriar para evitar de
formagces nos esporos (MELHEM & MATOS, 1972).

As laminas permanentes sao lutadas com parafina fun
dida (MULLER, 1950 in ERDTMAN, 1952). A parafina e colocada em
uma das extremidades da laminula que cobre a preparacao; com o}
aquecimento a parafina penetra por capilaridade entre a lamina e
a 1aminula, contornandoe a preparacao de gelatina glicerinada que
contem os esporos. A limpeza final da lamina e felta com xilol.

Esporos acetolisados naoc utilizados imediatamente
na preparacao de laminas que podem ser estocados adicionando-se

2ml de glicerina pura no tubec de ensaio.

1.3.2, Tecnica do carbonato de sodio

Utilizou-se a técnica do carbonato de sbédio (Na,
CO5) a 3% para observagao da perina ao microscopio optico. Es-
ta técnica foi desenvolvida para tratar graos de pdlen pouco re-

sistentes a acetolise (MORBELLI, 1974).
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Preparou-se inicialmente uma solugao de 3g de
Na,CO, em 100m!l de Agua destilada. No tubo de ensaio que conti-
nha os esporos foram colocados 5ml desta solucao; o tubo fol a-
quecido lentamente atée a fervura durante um minuto, tomando-se cul
dado para que a fervura nao fosse muito violenta. Acrescentaram-
se 4ml de égua destilada, e fol feita a centrifugacgao durante 5
minutos (1500 r.p.m., 271g), descartando-se o sobrenadante. Repg
tiu-se esta lavagem € O residuo foi fratado.pelo processo da ace-

tolise, ja descrito.

1.4, Medidas

As medidag foram feitas em um microscépio binocu-
lar Zeiss G.¥F.L., com © auxilio de uma ocular micrométrica Leitz
12,5X de tambor giratério.

Para cada material foram preparadas 5 laminas, no
minimo. As medidas de tamanho foram feitas ao acaso, em 25 espo-
ros acetolisados, distribuidos em pelo menos trés laminas, visan-
do uma uniformidade da amostra (SALGADO-LABOURIAU et al., 1965}).
Quando a medida naoc pode ser tomada com seguranga mediam-se ape-
nas 10 esporos e posteriormente calculou-se a médida aritmeti-
ca.

O0s esporos foram medidos no maximo sete dias apés
0 preparo da lamina. Este cuidado foi tomado para evitar o incha
mento do esporce, como fol cobservado em graos de pélen poer MELHEM
& MATOS (1972).

As medidas dos esporos foram obtidas do modo pre-
estabelecido por ERDTMAN (1943). A classificag%o dos esporos por

tamanho foi baseada em ERDTMAN (1971).
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1.5, Fotomicrografias

Para obtencao das fotomicrografias foi utilizado
fotomicroscépio Olympus Vanox com camara de exposigéo automatica
incorporada. Foi utilizado filme Kodak Panatomic-X, ASA 32, empre

gando~se filtro verde ou azul para salientar detalhes dos e5p0o-—

ros.

1.6, Microscopia eletronica de varredura

Foram utilizados esporos acetolisados e nao aceto-
lisados, e portanto, duas metodologias diferentes no preparo do
material para a microscopia eletronica de varredura.

Esporos nao acetolisados foram separadoes dos re-
siduos dos espor@ngios, com o auxilio de um papel poroso. Um su-
porte metalico de 1,5cm de didmetro foi recoberto com uma fina
camada de Neolub - dry film conductive (Huron Industries, 1INC.),
cola especial, a base de grafite diluido em isopropancl; os espo
ros foram colocados sobre a cola com o auxilio de um pincel., E
necessario que a cola esteja quase seca para que oS e€sporos nao
afundem ou sejam recobertos por ela,

Esporos acetolisados e estocados em glicerina fo-
ram lavados duas vezes com agua aquecida (mas nao fervente), al-
cool etilico 50% e finalmente alcool etilico 70%. Esta suspensao
(esporos em alcool 70%) foi gotejada nos suportes metélicos, onde
08 esporos permaneciam fragilmente aderidos apés a evaporagao do
'veiculo alcoolico. Antes da metalizagao os gsuportes foram manti-
dos em atmosfera seca (em um dessecador, por exemplo) durante pe-

lo menos 24 horas.
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Os suportes preparados pelos dois metodos foram me
talizados com ouro, numa espessura nao controlada, mas estimada
O
entre 100 e 150 A.
Para obtencac das fotomicrografias foi utilizado

um minoscépio de wvarredura marca JEOL, modelo JSM P 15, e filme

Kodak verichrome pan, asa 125.

2. GERMINAGAQ

A coleta e a esterilizacao dos esporos foi feita
de acordo com o metodo jé descrito para o estudo morfologico.

Os esporos foram germinados em meio de cultura de
MOHR {(1956) modificado por DYER (1979):; neste trabalho foi feita

tambem uma alteragao na solugao de ferro acrescida ao meio de cul

tura:

MgSO4.7H20 510 mg/l
KNO 4 120 mg/1
Ca(N03)2.4H26 1440 mg/1
KH,PO, 250 mg/1
FeSO4. 7H2O+ NaZEDTA 1 mi/1

A solugao de ferro foi acrescida ao meio de cultu-

ra somente no momento do ensaio. Esta solucao foi preparada com
33,2g de NaEEDTA, 3,65g de NaOH e 2Zbg de FeSO4.7H2O para um 1i-
tro de égua destilada.

0 material utilizado no preparc das culturas fol

autoclavado por 20 minutos a 120°C e manipulado em camara assépti
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ca. Apés a autoclavagem, para cada 1Iml de meio de cultura foram
acrescentadas 100 unidades de Nystatin (BDH Chemicals LTD).

Os esporos, cerca de 15mg, foram semeados com o}
auxilio de uma pequena espétula, em erlenmeyers de 125ml conten-
do 25ml de meio de cultura. Og esporos transferidos para a super
ficie do meio de cultura se mantém flutuando.

Os experimentos foram realizados em camaras de
crescimento "Forma Scientific", modelo 24, com temperatura cons
tante de 25°C nos experimentos em que nao se estudava os efeitos
de temperatura.

Luz branca fluorescente fol obtida com duas lampé
das flucrescentes de 15w e intensidade total de 2247gw.cm—2
Luz vermelha foi obtida com trées 1§mpadas Tfluorescentes verme-
thas, de 20W , com pico maximo a 660nm. Vermelho-extremo foi
obtido com uma lampada incandescente de 40 W e filtro formado por
trés folhas de papel celofane azul e duas folhas de papel celofa
ne vermelho, com pico maximo a 730nm. Os tratamentos de escuro
foram feitos envolvendo-se og erlenmeyers em dols sacos plésti
cos pretos (RANDI, 1980).

Foram preparados tres erlenmeyers e de cada er—
lenmeyer duas 1§minas; em cada lamina foram contados 100 esporos.
As contagens foram feitas utilizando-se microscopio binocular
Zeiss, aumento de 100 vezes e contador manual Hope. Os esporos
foram removidos da solugao nutritiva utilizando-se o lado superi
or de uma pipeta Pasteur, colocada em contato com a superficie
da solu¢ao, onde flutuavam. O conteudo retido na pipeta Pasteur
foi soprada sobre uma lamina de vidro e recoberto por laminula.
Foram considerados germinados os esporos que apresentaram protu-

sao da celula rizoidal.
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2.1. Curvas de germinagao

Foram determinadas as curvas de germinagao dos es-
poros das nove espécies de pteridéfitas coletadas em cerrados do
Estado de Sao Paulo. Os experimentos foram realizados sob luz bran
ca fluorescente e escuro constantes. As contagens de germinagéo

foram feitas diariamente,

2.2, Germinacao de esporos de Polypodium latipes

2.2.1. Luz branca

2.2.1.a. Periodo de pré-inducgao

Os esporos foram embebidos sob condicoes de escuro
por periedos de 0, 1, 2, 3 e 4 dias e a segulr transferidos para
luz fluorescente branca continua., Posteriormente foram verifica-
dos os efeitos de periodos de ¢, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 ho~
ras de embebicao sob escuro. Foram feitas contagens 3, 4 e 5
dias apos o inicio do tratamento luminoso, para verificacao de
possiveis diferencas na germinagao final e tambem na velocidade de

germinagao.

2.2.1.b. Periodo de indugao

Os esporos foram embebidos durante dois dias no

escurc € a seguir tratados com 0, 1, 5, 7, 9, 12, 1% e 24 horas
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de luz, retornando para 0 €ScCuro. Apés 4 dias (contando a partir
do inicio do tratamento de luz) foi feita a contagem da germina -

cao. O controle utilizado foi tratado apenas com 4 dias de luz

continua.

2.2.1.c. Intensidade luminosa

.

Foi verificada a germinagéo dos esporos sob luz
branca continua seguintes intensidades luminosas: 224, 182, 148,
124, 110, 104, 99, 92 e 224uW.cmm2 . Essas intensidades lumino-
cas foram determinadas com o auxilio de um radiometro U.D.T., mo-
delo 40X, e obtidas envolvendo-se 08 erlenmeyers com uma a olto
camadas de gaze. A intensidade 224ﬁw.cm"2 foi o controle
de luz (erlenmeyer sem gaze); alem deste, havia um controle
de escuro. As leituras foram feitas 4, 5 e 6 dias apés o} periodo

de pré-indugdo (dois dias no escuro).

2.2.2, Luz vermelha e vermelho-extremo

Em todos os experimentos a seguir foram feitos con
troles de luz branca e escuro. 0s esporos receberam inicialmente
um tratamento de dois dias de embebigao sob escuro e apos o trata
mento de luz retornaram ao escuro. A contagem foi feita 4 dias

apos o inicio do tratamento de luz.

2,2.2.a. Inducao por luz vermelha

O0s esporos foram tratados com O, 15, 30 e 45 minu-

tos de luz vermelha ou 3, 5, 8, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
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22, 23 e 24 horas de luz vermelha. A gegulr o8 esporos retornaram

a0 escuro,

2.2.2.b, Choques de luz vermelha

Os esporos foram submetidos a choques de 1 e 5 mi-
nutos de vermelho intercalados com periodos de 30 minutos de es-
curo, durante 5 horas. No total foram dados 11 choques de luz
(o primeiro choque foi no tempo 0). O tempo de 5 horas foi esco-
lhido porque e suficiente para induzir 50% da germinacao maxima

sob vermelho constante.,

2.2.2.¢c. Vermelho-extremo constante

Os esporos foram expostos a vermelho-extremo duran
te 10 dias. A leitura da germinacgao foi feita entre o 42 e o 108
dia, a partir do inicio do tratamento. Foram preparadas 21 cultu
ras, para que pudessem ser descartadas a cada dia de contagem de

germinacao.

2.2.2.d. Reversao do efeito de luz vermelha por vermelho.

extremo

Os esporos foram tratados com 5 e 18 horas de ver
melho e a seguir tratados com S, 10, 20, 30, 40 e 50 minutos de
vermelho-extremo. Em outros experimentos os esporos receberam i-
nicialmente tratamentos de luz vermelha durante 5, 7, 8, 11 e 13

horas e a seguir vermelho-extremo por 40 minutos.
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2.2.3. Temperaturas constantes e alternadas

Foi verificada a germinagac dos esporos sob tempe-
raturas constantes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45°C e pa-
res de temperaturas alternadas 25-5, 25-10, 25-15, 25-20, 25-30,
25-35, 25-40 e 25..45°¢ . Cada par de temperaturas fol utilizado
sob tres regimes de alternancia diferente: 8, 12 e 16 horas a
259C e regpectivamente 16, 12 e 8 hor;s na outra temperatura do
par (horas diarias). As alternancias 12 horas/12 horas eram fei-
tas automaticamente pelas camaras de crescimento; as outras duas
condigoes de alternancia eram feitas manualmente, transferindo os
erlenmeyers de uma camara para outra. Os experimentcs sempre fo-
ram iniciados com a temperatura de 259, Todas estas condigoes fo
ram verificadas sob luz fluorescente branca e escuro constantes.

As contagens foram feitas até a estabilizacao das
curvas de germinagac. Nos tratamentos de escuro as laminas foram

preparadas sob luz verde de seguranca.

2.2.4. Reguladores de crescimento
2.2.4.a. Acido 2 -cloro-etilfosfonico (CEPA)

0O efeito de CEPA na germinagéo dos esporos foi ve-
rificado utilizando-se meio de cultura contendo CEPA nas concen -
traghes de O (controle), 107>, 1074, 1072, 5.107° e 107%M, sob
luz e escuro. As solugoes foram preparadas imediatamente antes dos
experimentos, com meio de cultura jé autoclavade. Neste caso oS
erlenmeyers foram substituidos por frascos com a tampa rosqueada,

para evitar a perda de etileno para o meio ambiente, As leituras

foram feitas 4, 5 e 6 dias apés O periodo de préwindugéo.
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No 7¢ dia alguns lotes de esporos tratados com

CEPA 10"3, 5.107° e 10" M, além do controle de escuro, foram

removidos do meio de cultura atraves de filtragem a vacuo em pa-
pel de filtro e a seguir lavados e novamente filtrados. Os papéis
da filtragem contendc os esporos foram depositados em placas de
Petri, mantida umida por 4 dias. No 42 dia foi feita a contagem

da germinagao sob lupa.

2.2.4.b. Acido giberélico (GAS)

Foram preparados meios de cultura com GA

3!
~ -5 -4 -3 -2 .
concentragoes de 0 (controle), 107, 10 7, 10 e 10 "M, 0 aci-

nas

do giberélico era acrescentado ao meio de culfura somente depois
da autoclavagem. A germinacgao foi estudada sob luz e escuro. As
leituras foram feitas 4, 5 e 6 diasapés 0 periodo de pré-indu—

~

cao.

3. EXTRAGCCES E DOSAGENS EM ESPCROS DE Polypodium latipes

3.1, Extragoes

3.1.1. Extragao de agﬁcares soluveis totais e proteinas

soluveis

Para a extragao de ag&cares soluveis totals e pro-
teinas soluveis foi utilizado o método de BIELESKI & TURNER (1966).
100mg de esporos nao embebidos foram homogeneizados em almofariz
com 6ml de solvente MCW (metanol:cloroférmio:égua, 12:5:3). Esse

extrato bruto fei centrifugado a 2000 r.p.m. (482g) por 15 minu-
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tos; a fragao soluvel (fragaoc A) contém carboidratos, lipidios e
pigmentos, e a fracao insoluvel (fragao B) contem proteinas e éci
dos nucleéicos.

Para cada 4 volumes da fracgao A foi acrescido 1 Vo
lume cloroformio e 1,5 volumes de égua. A mistura fol ccolocada em
um funil de separagao, em que a fase inferior continha clorofor-
mio com pigmentos e lipidios e a fase superior agécares soluveis
dissolvidos em égua e metanol, A fase superior fol coletada e o}
volume final acertado para 5ml. Este extrato era dosado diretamen
te sem evaporar o metanol,

A fragéo B, acrescida de 1lml de NaOH 0,1N, foi cen
trifugada a 2000 r.p.m. (482g) por 10 minutos. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante tratado com 1ml de TCA (acido triclo-
ro acetico) a 10%, para precipitar as proteinas, Apés a centrifu-
gagao a 2000 r.p.m. (482g) por 15 minutos o sobrenadante foi des-
cartado e ¢ precipitade regsuspendido em 0,5ml de NaOH O,1N. Nes-
te extrato fol feita a desagem de proteinas soluveis.

0 processo de extragao foi repetido treés vezes e
para cada extracao foram feitas trés dosagens de proteinas e

tres dosagens de agucares soluveis.

3.1.2. Extragao de lipidios livres

Lipidios livres foram extraidos segundo o me £odo
de GEMMRICH (1977). Amostras de 100mg de esporos nac embebidos fo
ram homogeneizadas em homogenelzador de vidro, com 15ml de hexa-
no. 0O extrato resultante teve o volume acertado para 15ml (com o
mesmo solvente). 0s tubos foram vedados com filme transparente de

PVC e centrifugados por 15 minutos, a 2000 r.p.m, (482g). O sobre

nadante foi colocado em baloes de vidro de 25ml, previamente lava
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dos para eliminagao de qualquer residuo, numerados e pesados em
balanca analitica. 0 solvente foi evaporado a vacuo em evaporador
rotatorio, a 60°C. Apés a evaporagao, os balces foram cclocados
em dessecador ate gue pesagens realizadas a intervalos regulares

indicassem a estabilizacao do peso.

3.2. Dosagens
3.2.1., Dosagem de agﬁcares soluveis totais

AcUcares soluveis totais foram dosados pelo método
de UMBREIT Eﬁ;ﬂ%‘ (1964), utilizando-se o reagente de antrona
(Mc CREADY et al. (1950). Foram dissolvidos 220mg de antrona em
100ml de acido sulfarico (H2804) 95%. Retiraram-se aliquotas de
0,1lml do extrato e acrescentaram-se 0,9ml de égua e 2ml de reagen
te, A mistura fol agitada e aquecida a lOOOC por 3 minutos. A
absorbancia foi lida em espectrofotOometro a 620nm, Os resultados
obtidos foram exXpressos em ug.mg_]’ . Foi utilizada uma curva

padrao preparada com diluicoes de glicose a partir de 100 ug.ml”l

3.2.2. Dosagem de proteinas soluveis

As dosagens foram feifas pelo méetodo de BRADFORD
(1976). Como reagente fol utilizado o Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Sigma). Foram dissolvidos 100mg em 50ml de etancol 95%. A
esta solugao acrescentaram-se 100ml de acido ortofosforico 85%.
Completou-se para volume final de 1 litro, com égua destilada,

Para cada aliquota de 0,lml de extrato foram acres
centados Sml de reagente, A mistura foi agitada e apés 5 minutos

a absorbancia foi lida a 595nm. 0s resultados foram eXpressos  em

*
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ng.mg , usando-se uma curva padrao preparada com diluigaes

de solugao padrao de albumina bovina na concentragao 200 ug.ml—l

3.2.3. Dosagem de lipidios

Os lipidios foram dosados gravimetricamente, sub-

traindo-se do peso dos baldes contendo os lipidios o peso dos

baloes vazios.

4, INIBIDORES FENOLICOS EM Polypodium latipes

4,1, Bioensaios

Para se ter uma idéia inicial da presenga ou  nao

de compostos fenolicos em foliolos de Polypodium latipes foram

feitos alguns experimentos bastante simples com foliolos secos, ex
tratos brutos aquosos e etanolicos, verificando-se o efeito na

germinagao de sementes de alface,

4,1,1, Bicensaic com foliolos secos

Para todos os tratamentos descritos a seguir fo-
ram utilizadas tres placas de Petri (9cm), recobertas com papel de
fiitro umedecido com bBml de égua destilada. Em cada placa foram
colocadas 50 sementes de alface. As placas permaneceram 24 horas

sob luz branca, a ESOC. Apés este periodo foi feilta a contagem da

germina@éo.
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Os tratamentos foram os seguintes:

Tratamento A - um foliolo inteiro foi deixado 24 horas sobre e}
papel de filtro e a seguir removido. As sementes de alface foram

colocadas sobre o local previamente ocupado pelo foliolo.

Tratamento B - um foliolo permaneceu 24 horas sobre o papel de fil

tro. Sem remové—lo, as sementes de alface foram colocadas ao re-

dor.

Tratamento C — um foliolo foi moido e o pd colocado sobre O papel
de filtro por 24 noras, depositando-se a seguir as sementes de

alface.

Tratamento D - um foliolo foi picado e os pedagos depositados no
centro do papel de filtro. As sementes de alface foram distribui-

das ao redor.

Tratamento E - controle com agua destilada e sementes de alface,

4.1.2., Bicensaic com extrato agquoso

0 extrato foi preparado com 10g de foliolos pulve-
rizados em moinho de bola (aproximadamente 200 foliolos) postosem
80ml de ég&a destilada, onde permaneceram por 24 horas a 2500 e
48 horas a 4°C. A seguir foi feita a filtragem a vacuo.

Foram preparadas placas com 5ml de extrato bruto

1 2

e diluido 1077, 107 ° e 1073 vezes. Nos controles as placas recebe
ram somente égua destilada. Apés a deposigéo das sementes de alfa

ce as placas permaneceram'24 horas sob luz branca, a 25°%, Para
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cada tratamento foram preparadas 4 repeticoes,

4.1,.3., Biocensalco com extrato etanolico

Os foliolos foram pulverizados em moinho de bola.
Acrescentaram-se 10g de pé em 50ml de etancl 80%, permansecendo a
2500 por 24 horas. Este material foi filtrado em papel de filtro,
a vacuo; o residuo foi novamente tratédo com etanol 80% por 24
horas, a 25°¢ , € posteriormente filtrado. Os dois extratos resul
tantes foram reunidos e evaporados em evaporador rotativo, s0b
vécuo, a 5000, para retirar o etanol. A fragéo aguosa resultante
foi centrifugada (1500 r.p.m., 271g, por 15 minutos) para retira-
da de residuos e a segulr aplicada no bioteste.

0 bioteste consistiu em verificar a inibicao da
germinagéo de sementes de alface pela aplicagao de 5ml de extrato
puro e diluido 10“1, 10“2, 10“3, 5.1072 ¢ 107 vezes. Para cada
tratamento foram preparadas 5 repetigdes. Apos a deposigdo das se
mentes de alface as placas permaneceram 24 horas sob luz branca,

a 25°C. Nos controles as placas receberam scmente égua destilada.

4.2. Extragao e dosagem de fenodis totais nos foliolos
4.2.1, Extragao

Para a extracao de fenois totais foi utilizado, com
modificagoes, o método de HARBORNE (1974). Os foliolos foram se-
cos e moidos, para obtengac de um pé bastante fino. 500mg do ma-

terial foram extraidos cinco vezes com 5ml de MeOH:H.O (1:1) em

2

ebuligao, tomando-se o cuidado de interromper o processo logo no

inicio de cada fervura. Os cinco extratos foram filtrados e reuni
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dos em um s0. Quando houve necessidade de estocagem, esta foi fel

ta a -18°C.

Foram preparadas tres repetigdes da extragao.

4.2.2. Dosagem

A concentracgao de fenol total fol determinada pe-
1o metodo de FOLIN-DENIG, modificado‘por SWAIN & HILLIS (1959). O
extrato bruto fol diluido cinco vezes com égua destilada. Em uma
aliquota de 0,5m1 do extrato foram acrescentados 7ml de égua des-
tilada e 0,5ml de reagente Folin-Denis. Apos trés minutos de agi-
tagao, foi adicionado 1lml de solugao saturada de NaZCOB. 0 volume
foi acertado para 10ml, com égua destilada. Apés 30 minutos a
absorbancia foi lida a 730nm. Os resultados foram expressos em
ug Jﬂg_l . Foi utilizada uma curva padrao preparada com acido ta-
nico, variando de 10 a 190ug em intervalos de 20pg. Os resultados

s3o dados como equivalentes de acido tanico.

4.2.3. Reagente Folin-Denis

Para 750ml de agua destilada foram adicionados

.2H.0, 20g de acido fosfomolibdico e 50ml de H,PO

4 2 3 74°

Refluxou-se por duas horas; apos resfriamento, o volume fol acer-

100g de MOZWO

tado para 1 litro (A.O0.A.C., 1955).

4.2.4. Solugao saturada de Na,CO,

Para cada 100ml de agua destilada foram adiciona -

dos 3%5g de NaECO anidro, dissolvidos a 70 - 80°C. Posteriormen-

3
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oi resfriada por uma noite e semeada com um cristal

te, a solugao f

de NaZCOB.IOi%QO)-Apés o cristalizacao a solugao foi filtrada em

ia de vidro.
4.3, Identificagao e dosagem de cumarina nocs foliolos

4.3.1. Extragao

0Og estratos utilizados na identificagao e dosagem

de cumarina foram preparados do mesmo modo que os utilizados para

dosagem de fenois totais. Foram feitos cinco extratos.

4.3.2. Cromatografia em camada delgada

Os extratos foram concentrados em evaporador rota-
torio, a 50°C, até atingir o menor volume possivel. Este volumeva
riou entre 5ml e 9,5ml, Esses extratos foram fraclionados por cro-
matografia em camada delgada, em placas de silica-gel GF254 de
15 X 20em. Utilizaram-se os seguintes sistemas de solventes (v/v):
benzeno:etanol (5:1); n-hexano:acetato de etila (1:3); benzeno:
n-butanol:acido acetico (70:25:50). A revelagac das cromatoplacas
foi feita por fluorescencia em luz U.V. (longa e curta) e por as-
persdo com uma solugdo de hidroxido de potassio 5% em etanol, se-
guida de observagéo sob luz U,V. (SOMAROCO et al., 1973). Utiliza-

ram-se como padraes cumarina e metil-umbeliferona.

4,.3.3, Cromatografia preparativa

Os extratos concentrados foram submetidos a anali-

se preparativa em placas de silicamgel GF254, desenvolvidas em
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benzeno:etanol (5:1). Dependendo da concentracac de cada extrato,
foram aplicados 0,5ml ou 1,0ml deste na placa.

A revelagao foi feita sob luz U.V. As faixas cor—
respondentes aos Rfs de cumarina foram raspadas e eluidas em eta-
nol absoluto (5ml) durante 3 dias, a 4°C.

Como controle, foram preparadas placas com aplica
¢oes de quantidades conhecidas de cumarina, verificando~se assim

a capacidade de recuperacgao do método.

4,3.4. Efeito da substancia isolada na cromatografia

preparativa, na germinagac de esporos de Polypodiur latipes

0 eluato obtido na cromatografia preparativa foi
evaporado sob vécuo, a 4000, e o residuo ressuspendido em 15ml de
égua destilada. Os esporos foram germinados em placas de Petri de
i5cm recobertas com dois papéis de filtro e umedecidas com 5ml
da substancia diluida. 0 controle foi preparado com agua destila-

da. Os dois tratamentos permaneceram sob luz branca continua, a

25°

C. Para cada tratamentc foram preparadas 6 repeticdes. A leitu
ra foi feita no 5¢ dia, sob lupa, verificando-se se 100 esporos

estavam ou nao germinados.

4.3.5. Identificagao pelo espectro de absorc¢ioc no ul-

tra-violeta

Os espectros de absorcao no ultra-violeta foram
feitos num espectrofotdmetro Perkin Elmer lambda 3B, na faixa com
preendida entre 200 e 350nm. Foram feitos espectros com os elua-
tos obtidos das cromatoplacas preparativas (diluidos 1:4, em eta-

nol), com o extrato bruto (diluido 1:1600, em etanol), e com pa-
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drao de cumarina BOug.mlwl , em etanol,

4.3.6. Dosagenm

0 eluato obtido a partir das placas preparativas

foi filtrado a vacuo. A absorbancia foi lida a 275nm (GOODWIN e

-1
POLLOCK, 195%9). Os resultados foram expressos em pg.mg . Foi
utilizada uma curva padréo preparada com cumarina, em varias
diluigoes.

5., Analise estatistica

Para as medidas dos esporos calculou-se a media
aritmetica (%), o desvio padrfo da media (s5), desvio padrao  da
amostra(s), coeficiente de variagao (V) e intervalo de confiangaa
95%. Os resultados dessa analise estatistica sao apresentados em
tabelas.

A andlise dos dados de germinagao, com excegao da

analise de regressao para as curvas de germinagao de  Polypodium

latipes fol realizada com os dados em valor angular para obten-
cdo de uma curva normal. Assim também sao apresentadas as medias
finais.

Foram calculados os intervalos de confianga repre
sentados por uma barra vertical para as comparagaes entre dife-
rentes dias das curvas de germinacao das nove espécies estudadas,

bem como para as curvas de germinacao de Polypodium latipes sob

varias condigoes de temperatura.
Nos experimentos em que havia necessidade de compa

ragdo entre trés ou mais tratamentos os dados foram submetidos a
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analise de variancia: nos casos em que havia diferenga significa-
tiva entre os tratamentos foi calculada a DMS 5% pelo me todo de
Tukey modificado por SNEDECOR (1962). Nas tabelas, letras dife-

rentes mostram que os tratamentos sao diferentes.

Fol feita a analise de regresséo, obtendo-se as-
sim a velocidade de germina@éo atraves do fator de inclinagéo da

reta (b).

0s testes e analises estatisticas utilizaram as

tabelas de FISCHER & YATES (1971).



37.

RESULTADOS

1. MORFOLOGIA DOS ESPOROS

Sao descritos a seguir os esporos das nove espéci—
es de pteridéfitas coletadas na area de cerrado da Reserva Biold-
gica de Moji-Guagu, primeiro os espofos triletes, (Figuras 1-21:
Tabela 1), seguidos dos esporos monoletes (Figuras 22-41; Tabela
2). P ¢ o dimetro polar. E & o didmetro equatorial E, e E, sdo
os diametros equatoriais maior e menor (para esporos menoletes,
elipsoides em vista polar). Os termos CONVEXO-CONCavo ou COnvexo-
plano referem-se a forma do pélo distal e proximal, respectivamen

te, de esporos monoletes observados em vista equatorial.

1.1, Adiantum serratodentatum (Figuras 1-7)

Esporos médios, triletes, marrons-—-escuros quando
frescos. P: 35,1 + 1,5um. E: 48,3 + 1,2pm, Vista polar: ambito
triangular, com os lados retos e angulos arredondados (Figura 1);
ligeiramente concavo ao redor da lesao (Figura 2). A lesao apre-
senta margem bastante saliente, Comprimento total da lesao: 29,5
+ 2,5um. Brago da lesao: 19,6 + 1,9%9pm . Vista equatorial: pélo dis
tal convexo; pélo proximal bastante saliente, subconico com ares
tas salientes. Esporos recobertog com perina pouco densa (Figura
3), porem frequentemente resistente a acetolise. Superficie orna-
mentada com granulos e rugulas distribuidas por todz a superficie
(Figuras, 2,4, 5,6 e 7).

Exina: e possivel distinguir duas camadas, Sexina com espessura

regular (1,4pm) e nexina com espessura irregular (0,8pm em me—



FIGURAS 1 A 7: ESPORCS DE Adiantum serratodentatum . FIGURA 1: VISTA PO-

LAR. FIGURA 2: DETALHE DA SUPERFICIE, PROXIMO A LESAO (M.E.V., 4100X).
FIGURA 3: DETALHE DA LESEO (M.E.V., 4100X). FIGURAS 4 E 5: DETALHE DA ES-
CULTURA (VISTA POLAR DISTAL E VISTA EQUATORIAL RESPECTIVAMENTE). FIGURA 63
VISTA POLAR DISTAL (M.E.V., 1600X). FIGURA 7: DETALHE DA SUPERFICIE E DA
LESAO (M.E.V., 4000X}. M.E.V.: MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. *TODAS
AS ESCALAS CORRESPONDEM A 10um.
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FIGURAS 8 A 11 : EBPOROS DE Deryoplerls eonceolor ., FISURA 8@ VIZTA PO~

LAR. FIGURA 9: ASPECTO DA PERINA (M.E.V,, 1700X). FIGURA 10 ESCULTURA.
FIGURA 11: CORTE OPTICO MOSYRANDO A PERINA E AS TRES CAMAUAS DA EXTHA. Fl-

GURAS 12 A 16: ESPOROS DE Anemia flexuosa « FIGURA 17: VISTA POLAR  PROXI-
MAL. FIGURA 13: ESPORO COM VISYA PARCIAL DA LESAQ E REsipuos g PERINA
(M E.V., 1100X}. FIGURA 14! DETALHE DO POLD DISTAL. FIGURA 1%: PERINA, FI-
GURA 16: SUPENFICIE MICROHRETICULADA DAS ESTRIAS. M,E.V.: MICROSCOPIA ELE-
TRONICA DE VARREDURA, *TODAS AS ESCALAS CORRESPONDEM A 10 nm,

39.




FIGURAS 17 A 21: ESPOROS DE Anemia raddiana . FIGURA 17: VISTA POLAR PEO-
XIMAL. FIGURA 18: VISTA POLAR DISTAL, FIGURA 19: ASPECTO DA PERINA AD MI-

CROSCOPIO OPTICO. FIGURA 20: ESPORO INCLINADO MOSTRANDO RESIDUOS DA PERTRA
(M.E.V.. 1000X). FIGURA 21: SUPERFECIE LISA DAS ESTRIAS.

FIGURAS 22 A 24: ESPORCS DE Polypodium latipes ., FIGURA 22: ESPOROS RE~

COBERTOS POR PERINA. FIGURA 23: DETALHE DA SUPERF{CIE., FIGURA 24: ASPECTO

DA SUPERFICIE {M.E,V., 1600%). M,E.V.: MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDU=-
RA *TODAS AS ESCALAS CORRESPONDEM A 10um.

40.



FIGURAS 25 A 2B: ESPOROS .DE Polypodium pleopeltifolium, FIGURA 25: ESw

PORO RECOBERTO POR PERINA. FIGURAS 26 E 27: ESCULTURA. FIGURA 281 ASPECTO
GERAL DA SUPERFICIE (M.E.V., 1600X).

-

FIGURAS 29 A 33: ESPOROS DE Polypodivm hlrsutissiem . FIGURA 29: E3PO-

RO RECOBERTO COM PERINA (7). FIGURA 30: DETALHE DA SUPERFICIE.. FIGURA 31:
CORTE OPTICO DO ESPOR0D. FIGURAS 32 E 33: DETALHE DA SUPERFICIE MOSTRANDO
DEPRESSOES E PILOS (M.E.V., 3700 E 7500X RESPECTIVAMENTE). M.E.V.: MICROS-
COPIA ELETRONICA DE VARREDURA. *TODAS AS ESCALAS CDRRES?ONDEM A 1Qum,

41.



FIGURAS 34 A 38: ESPOROS DE Polypodiun squamulosum , FIGURA 34: ESPO-

RO RECOBERT(Q COM RESIDUOS DE PERINA. FIGURAS 35 E 36: ESCULTURA EM VISTA
LATERAL. FICURA 37: ASPECTO GERAL DA ESCULTURA {M.E.V., 22Q0X), FIGURA
38: VISTA POLAR PROXIMAL.

FIGURAS 3% A 41: ESPORCS DE Polvpodium polypodioides , FIGURAS 39 E
40: ESCULTURA COM PEQUENAS DEPRESSOES RODEADAS POR MARGENS GROSSAS. FIGU

RA 41: ASPECTO GERAL DA ESCULTURA (M.E.V., 1600X). M.E.V.: MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA. *TODAS AS ESCALAS CORRESPONDEM A 1Qum.

42,
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Tabela 1. Medidas dos diametros dos esporos triletes.

Diametro polar (P)

Faixa de X+8 % s v

variagao (um) (pm) {(um ) (%)

Adizntun serratodentatum 29,2-41,3 35,1+1,5 3,1 8,9

Anemia flexuosa 34,7-43,4 37,94+1,9 2,8 7,3
Anemia raddiana 32,4-42,8 36,0+1,7 3,6 8,4
Doryopteris concolor 23,6-28,0 25,5+1,1 1,4 4,6

Diametro equatorial (E)

Faixa de X+sz s v

variagao (um) (o mi) {pm) (%)
Adiantum serratodentztum 45,3-53,6 48,3+1,2 2,1 4,4
Anemia flexuosa 50,1-60,1 54,0+4,5 11,1 20,5
Anemia raddiana 50,9-64,9 55,9+1,3 3,1 5,7

Doryopteris concolor 27,3-31,1 29,240,9 1,3 4,4




Tabela

2. Medidas dos diametros dos esporos monoletes.

44.

) Faixa de X+8 s s '
Especies variagao (um) (pm) (b m) %)
Diametro polar
Polypodium hirsutissiomm 35,4-43,9 39,6+1,7 7,3 18,4
Polypodium latipes 26,9-35,0 30,6+1,1 2,6 8,6
Polypodium pleopeltifolium 32,3-48,7 39,2+1,7 4,1 10,6
Polypodium polypodicides 40,6-51,6 44,3+2,1 6,3 16,2
Polypodium squamulosum 36,1-50,3 45,3+1,5 3,6 8,0
Diametro equatorial maior
Polypodiur hirsutissimum 52,3-67,3 61,2+1,3 3,3 5,4
Polypodiur latipes 49,1-62,0 55,0+1,5 3,7 6,6
Polypodium pleopeltifolium 55,9-73,4 64,3+2,0 4,8 7,6
Polypodium polypodioides €9,2-79,1 76,8+3,5 5,4 8,5
Polypodium squam:losum 63,7-75,0 68,211,8 3,8 5,6
Diametro equatorial menor

Polypodium hirsutissimmm 36,4-49,0 44,5+1,6 3,5 8,0
Polypodium latipes 32,8-40,0 36,3+0,9 2,4 6,6
Polypodium pleopel tifolium 36,0-48,6 42,7+1,5 3,7 8,6
Polypodium polypodiocides 45,2-56,2 51,5+42,9 3,8 8,8
Polypodium sgquamuelosemn 36,1-48,1 39,9+2,9 6,1 15,3
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dia). Em alguns pontos do corte optico é possivel observar uma

zona intermediaria mais clara.

1.2, Anemia flexuosa (Figuras 12-16)

Esporos grandes, triletes, amarelos quando fres-
cos. P: 37,94 1,9um. E: 54,0 + 4,5pm. Vista polar: ambito triangu
lar, com os lados levemente convexos (Figura 12). Ap0s a acetoli-
5S¢ 08 esporos apresentam prolongamentos de aproximadamente 3um
de comprimento nos vértices (Figura 12). A lesao apresenta margem
saliente (Figura 13). Comprimento total da lesao: 27,0 + 2,2um.
Brago da lesao: 17,3 + 1,5pm. Vista equatorial: esporos hemisféré
cos no polo distal e subcdnicos no pdlo proximal. A superficie dos
esporos e estriada, com as estrias formando trifngulos concéntri-
cos no polo distal (Figura 14). Esporos recobertos com perina trans

parente ao microscopio Optico (Figura 15).

Exina: devido as estrias e praticamente impossivel rfazer cortes
opticos para analise das camadas da exina. A analise da superfi-

cie por L.0O. mostra que as estrias sao microrreticuladas (Figu-

ra 16),.

1.3. Anemia raddiana (Figuras 17-21)

Esporos grandes, triletes, amarelos quando fres-
cos. P: 36,0 + 1,7um. E: 55,9 + 1,3um. Vista polar: ambito trian-
gular, com os lados levemente convexos. Apés a acetdlise os espo-
ros apresentam prolongamento de aproximadamente 4um nos vertices
(Figura 17). A lesao tambem apresenta margem saliente. Comprimen-

to total da lesao: 25,9 + 0,9um. Brago da lesdo: 16,3 + 0, 8um.
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Vista equatorial: esporos hemisféricos no polo distal e subconi -
cos no polo proximal, Superficie estriada, com estrias  formando
triangulos concentricos no polo distal (Figura 18). Esporos reco-
bertos com perina estriada e transparente ao microscépio éptico

{(Figura 19). Na Figura 20 e mostrada a perina sob microscopia ele

tronica de varredura.

Exina: as estrias impossibilitam que se facam cortes opticos pa-
ra analise da exina. A superficie das estrias é lisa ou apresenta

raras microperfuragoes (Figura 21).

1.4. Doryopteris concolor (Figuras 8-11)

Esporos medios, triletes, amarelos quando frescos.
P: 25,5 + 1,1lpm, E: 29,2 + 0,%9um. Vista polar: ambito triangular,
tendendo a subcircular, com os lados acentuadamente convexos e
angulos bastante arredondados (Figura 8). Comprimento total da le
~sao: 20,1 + 1,lpm. Brago da lesao: 13,2 + O,7um. Vista equatorial:
tanto o pélo proximal como o distal sao acentuadamente convexos.
Esporos recobertos completamente com perina bastante caracteristi
ca, com cristas que se unem dando um aspecto fenestrado ao esporo
(Figura 9). A perina é resistente a acetdlise e sempre sobram re-
siduos que dificultam a observagao da superficie; a escultura pa-

rece ser escabrada (Figura 10).

Exina: € possivel distinguir trés camadas (Figura 11): a externa,
com O,5um; a intermediéria, mails clara, com 1,lum; e a interna,

com 0,8 pm,
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1.5. Polypodiom hirsutissimum (Figuras 29-33)

Esporo grande, monolete, convexo-plano, amarelo
quando fresco. P: 39,6 + 1,7um. El: 61,2 + 1,3um, EE: 44,5 + 1,6
um, Comprimento da lesao: 42,9 + 2,0um. Perina (?) envolve al-

guns esporos (Figura 29). Superficie ornamentada com muriculos, e
ventualmente formando reticulos; e pilos intercalados de modo ir

regular (Figuras 30, 31, 32 e 33).

Exina: em alguns cortes Opticos é possivel observar que os pilos
apresentam uma base inserida na sexina. Sexina com 1,3um e nexina

com O,6um.

1.6. Polypodium latipes (Figuras 22-24)

Esporo grande, monclete, convexo-plano, amarelo-vi
vo quando fresco. P: 30,6 + 1,lpm, El: 55,0 + 1,5pm, E2: 36,3 +
0,9um. Comprimento da lesao: 32,4 + 0,8um. Perina recobre um gran

de nimero de esporos (Figura 22), Escultura verrugosa, com verru-

gas homogéneas e dispostas de modo bastante regular (Figuras 23

e 24),

Exina: a sexina, medida entre as verrugas, mede aproximadamente

l,2pm e a nexina O,6um.

1.7, Polypodium pleopeltifolium (Figuras 25-28)

Esporo grande, monoclete, convexo-plano, amarelo
quando fresco: P: 39,2 + 1,7um. El: 64,3 + 2,0um. EE: 42,7 + 1,5
um. Comprimento da lesao: 37,7 + 1,8um. Perina envolve completamen

te alguns esporos (Figura 25), Superficie verrugosa, com verrugas
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de tamanhos e altura irregulares, menores do que as observadas em

Polypodium latipes (Figuras 26, 27 e 28), sempre tendendo a circu

lares em toda a superficie dos esporos.

Exina: sexina e nexina com espessuras regulares {respectivamente

1,2 e O,5um).

1.8. Polypodium polypodicides (Figuras 39-41)

Esporo grande, monolete, convexo-plano, amarelo

quando fresco. P: 44,3 + 2,1pm. E 76,8 + 3,5um. E 51,5 + 2,9

1’ 2*
um, Comprimento da lesao: 51,2 + 2,2um, Nao foi observada perina.
A analise da superficie em aumentos menores da a sensagdo de pe-
quenas depressoes rodeadas por margens grossas (Figuras 39 e 40),.

A microscopia eletronica de varredura mostra as vezes verrugas e

algumas apresentam pequenas depressoes no topo (Figura 41).

Exina: e possivel distinguir duas camadas com bastante dificulda-
de, devido a coloragao quase igual de ambas, Sexina com 1,3 um e

nexina com 0,8um.

1.9 Polypodium squamulosum (Figuras 34-38)

Esporo grande, monolete, convexoc-plano, raramen-
te oonvexo-cgncavo, amarelo vivo quando fresco. P: 45,3 + 1,5
Wm. EI: 68,2 + 1,8um. E2: 39,9 + 2,9%9um. Comprimento da lesfo: 43,2
+ 3,4pm. Em alguns esporos observa-se perina (Figura 34). A or-

namentagao e verrugosa, semelhante a Polypodium pleopeltifolium ,

porem o arranjo escultural é maior (Figura 35). Em vista lateral

as verrugas sao bastante alongadas, tendendo a forma de rﬁgulas

(Figuras 36 e 37).
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0 grao acetolisado por 2 minuﬁos apresenta uma de-
formagao padrao na lamina montada, quando se compara com o grao
sem laminula: o diametro equatorial maior e menor, e a abertura,
tornam-se maiofes, especialmente quando estao exatamente em vista

polar proximal (Figura 38).

"Exina: sexina com espessura variavel (1,1um em media); nexina com

¥

1,7pm.

1.10. Chave para identificagao dos esporos de especies de

pteridofitas coletadas em cerrado

1. Esporos triletes

2. Perina densa nao continua formando por cristas unidas, dan

do um aspecto fenestrado A0 EoPOTrO. . et s et eeseeenessnnesnnn.

tet sttt essssarasastersassenssensess.DOryopteris concolor

2. Perina pouco densa, fortemente aderida a superficie. Super-

ficie ornamentada com granulos e régulas ou estrias.iveeees

.llll.".tilGill.ll.!l..llDl...l'll.llltllb'lll....ll..l'ls

3. Esporos ornamentados com gr&nulos e régulas................

sert s e aussrsanscasssrarassessssAdiantun serratodentatum
3. Esporos ornamentados Com e8tridsS.eeneeessescearensnsennesd
4. Estrias microrreticuladas.............. Anemia flexuosa

4. Estrias lisas ou com raras MiCropPerfuUracoesS . v e eessrss.

She st e s s vt ecarssnsensraensesJhAnemia raddians




50.

1. Esporos monoletes

5. Superficie pilada

6. Pilos dispostos irregularmente ..... s e esesesann

taseteresrsasansasasssssnnessPOlypodivn hirsutissimm

5. Superficie verrugosa

7. Verrugas alongadas em vista equatorial, tendendo a forma

de rugulas.....eeveeeeneren..... .Polypodiun squamulosum

7. Verrugas tendendo a forma circular em toda a superficie

..... tresnsanasarssssessasssernasnsse Polypodium latipes

Polypodium pleopeltifolium

Polypodiom polypodicides

2. GERMINAGAO

2.1. Metodo para contagem de germinagao

Foram testados dois metodos de contagem de germina

gao, utilizando esporos de Polypodium latipes sob luz fluorescen-

te branca, no 32, 42 e 5?2 dia apos o inicio do experimento.

Metodo A - foram preparados 3 erlenmeyers e de ca-
da erlenmeyer foram preparadas 3 laminas. Em cada lamina observa-
ram-se 5 campos ao acaso, contando-se 0g esporos presentes no
total e a seguir os esporos germinados. Com estes dados e possi
vel determinar a porcentagem de esporos germinados por campo, Pa-

ra cada variével, portanto, havia 45 campos observados (N=45).

Metodo B - foram preparados 3 erlenmeyers e de ca-

da erlenmeyer prepararam-se 2 laminas. Em cada lamina foram conta
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dos 100 esporos, verificando-se se estavam ou nao germinados. As
sim, para cada variavel foram observadas 6 laminas (N=6).

Os resultados estao na Tabela 3. Considerando-se
o intervalo de confianca, os dados obtidos pelos metodos A e B
sao iguais estatisticamente. Embora o metodo A apresente interva
los de confianga menores, o coeficiente de variagao do método B
e menor. Isto acontece porque no método B a variacao de cada a-
mostra (100 esporos em uma lamina) é menor do que em cada  amos
tra do metodo A (geralmente um numero muito menor que 100 espo-
ros). O fator que eleva o intervalo de confianga no método B e
o numero pequeno de amostras (N=6), em relagao ao metodo A (N=45);
porém os dados sao perfeitamente aceitaveis em ambos os metodos.

0 método adotado para todos ¢os experimentos de

germinagao foi o B.

Tabela 3. Comparagao dos méetodos A e B para contagem de
germinagao de esporos.

Foram usados esporos de Polypodium latipes sob

luz fluorescente branca constante. Contagens
feitas 3, 4 e 5 dias apés o inicio do experimen
to. As medias estio acompanhadas dos intervalos
de confianga,

Germinagac (valor angular)

DIAS Méetodo A Método B
3 8,40+0,71 7,66+1,31
4 61,84+3,69 63,79+49,46
5 78,08+3,71 80,32+5,69

V. total (%) 20,13 12,37
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2.2. Germinagao dos esporos das nove espécies coletadas nos

cerrados

As curvas de germinagao dos esporos, sob luz e
escurc constantes, mostraram que as nove especies de pteridofitas

germinam na presenga de luz (Figuras 42 a 50). Nao ocorre germing

géo no escuro em Anemia flexuosa (Figura 42),_ﬁnemia raddiana
(Figura 43), Adiantum serratodentatum (Figura 44), Doryopteris
concolor (Figura 45), Polypodium hirsutissimum (Figura 46), Po-

lypodium latipes (Figura 47) e Polypodium squamulosum (Figura 50),

Polypodium plecopeltifolium (Figura 48) e Polypodium polypodicides

(Figura 47) apresentam alguma germinagao no escuro, sempre inferi
or a ocorrida em luz,
Na Tabela 4 sao mostrados os valores das diferen-

tes velocidades de germinagao. Doryopteris concolor é a que apre-

senta a mais répida germinagao, com germinagao maxima no terceiro
dia, valor angular de aproximadamente 80 (ver Figura 45). Anemia
flexuosa e a espécie com menor velocidade: somente no oitave dia
a germinagao tem inicio (Figura 42), Considerando-se a grande va-

riagcao observada na amostragem de Amemia flexuosa ¢ A. raddiana

r

(observe os intervalos de confianga, Figuras 42 e 43) e possivel
afirmar que as duas espécies apresentam um padrao de germinagao
bastante semelhante; a variagao da amostragem fol verificada em
todas as repetigoes dos experimentos. As velocidades de germinag -
gao das duas especies (Tabela 4) também s3o bastante semelhantes.

Entre as especies de Polypodium (Tabela 4) as maio

res velocidades de germinagao foram as das especies mais comu-

mente encontradas no cerrado: Polypodium polypodioides, P. lati-

pes e P, pleopeltifolium (Figuras 47, 48 e 49),
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Figuras 42 - 50. Germinagao de esporos de pteridofitas dos
cerrados. 42, Anemia flexucsa. 43, Anemis

raddiana. 44, Adianthum serratodemtatum.

45, Doryopteris concolor. 46. Polypodium
hirsutissimum. 47. Polypodium latipes.

48. Polypodium pleopeltifolium. 49, Polypo-

dium polypedioides. 50. Polypodium squamu -

sum. Circulos vazios: luz branca; circulos

cheios: escuro.

53.
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Esporos de Polypodium pleopeltifolium e P. polypo-

dioides, na auséncia de luz, apresentam nao s6 uma germinagio fi-

nal menor em relagao aos tratamentos de luz (Figuras 48 e 49) mas

tambem uma velocidade de germina¢ao menor (Tabela 4). Isto é cau-

sado, em grande parte, pelo inicio retardado da germinagao.

Tabela 4, Velocidade de germinacao (coeficiente de incli-

nagao g) para as nove especies de pteridofitas

dos cerrados.

Velocidade de

germinagao

Especies luz esCcuro
1, Adiantum serratodentatum 9,41 -
2. Anemia flexuosa 4,28 -
3. Anemia raddiana 5,88 -
4. Doryopteris comcolor 48,34 -
5. Polypodium hirswbi st mom 11,96 -
6. Polypodium latipes 27,47 -
7. Polypodium pleopeltifoliuwm 26,26 2,28
8. Polypodium polypodioides 30,08 6,38
g, Polyp@dium sSquamul osum 18,37 -
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3. Polypodium latipes

Polypodium latipes € uma pteridofita predominante-

mente terrestre (L.M. Esteves n®l), com rizoma epigeo, longo e
flexivel (L.M. Esteves n®49), revestido de escamas, € hemicripté
fita (os brotos ou gemas apicais situam-se na superficie do S50Q-
lo}. As plantas aparecem agrupadas em ilhas; sao encontrados tam-—
bem alguns exemplares crescendo sobre arvores, todos eles com as—
pecto semelhante aos exemplares terrestres (L.M. Esteves n%2). Os
peciolos s@o isolados, distanciados entre si e nas folhas ferteis
apresentam um comprimento variando entre llcm (L.M. Esteves n216)
e 44cm (L.M., Esteves n®60); A lamina foliar pode ser deltoidea (L.
M. Esteves n®57) ou lanceolada (L.M. Esteves n¢53), com uma gran-
de variagao de tamanho, textura e cor, ¢ tamanho da lamina fo-
liar varia de 30cm (L.M. Esteves n?l6) a 58cm (L.M. Esteves n?60)
nas folhas férteis; estas podem ser finas e tenras (L.M. Esteves
n?53), nesta caso geralmente verde-palidas, ou entdaoc duras e eo-
riéceas, com uma coloragéo verde-egcura (L.M. Esteves n260), Os
foliolos da base podem atingir até l4cm de comprimento (L.M. Este
ves ne60).

Em outubro ocorre o rebrotamento de novas folhas
na maioria das plantas, embora esporadicamente ocorra em outras
epocas do ano (L.M. Esteves n?57). No periodo compreendido entre
novembro e maio ocorre predominantemente a esporulagao (L.M. Este
ves nthH, n?32), porém sao também encontradeos alguns exemplaresfég
teis em outros periodos do ano, ate agosto (L.M. Esteves n276). A
formagao dos soros ocorre do apice para a base da lamina foliar e
da raquis para a ponta dos foliolos. O pico de dispersao dos espo
ros ocorre em fevereiro/margo. A partir de maio observa-se um
grande numero de folhas secas ou mortas, com um maximo em Julho/

agosto.
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Embora Polypodium latipes seja uma das espécies

mais frequentes em cerrados, foram tambem encontrados exemplares

crescendo na mata ciliar (A.L. Klein n%40) e em area alagada na

beira do ric (A.L. Klein n®31), dentro da Reserva Florestal de

Mo ji-Guacgu.
3.1, Germinacgao

3.1.1. Luz branca

3.1.1.a. Determinacao do periodo de pré-indugao

O periodo de embebigao no escuro necessario para

a germinagao dos esporos de Polypodium latipes foi determinado i

nicialmente utilizando-se periodos de C, 1, 2, 3 e 4 dias. A con

tagem da germinacgao foi feita 3, 4 e 5 dias apds o inicio do tra

tamento de luz (posterior ao periodo de escuro). Na Tabela 5 pode -

se observar que um dia de embebigao no escuro produz a mesma ger

Tabela 5, Determinacao do periodo de pré~indug§o (dias) em

esporos de Polypodium latipes,

As leituras foram feitas 3, 4 e 5 dias apds o i-

nicio do tratamento com luz branca continua. As

letras comparam valores na vertical,

Germinagao {(valor angular)

Dias em luz apos embebigao no escuro

Embebigao no

escure (dias) 8 4 >
0 13,002 59,02% 72,362
1 45,020 71, 28" 84,420
2 55,48° 80,12°¢ 80,64%
3 53,76° 76,04° 78,520
4 34,54 69,60° 80,11°

DMS 5% {Tukey ) 14,53 8,31 5,72
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minagao que 2, 3 ou 4 dias; isto e valido para o 3%, 42 e 52 di-
as apos o inicio do tratamento com luz constante. Estes resulta —
dos indicam, portanto, que alem da germinagao final ser igual com
periodos de embebicaoc de 1 a 4 dias no escuro, a velocidade de
germinacao tambem nao e alterada.

Posteriormente foram utilizados periodos de 0, 3,
6, 9, 12, 1%, 18, 21 e 24 horas de embebigéo no escuro. 9s resul-
tados estao na Tabela 6. O menor tempo de embebicao sob escuro ne
cessario para produzir a maxima germinagao mais rapidamente & de
18 horas (compare os valores das colunas correspondentes a 3 e
4 dias apés embebigao no escuro). No gquinto dia sob luz todos os
tratamentos apresentaram germinagéo maxima, mesmo aqueles que per

maneceram mencs de 18 horasg embebendo no escuro.

Tabela 6. Determinagac do periodo de pré-indugao (horas)
em esporos de Polypodium latipes .
As leituras foram feitas 3, 4 e 5 dias apos o

inicio do tratamento com luz branca continua. As

letras comparam valores na vertical.

GERMINAGAO (valor angular)

Dias em luz apos embebicio no escuro

Embebigao  no

escuro (horas) 3 4 5
0 14,89% 36,862 58,43
3 13,162 38,6480 57,85
6 19,35°P 38,8330 57,63
9 20,502 46,33° 58,94
12 22,467 52,970 59,46
15 28,37" 53,33" 59,66
18 31,25C 57,03°P 64,97
21 32,21° 56,79CP 64,81
24 35,25° 62,28° 64,98
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Na Figura 51 sao mostradas as retas ajustadas pe-
la analise de regressao, resultantes da germinacao dos esporos
(valor angular) em relagdc ao periodo de embebigac no escuro, a-
pés 3,4 e 5 dias sob luz branca constante; respectivamente, 0s
coeficientes de correlagéo (r) foram 0,98, 0,97 e 0,89, e as
inclinagoes das retas (b) foram 0,95, 1,11 e 0,35. A inclinacgéo
malor da reta no 4° dia de luz mostra que este e o dia em que
mais se evidenciam as diferen¢gas de germinacao pelos diferentes
tratamentos de embebigao no escuro. Para o 5° dia a inclinagao
da reta (b) e pequena em relacao as outras retas, e possivelmen-
te desprezivel levando-se em conta a correlacao (r) menor(0,89);
estes dados reafirmam que no 59 dia todos os tratamentos atingem

germinagao maxima, o que ja havia sido demonstrado pela DMS 5%

(Tukey).

3.1.1.b. Determinagao do periodo de indugio

Os esporos foram embebidos durante dois dias no
escuro e a seguir expostos a 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15 e 24 horas
de luz fluorescente branca. Apos o tratamento de luz os esporos
retornaram ao escuro. Como pode ser visto na Tabela 7, 15 horas
de luz branca sao suficientes para induzir a germinacao na mesma
proporgao que o controle (96 horas de luz continua, corresponden
tes acs quatro dias que os esporos dos diversog tratamentos perma
neceram no escuro ate a contagem do experimento). Cinco horas

de luz branca sao suficientes para induzir 50% da germinagao

maxima.
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relagao ao periodo de embebigdo no escuro (pré-in
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quadrados; 5 dias: triangulos.
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Tabela 7. Determinacao do periodo de inducdo em esporos de

Polypodium latipes.

Pré-indugao de 2 dias. A verificagio de germinagao

foi realizada 4 dias apos o inicio do tratamento de

lugz.
Horas de luz Germinagao (valor angular)
0 0
1 o?
3 14,140
5 39,61°
7 49,084
9 a7,88¢d
12 59,629
15 71, 309€
24 74,01°
96 (controle) 70,08%
DMS £ (Tukey) 12,35

3.1.1.c. Intensidade luminosa

A germinacao dos egporos fol verificada em nove in
tensidades luminosas diferentes. A intensidade de 224u&f.cnf'2 Tol utilizada
como controle em todos os experimentos. Pelos resultados obser-—

vados na Tabela 8, pode-se verificar que sob intensidades lumino-

sas entre B7 e 22--’1lp,‘u'd.cm_2 a germinagao dos esporos e igual,
no 492, 592 e 69 dias. Nao ocorrem alteragbes significativas na
quantidade de germinacao entre o 42 e 62 dias em esporos de

Polypodium latipes.
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Tabela 8. Germinacgao de esporos de Polypodiuwr latipes sob

varias intensidades luminosas.

GERMINACAO (valor angular)
Intensidade

luminosa {uw.cm”2) 4¢ dia 5¢ dia 6¢ dia
87 57,80 60,31 59,19
g2 56,95 59,30 60,54
99 53,64 61,41 61,60
104 58,27 60,13 63,96
110 58,18 58,12 57,75
124 55,28 56,89 57,93
148 56,96 59,28 60,03
182 56,55 57,78 57,85
224 (controle) 56,15 61,84 60,15

F 5% n.s. n.s. n.s.

3.1.2. Luz vermelha e vermelho-extremo

3.1.2.a. Indugao da germinagao por luz vermelha

Os dados obtidos (Tabela 9) mostram que 18 horas
de exposigao a luz vermelha sao suficientes para a indugao da

maxima germinagao em esporos de Polypodium latipes. Uma expo-

sigao de 5 horas de luz vermelha induz aproximadamente 50% da

germinagao maxima.
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Tabela 9. Periodo de luz vermelha necessario para inducao

da maxima germinacao em esporos de Polypodium

latipes.

Germinacao verificada apos 4 dias do inicio do

experimento.

Dados apresentados em valor angu

lar., As letras comparam valores na vertical.

Experimento 1

Experimento 2

tempo de luz

vermelha

germinagao

(x)

tempo de luz

vermelnha

germinagao

(x)

15h 55,76
15 min 0® 16h 54,27
30 min ok 17h 59,63
4% min 02 18h 61,74°
60 min 0? 19h 64,13°
3h 12,36" 20h 63,07°
5h 47,49° 21h 65,56°
8h 58,147 22h 62,24°
12h 59,359 23h 63,58°
15h 66,529
24h 75,85° 24h 63,08P
controle (luz controle (luz
branca continua) 75,'70e branca.continua) 65,()1b
controle {escu- controle (escu-
ro continuo) 0? ro continuo) 0°
DHS g, (Tukey) 9,11 DHS o, (Tukey) 3,84
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3.1.2.b. Efeito de choques de luz vermelha

Choques de 1 e 5 minutos de luz vermelha, com in-
tervalos de 30 minutos de escuro durante 5 horas nao induziram a

germinagao de nenhum esporo,

3.1.2.c. Germinacao sob vermelho-extremo constante

Espores mantidos sob vermelho-extremo constante a-
presentaram germinacao a partir do 5° dia de exposigao {Tabela
10). A germinagao foi baixa e a amostragem muito variavel; pode-
se ter uma idéia da amplitude da variagao pelo alto valor da
DMS 5%, em relagao aos pequenos valores de germinacao. Mesmo as-
sim, estes dados nao sao despreziveis porque nunca foi observada

. ~ -~ *
germinagao na ausencia de luz,

Tabela 10. Germinagao de esporos de Pelypodium latipes sob

vermelho-extremo constante.

Germinagao verificada entre 4 e 10 dias do ini-
cio do experimento. Dados apresentados em valor
angular. A analise estatistica nio incluiu 0
valor para luz branca.

Tempo de exposigac a Germinagao (valor angular)

vermelho-extremo (dias)

controle (luz branca por 6 dias) 66,42
4 0?
5 3,31°
6 5,74°
7 4,68°
8 0?
9 5, 24P
10 4,68°

DMS ¢, (Tukey) 3,24
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3.1.2.d. Reversao do efeito de luz vermelha por vermelho-

extremo

Esporos tratados com 5 horas de vermelho podem ter
a germinacao reduzida por aplicagaes de vermelho-extremo por 30,
40 e 50 minutos (Tabela 11). Vermelho extremo por periodos de
5 a 50 minutos, apos 18 horas de luz vermelha, nao inibe a germi -
nacgao (comparar com os valores para luz branca constante e 18 ho-

ras de vermelho, Tabela 9),

Tabela 11. Reversao do efeito de luz vermelha por vermelho-

extremo na germinagac de esporos de Polypodium

latipes.
Germinagao verificada apés 4 dias do inicio do
tratamento de luz. Dados apresentados em valor

angular. As letras comparam valores na vertical.

Germinagao (valor angular)
Exposicao a Tempo de pré-tratamento com luz vermelha
vermelho-extremo
(minutos) 5 horas 18 horas
5 60,33% 62,73
10 58,697 57,42
20 57,002 58,37
30 49,02° 61,34
40 51,94P 58,05
50 50,77P 63,43
DMS 59 (Tukey) 6,98 Fom.s.
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Os dados da Tabela 12 mostram que apds 11 horas
de exposicao a luz vermelha os esporos atingem um periodo onde a
indugao da germinagao promovida pela luz vermelha ndo pode mais

ser revertida pelo vermelho-extremo.

Tabela 12. Efeito de 40 minutos de vermelho-extremo apos di-
ferentes periodos de luz vermelha na germinacgao

de esporos de Polypodium latipes.

Germinacgao verificada 4 dias apos o inicio do tra
tamento luminoso. Dados apresentados em valor an-
cular.

Germinagao (valor angular)

Tratamento inicial com .
) Vermelho-extremo por 40 minutos

luz vermelha (horas)

5 13,96

7 42,14°
9 50,88°
11 57,039
13 59,114
15 58,059
DMS g4 (Tukey) 5,88

3.1.3. Efeito de temperaturas constantes e alternadas

A germinagao sob temperatura e luz constante e

mostrada na Figura 52. Nao ocorre germinagao nag temperaturas cons
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Germinagao de esporos de Polypodium latipes sob

temperaturas e luz constantes.
10°c: losangos; 15°C: triangulos invertidos; 20°C:

triéngulos; 2508: circulos; SOOC: quadrados.
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tantes de 5, 3%, 40 e 4500 em luz e em nenhuma temperatura sob
escurc constante. Na Tabela 13, onde sac dados os coeficientes de
inclinagao das retas resultantes da porcentagem de germinagao dos
esporos por dia, verifica-se que a maior velocidade de germinagao
ocorre a 2500 seguida, em ordem decrescente, por 20, 30, 15 e
10%. Apesar das diferentes velocidades de germinagao, a germina-
gao final e igual sob temperaturas na faixa de 10 a 30°C (veja os
dados de germinacgao para o ultimo dia mostrados na Figura $2).

Nas Figuras 53 a 58 estaoc os resultados dos expe-
rimentos com pares de temperaturas alternadas sob luz branca. Na
auséncia de luz nenhum dos tratamentos com temperaturas alternadas
promoveu a germinagao. A temperatura de 25°C reverte o efeito ini
bitorio da temperatura de 5°¢ (Figura 53) quando aplicada por 8,
12 ou 16 horas diérias; 8 ou 16 horas diarias a 25°C revertem ini
bigao a 35°¢ (Figura 58). A temperatura de 25°C nfo reverte a ini
bigao causada pelas temperaturas de 40 e 45°C (germinagao nula).
A velocidade de germinagao (Tabela 13) sugere que a alternancia de
temperaturas per periodos desiguais (diferentes de 12 / 12 ho-
ras diarias) provoca um aumento na velocidade de germinagao. Pe-
riodos de alternancia 12 / 12 horas parecem diminuir nao s6 a ve-
locidade de germina@éo, mas também, em alguns casos, o numero fi-
nal de esporos germinados (Figuras 54 e 55; 58, germinacao nula).

A velocidade de germinagao foi maior a 25°C cons-

tante e com o par 25-20°C (16/8 e 8/16 horas diarias).

3.1.4., Reguladores de crescimento

3.1.4.a. Acido -2-cloro-etilfosfonico (CEPA)

Em todas as concentracgoes de CEPA testadas nao

ocorreu germinagao dos esporos na ausencia de luz. Sob luz bran-



Tabela 13.
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Velocidade de germinagao (b) de esporos Polypo -
dium latipes sob temperaturas constantes e pa-

res de temperaturas alternadas. As alternadas fo
ram em ciclos diarios de 8h/16h, 12h/12h e 16h/
8h (inicial sempre a 25%) .,

Velocidade (b) (coeficiente de inclinagio)

alternancia  (horas diarias)
temperatura constante 8/16 12/12 12/8
(°c) (25°c/-)  (25%/-) (25°%¢/~)
5 0 - - -
10 2,08 - - _
15 4,59 - - -
20 10,50 - - -
25 17,52 - - -
30 B,64 - - -
35 0 - - -
40 0 - ~ -
as 0 - - -
25-5 - 10,42 4,33 8,63
25-10 - 11,62 6,48 9,34
25-15 - 12,12 4,66 11,86
25-20 - 11,81 7,78 14,00
25-30 - 11,76 8,91 9,44
25-35
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Figuras 53 - 58, Germinag&o de esporos de Polypodium Ilatipes

sob temperaturas alternadas e luz constante.
Fipura 53: 25—50C. Figura 54: 25~10°c. Figura
55: 25-15°C. Figura 56: 25-20°C. Figura 57: 25-
-30°¢C. Figura 58: 25-35°C.

16 horas a ESOC: circulos; 12 horas a 2500: qua

drados; 8 horas a ESOC: triangulos.
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. ~ . ~ -5
ca constante, a germinagac obtida nas concentragoes de 10 e

16"4M foi igual a obtida no controle sem CEPA. Na concentragao

de lo—BM ocorreu inibigao da germinagdo (no 49, 52 e @@ dia); nas
concentragdes de 5.107° e 102N a inibigac da germinagdo  foi

total (Tabela 14).

Tabela 14, Efeito de acido 2-cloro-etilfosfonico (CEPA)
na germinagao de esporos de Polypedium lati-
pes sob luz branca. _

As letras comparam valores na vertical.

Germinagao (valor angular)

CEPA 0 s . s o s
(M) 42 dia He dia 62 dia
107° 60,697 63,042 65,67
1074 63,422 66,072 69,332
1073 48,13P 51,550 55,48°

5.107° o o o®

1072 0° 0° 0°
0 (controle) 64,202 68,142 67,192
DMS 5% (T@%W) 7,28 9,49 6,29

Na Tabela 15 estao os resultados da germinacho

POS a remogdo do CEPA e permanéncia de 4 dias sob luz branca,

todos os tratamentos ocorreu germinacao.

&,

Em




Tabela 15, Germinacao de esporoes de E@ﬂx@g@j@@ latipes pre-
tratados com CEI'A sob lug eo/ou escuro, lavados e
expostos a luz branca conbinun,

A contagem de ﬁormjnnqﬁo Toi feita no 4?2 dia apés

a lavagem. As lelras comparam lLodos valores,

Germinagao (valor angular)
CBCUrO luz
0 5,17 -
1073 20, 08% 50,14°
5.1079 21,199 23,732
-0
107" 23,03% : 19,772
DMsS 59 (Tukey) 11,42

3.1.4.b. Acido giberélico (GA,)

U8 resultados dos experimentes com GA. sob luz

3
branca estao na Tabela 16. Nenhuma das concentracgoes testadas pro
moveu a germinagao no escuroe, Sob luz branca, GAB nao produziu ne

nhum efeito aditive na g@rminagéo, estatisticamente igual ao con-

trole em todas as concentragoes testadas.,

Tabela 16. Efeito de acide giberelico na germinagao de espo-

res de Polypodioum latipes sob luz constante,

GorMiﬂagﬁo (valer angular}
GA3
(3) A% din 52 dia 69 dia
0 {(controle) 57,82 61,69 59,98
1070 54,86 56,97 58,19
1074 55,15 64,07 62,88
1073 5447 63,14 65,12
1072 58,092 60,65 58,94
F 59, n.s. n.s, n.s.




3.2, Substancias de reserva dos CERoOros
3.2.1. Agucares sollveis loltajs

A dosagem de acucares soluvels totais em ESpOros

de Polypodium latipes (Tabela 17) indicou uma proporcao

de 62,9np

para cada mg de esporos nao embebidos (frescog). Aproximadamente

6,3% do peso fresco do €Spore sao carboidratos,
3.2.2. Proteinas sollveis

Pela Tabela 17, pode ser visto que foi detectada a

proporcao de 60,9pg de proteinas soluveis para cada mg de esporos

nao embebidos. Aproximadamente 6,1% do peso fresco do esporo sao

proteinas,

3.2.3. Lipidios livres

A dosagem de lipidios livres {Tabela 17) mostrou

uma proporgac de 520ug para cada mg de esporos nao embebidos. Por

tante, cerca de 50% do peso dos esporos sao lipidios.

Tabela 17. Conteido de agucares soluveis totais, proteinas

soluveis e lipidios livres em esporos de Poly-
podium lalipes,

Sao apresentados os intervalos de confianga

e
0 coeficiente de varjacgio.
ug.mg—l intervalo de coeficiente de
confianga variagao (%)
agucares 62,9 + 6,8 10,3
proteinas 60,9 + 14,0 21,9
lipidios 520,0 + 5,1 8,9
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3.3. Inibidores fenodlicos nog foliclos

3.3.1. Bioensaios

3.3.1.a. Bioensaio com foliolos secos

Foi verificado se foliolos de Polypodium latipes

inibiam a germinagao de sementes de alface. 0s resul tados estao
na Tabela 18,

E bastante evidente a inibigao da germinacao das
sementes de alface nos tratamentos A, B, C e D. Pode-se notar u-
ma inibicao maior da germinagac das sementes nos tratamentos emn
que a liberagao do exsudato e facllitada (por exemplo, no trata-
mento C, onde os foliolos foram moidos). A jnibigé@ foi menor no
tratamento A, em que o foliclo foi mantido inteiro na placa por

apenas 24 horas,

Tabela 18. Efeito de foliolo de Polypodiun latipes na germi-

nagao de alface (bicensaio).

A germinagaoc do alface foil verificada em 24 horas,

Germinacao
de alface
(valor angular)

Tratamentos

A (foliolo 86 no 1¢ dia) 40,2b
B (foliolo em doisg dias) 21,6°
C (pd em dois dias) 10,4°
D (fragmentos em dois diag) 18,BC
E (controle) 90,0%

DMS 594 (Tukey) 12,4
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3.3.1.b. Biloensaio com extrato aquoso
Na Tabela 19 estao os resultados referentes a
aplicagac de extrato bruto aquoso (10g de folioclo/80ml de agua)
e diluido a 10—1, 1072 & 107° , na germinacao de sementes de
alface. Pode-se cobservar que o extrato bruto inibe totalmente a
germinagao das sementes, 0 extrato bruto diluide 10 vezes ainda
mantem uma grande capacidade de inibir a germina@éo das sementes

de alface: 13,5 em valor angular corresponde a apenas 5,5% de se-

mentes germinadas.

Tabela 19. Inibigao da germinagio de sementes de alface
pela aplicagao de extrato aguoso de Polypo-

dium latipes.

A germinacao do alface foi verificada emn

24 horas,

Diluicgao Germinagao

(valor angular)

Extrato nao diluido o®
107t 13,5"
1072 90,0°
1073 81,1°%
controle 90, 0°

DMS 59% (Tukey) 10,2
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3.3.1.c. Bioensalo com extrato etanclico

Foi verificado o efeito da aplicacac de extrato de

foliolos de Polypodium latipes, extraido em etanol 80%, na germi-

nacao de sementes de alface. Foram aplicados o extrato bruto e
diluigoes de 10—1, 10“2, 10—3, 5,107 & 1079, Os resultados es-
tao na Tabela 20. 0 extrato diluido 100 vezes alnda provoca uma
inibigao na germinagdo das sementes de alface, em relagao ao con-

trole; o extrato bruto e diluido 10 vezes inibem totalmente a ger

minacao.

Tabela 20. Inibigao da germinacao de sementes de alface
pela aplicagao de extrato etanolico de folio-

los de Polypodium latipes.

A germinagao das sementes de alface foi veri-

ficada em 24 horas.

Diluigao Germinagao
(valor angular)

Extrato nao diluido o®
1071 0
1077 ?7,ob
1073 86,1P
5.1073 86,1°0
1074 | 90,0°
controle 90,0C

DMS 59 (Tukey) 12,4




76.

3.3.2. Dosagem de fendis totais

A dosagem de fenois totais em Toliolos de Poly-

podium latipes (Tabela 21) indicou uma proporgao de 61,4ug equi-
valentes de acido tanico para cada mg de foliolos. Cerca de 6,1%

do peso seco dos foliolos siao fendis.

Tabela 21. Fenois totais equivalentes de acido tanico em

foliolos de Polypodium latipes.

Sao apresentados o intervalo de confianga e

o coeficiente de variagio.

Rg.mg intervalo de coeficiente de
confianga variagao (%)
fenois
. 61,4 )
totais ! 2,9 6,1
3.3.3. Detecgao, separacio, isolamento e purificagao de

cumarina

3.3.3.a. Cromatografia em camada delgada

Os extratos foram cromatografados em placas de
silica—gel PF 240 e solvente etanol:benzeno (5:1), juntamente com
os padroes cumarina e metil-umbeliferona.

Os extratos apresentaram uma mancha com Rf gue

correspondia a do padrao cumarina, quando observado sob luz ultra

~-violeta,.
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3.3.3.b. Identificagao pelo espectro de absor¢ao no ultra-

violeta

A identificagao foi feita através da  absorbincia
no ultra-violeta, comparando-se com uma amostra auténtica de cuma
rina. A coincidéncia de bandas com maximo de absorgao a 273nm e
310nm entre o padrao cumarina, o eluato resultante da pla-

ca preparativa e o extrato bruto comprovam a presencga nos folio-

los (Figura 59),

3.3.3.c. Dosagem

A dosagem de cumarina no eluato obtido a partir
das placas preparativas feita por leitura no eapectrofotome tro mos

trou uma proporgao de 15,4pg por mg de foliolos.

3.3.3.d. Germinacao de esporos de Polypodium latipes: efei-

to de cumarina

Cumarina padrao nas concentragdes de 10™% i e
5.10“4M inibiu a germinacao dos esporos sob  luz  fluorescente

branca constante. Na concentracio de 10™° 4 inibicao foi total

(Tabela 22).



200 25

Figura 59.

A I 1 A A ' i L l
230 245 260 275 290 305 320 335 350
nm

Identificagao de cumarina isolada de folioclos de

Polypedium latipes pelo espectro de absorgio no

ultra-violeta.
A: extrato bruto diluide 600 vezes, B: eluato da
cromatografia preparativa, diluido 4 vezes; C: pa-

drao de cumarina.
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Tabela. 22. Efeito de cumarina na germinacac de esporos de

Polypodium Latipes, sob luz branca.

As letras comparam valores na vertical,

Germinacao (valor angular)

Cumarina 42 dia 50 dia 69 dia

{(M)
0 (controle) 56,04 62,207 61,27

- b b b
1071 27,14 30,50 8,97

- b b

5.107° 25,56" 04,12 23,26
1073 0°® 0° 0°¢
DMS 59, {Tukey) 6,11 9,03 7,48

0 eluato resultante da cromatografia preparativa

fol evaporado e a substancila resultante, agora Jja identificada

A

como cumarina, foi diluida em 15ml de égua. Esporos de P. la-

tipes foram colocados em placas de Petri recobertas com papel

de filtro umedecidas com cumarina extraida dos foliolos, ditui-
da. Pela Tabela 23, pode-se ver que a germinagao no guinto dia

foi bastante reduzida em relacao ao controle de égua.
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A diluicao utilizada corresponde a aproximadamen

te 2.10 M.

Tabela 23, Efeito de cumarina extraida dos foliolos na

germinagao de esporos de Polypodium latipes.

Resultados do quinto dia.

Germinacao {valor angular)

com intervalo de confianga

controle 65,48 + 5,18

cumarina do foliolo 28,72 + 3,72
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DISCUSSAQ

1. MORFOLOGIA E GERMINACAO DOS ESPOROS

As nove especies de Pteridéfitas que ocorrem na Reserva
Biolégica de Moji-Guagu e em outras manchas de cerrado do Estado
de Sao Paulo pertencem a ordem Filicales, distribuidas em tres

familias: Pteridaceae (Adiantum, Doryopteris), Schizaeaceae ( Ane-

mia) e Polypodiaceae (Polypodium). Alguns destes géneros {(ou es-

pécies) tiveram seus esporos descritos por outros autores, espe-
cialmente ERDTMAN (1971) e LUGARDON (1963, 1974 e 1976). Erdtman
reune informagges de varios outros autores, portanto as diferen-
gas de metodologia nao permitem comparagSes quantitativas. Os
trabalhos de Lugardon apresentam o mesmo problema, porém 580 mui
to ricos em informagges sobre a exina dos esporos, obtidos sob
microscopia Optica e eletrdnica de transmissio.

Os esporos coletados podem ser divididos em dois
grupos, quanto ao tipo de lesao apresentada: triletes e monole-
tes. Para cada um dos dois grupos seraoc discutidos os resultados
obtidos e comparados com os dados existentes na literatura a ni-

vel generico e especifico.

A. Esporos triletes

Foram definidas neste grupo quatro espécies: Wi

diantum serratodentatum, Doryopteris concolor, Anemia flexuosa e
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Anemia raddiana. A unica especie com esporos descritos na literatura

é Doryopteris concolor por ERDTMAN (1971). O mesmo autor apre-

senta descrigoes bastante breves para os trés géneros.

ERDTMAN (1971) descreve os esporos do género A~
diantum como triletes, ocasionalmente monoletes, com uma fina
perina recobrindo todo o esporo. Nao existem descricoes da esQ
cultura, provavelmente pordgue em dquase todas as espécies a pe-
rina & descrita como fortemente aderida ao esporo. Em Adiantum

serratodentatum » perina também é resistente a acetolise, po-

- r'd s ~
rem fol possivel observar em varios esporos a escultura com gra

nulos e rﬁgulas distribuidos por toda a superficie. LUGARDON
(1974) descreve a superficie da exina dos esporos de Adi1 zun tum

capillus-veneris como lisa. Todas as espécies de Adiamtum des-
critas na literatura disponivel apresentam exina composta por

duas camadas, tambeém observadas em Adiantum serratodentatum ;

porém nesta espécie e possivel observar uma terceira camada mais
clara entre as duas outras, somente em alguns pontos do corte
optico. A observagao foi feita culdadosamente assegurando-se nao

ser esta um efeito da refragao,

Esporos de Doryopteris concolor sao descritos

por ERDTMAN (1971) e em alguns pontos suas observagoes sfo di-
vergentes das obtidas aqui. A perina, observada somente sob mi-
croscopia 6ptica por Erdtman, foi descrita como apresentando um
padrac reticulado; neste trabalho foi observado, sob microsco-
pia 5ptica ¢ de varredura que as cristas caracteristicas da pe-

rina unem-se dando um aspecto fenestrado aos esporos. Erdtman
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tambem fornece medidas de somente duas camadas da exina ("sexi-
na" duas vezes mais fina que "nexina"), porem foram observadas
aqui tres camadas na exina, bastante evidentes em todos os cor-
tes 6pticos. LUGARDON (1974, 1976) generalisa que todas as Fi=-
licales apresentam exina composta por duas camadas: uma externa,
nao estruturada, que constitul a ornamentagéo e uma interna, es
truturada, com aspecto folhado devido ao processo de formagao
por deposigéo de material na fase de tétrade. Geralmente essas
camadas sao justapostas sem interpenetragoes, porém em alguns
casos elas sao mais ou menos intrincadas, o que leva a distin-
guir uma terceira camada: a camada média ou intermediaria. Em

seus trabalhos anteriores com esporos de filicineas lsospora—

das (LUGARDON, 1963, 1974) nao ha nenhuma descrigéo do  género

Doryopteris.

Os esporos de Amemia flexuoma podem ser facilmen

te distintos dos esporos de Anemia raddiama pela analise da su-

perficie das estrias: A. flexuosa apresenta microrreticulos vi-
siveis em aumentos de 600X, enquanto que esporos de A. raddiana
tém estrias lisas ou com raras microperfuragoes. Em todos oS
outros aspectos o0s esporos das duas espécies sao muito semelhan
tes. Nao foi possivel examinar a estrutura da exina porque as
estrias impedem que se faga o corte 6ptico. A Gnica espécie de

Anemia que tem a exina dos esporos estudada ¢ Amemia phylliti-

dis (LUGARDON, 1974). 0 trabalho foi feito sob microscopia e-
letronica de transmissao e indica a presenca de duas  camadas:

uma interna, perfeitamente homogénea e compacta em todos os pon
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tos, e outra externa, com cavidades que formam um complicado sis
tema de canais em sua parte mais profunda. A camada externa re-

presenta a quase totalidade da parede e constitui a ornamentagao

do esporo.

B. Esporos monoletes

Neste grupo foram definidas cinco especies, to-

das pertencentes ao género Polypodium: Polypodium hirsutissimm,

Polypodium latipes, Polypodium pleopeltifolium ., Polypodium poly-

podium polypodicides ¢ Polypodium squamylosum.

ERDTMAN (1871) descreve os esporos do género como

monoletes (trilete em P. subpinmatum ), sem perina e ornamenta-

dos com verrugas e/ou tuberculos.

Com exceggo de Polypodium polypodicoides , todas

as outras quatro espécies apresentaram perina na maior parte dos

esporos, inclusive dificultando a observagao da escultura, pois

& bastante resistente a acetdlise. £ pouco provével que 03 espo-

ros fossem imaturos pois a coleta foi feita quando os esporéngim
0s estavam a ponto de liberar espontaneamente o seu conteudo.

Os esporos apresentam verrugas e/ou pi}gs sobre

a superfﬁcie € ¢ modo como estes se organizam permite a identifi

cagao de algumas espécies. A escultura dos esporos de Polypodium

- " - ’ I N
hirsutissimem e bastante caracteristica, com a presenga de
grande numero de pilos intercalados com muriculos, as vezes for-

mando reticulos. Os esporos de P. squamulosum sa0 bastante se-
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melhantes a P pleopeltifolium , porém distinguem-se destes pe-

lo arranjo escultural maior e pelas verrugas alongadas em vista
equatorial.
As caracteristicas observadas nao foram suficien-

tes para a distingao de Polypodium latipes, P, pleopeltifolium e

P. polypodioides . O padrao de distribuigao das verrugas sobre

a superficie e 0 tamanho destas nao sao suficientemente defini-
dos para a caracterizacao das trés espécies., Nao foi observada

L4 ~ s
perina somente em P. polypodioides porem esta nao e uma caracte-

ristica segura; frequentemente perina esta presente ou ausente
em varias espécies, dependendo do estadio de maturagéo dos espo-
ros. ERDTMAN (1971}, por exemplo, descreve todo o género Polypo-
dium como sem perina. As medidas tomadas podem auxiliar a dis-
tingao entre as trés espécies; o coeficiente de variacho da maio
ria e bastante baixo e portanto, as medidas sao bastante seguras.
Porém, as medidas ndo sdc suficientes sozinhas para a separagao
das espécies. A estrutura da exina € muitc semelhante para todas

as espécies de Polypodium.

Em relagéo a germinagao, as nove espécies de pte-
ridofitas apresentam esporos fotoblasticos positivos,

Segundo a revisao bibliografica de DYER (1979) a-
proximadamente 100 espécies de pteridofitas haviam sido estuda-
das experimentalmente quanto aos efeitos de luz, porem dados da
mesma revisao indicam apenas 7 espécies com esporos capazes  de
germinar na ausencia de luz. Embora a germinagao de esporos no

escuro seja um evento raro no geral, proporcionalmente parece
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ser bastante frequente dentro do género Polypodium . Fol observa

b da germinagao de esporos, na ausencia de luz, em Polypodium cras-

, sifolium (SCHRAUDOLF, 1967), P. feel (WEINBERG & VOELLER, 1969),

P. hirsutissimum (RANAL, 1983) e P. vulgare (ORTH, 1937; im DYER,

l 1979). Com este trabalho pode-se acrescentar outras duas espéw

' cies que apresentam esporos gque germinam no escuro: Polypodium

pleopeltifolium ¢ P. polypodicoides, Nestas duas espéecies a por-

F centagem final de germinacao fol bem menor em relagao ao trata-
, mento de luz. Alem disso, houve um atraso do inicio da germina-
gao em relacac ao tratamento de luz.

' A curva de germinagéo de Polypodium hirsutissi-

, mum (ver Figura 46) mostra que a espécle ¢ exclusivamente foto-
blastica positiva a 25°C constante., RANAL {1983) relata para es-
' ta espécie germinagdo de 6,3% dos esporos no escuro. £ possivel
, que a divergéncia nos dados seja devida as condigSes dos experi-
mentos. RANAL trabalhava com duas camaras cujas temperaturas os-
cilavam entre 18,2 e SOOC. Na verdade, dados conflitantes obti-
dos por diferentes pesquisadores sobre o requerimentc de luz de
esporos de pteridéfiﬁas é um fato bastante comum (RAGHAVAN,
1980).

0 inicio do processo de germina@éo esta relaciona
do com o pericdo de embebigdo necessario para rehidratar o proto
plasto do esporo, em particular a cromatina e o material de re-

)

l

l

D

]

j

D

b

)

! serva, Por sua vez, a embebigéo depende nao 6 da espessura e
: composigao da parede do esporo mas tambem da hidratagao do con-
)

)

)
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teﬁdo, com um volume dependente do tamanho do esporo (RAGHAVAN,
1980). Neste trabalho nao foi possivel correlacionar a velocida-
de de germinagéo das nove espécies estudadas ou com o tamanho do

esporo ou com o fato de ser monolete ou trilete, ou ainda, com

a egpessura das paredes,

2. Polypodium latipes

2.1. Germinagac e substancias de reserva

A fotossensibilidade dos esporos de pteridofitas
é estabelecida apés um periodo de embebicao que depende de condi
gaes aerobicas. Esse periodo ¢ chamado de periodo de préwindugao
(TOWILL & IKUMA, 1975). Em esporos dormentes que requerem luz pa
ra germinar a fotossensibilidade aumenta com o tempo de embebi-
¢ao, até atingir um plato (periodo minimo de pré-indugdo). A de-

terminagao do periodo de embebigio no escuro para esporos de

Polypodium Iatipes mostrou que 15h sio suficientes para o esta

belecimento da fotossensibilidade maxima.

0O periodo de embebigao requerido pelos esporos de

Polypodium latipes

é significativamente menor do que os demons
trados para varias espécies de pteridéfitas, nas quais a pré-in-
dugao prolonga-se por varios dias (MOHR, 1956; SUGAI & FURUYA,
1967; JARVIS & WILKINS, 1973; TOWILL & IKUMA, 1973; TOMIZAWA

et al. , 1982; AGNEW et al., 1984).
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TOMIZAWA et al. (1982) demonstraram que esporos

secos de Lycopodium japomicum nao contem fitocromo em um ni-

vel detectavel e que o padrac de desenvolvimento da fotossensibi
lidade no escuro esta relacionado com o aumento do conteudo de
fitocromo. Partindo-se do principio que fitocromo esta envolvido

no processo de germinagéo dos esporos de Polypodigm latipes

(possibilidade discutida adiante), o curto pericdo de embebigao

necessario para o estabelecimento da fotossensibilidade possibi-
lita duas hipéteses: ou o esporo secc apresenta uma grande guan-
tidade de fitocromo inativo, ou entao os esporos respondem a luz
requerendo um baixo nivel de fitocromo para desencadear o proces
S0 fotoquimico que levara a germinagao.

Os esporos de Polypodium Ilatipes sao induzidos

para a germinagao maxima com 15 horas de luz branca ou 18 horas
de luz vermelha. Cinco horas de luz branca ou vermelha sao sufi-
cientes para causar 50% da germinacao maxima. A inducgao da germi

nagaoc de esporos de Polypodimm latipes pela luz vermelha pode

ser revertida por vermelho-extremo, indicando um possivel envol-
vimento do sistema de fitocromo. Porém, sac necessarios periodos
relativamente longos de luz vermelha (ou branca) para que ocorra
a indugao da germinag&o. Choques de luz vermelha nao atuam, mes-
mo quando repetidos a cada 30 minutos durante 5 horas.

Este comportamento nao se amolda a teoria classi-
ca do fitocromo, porém e bastante comum em varias espécies de

pteridofitas e mesmo dentro de diferentes amostras de uma espé—
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cie. Por exemplo, a germinacao de alguns esporos de uma amostra

de Lygodiumm japonicum pode ser induzida por um choque de luz

vermelha, enquanto que esporos de outras amostras necessitam de
uma longa exposicao (SUGAT et al., 1977).

Em sementes fotoblasticas positivas a germinagao
parece ser determinada pela porcentagem de Fve sobre o nivel de
fitocromo total, sendo que esta porcentagem varia de espécie pa-—
ra espécie. (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1982). FURUYA {1985) tam-
bem sugere que a fotoconversac da forma FV para FVE seria sincré
nica e gradual em uma amostra de esporos, porém alguns es5poros
germinariam com baixas porcentagens de FVe e outros somente com
altas porcentagens.

BUTLER et al. (1963) demonstraram que a forma
FVe do fitocromo € instavel e que. a destruicao desta forma é res
ponsavel pela destruigao irreversivel do fitocromo. Conluiram
tambem que as formas FV e FVe apresentam picos de absorcgao MAXim-
ma a 660nm e 730nm respectivamente, porém ambos teriam amplas
bandas de absorgao. O equilibrio dindmico entre as duas  formas
poderia ser atingido pela irradiagao prolengada com um S0 compri
mento de onda. Uma fonte de luz monocromatica levaria a um esta-
do fotoestacionério, no qual as proporgaes de FV e FVe sao manti
das constantes. Luz vermelha continua induziria um estado fotoes
tacionarioc no qual a maior parte do fitocromo permaneceria na
forma FVe. Os niveis de FVe permaneceriam baixos pela reversao

parcial a forma FV e também pela destruigao,
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Um modelo semelhante pcocderia explicar o efeito

dos tratamentos de luz na germinacao de Polypodium latipes,

Supondo-se que a conversao do fitocromo da forma FV para Fve pS
sincronica e gradual, apos trés horas de irradiagao com luz ver-
melha um pequeno "pool" de FVe seria formade e seria suficiente
para desencadear o processoc de germinagao em alguns esporos. A-
pés 5 horas o aumento desse "pool" seria capaz de induzir 50%
dos esporos viaveis e apés 18 horas seria atingido o equilibrio
fotoestacionario. Chogues de 5 minutos de luz vermelha, mesmo
sendo repetidos a cada 30 minutos durante 5 horas, nao seriam su
ficientes para constituir um "pool" de FVe capaz de desencadear
o processo de germinagao.

A germinagao de alguns esporos sob vermelho-extre
mo continuo € cutra indicacao do possivel envolvimento do siste-
ma de fitocromo., O fitocromo irradiado com vermelho-extremo ten-
de a permanecer na forma FV (nao ativa). Uma pequena parte pode
retornar a forma FVe (ativa) e apés um periodo de tempo manter-
se em pequena porcentagem, em equilibrio dinamico com a forma FV
(SMITH, 1973). Esta pequena quantidade poderia teoricamente indu
zir a germinagao de alguns esporos.

E importante lembrar qgue todos os modelos de atua
gao de fitocromo sao hipotéticos, e gue junto as respostas media
das pela luz existem varias interagoes metabolicas e limitagaes
experimentais. Por exemplo, as fontes de vermelho e vermelho-ex—

tremo utilizadas (ver Material e Métodos) apresentam banda lar-
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ga, assim, a germinagao'sob vermelho-extremo poderia ser causa-
da por vermelho contaminante.

A quantidade de luz necessaria para a indugao da
germinagao (isto é, o nimero de quanta) pode ser alterada pela
exposicao dos espores por diferentes periodos de tempo ou entao
pela alteragao da quantidade de radiagio oferecida (TOWILL & IKY

MA, 1973). A germinagao dos esporos de Polypodium latipes fol

semelhante em intensidades luminosas de 87 a 224uw.cm_2. Isto
mostra que BTuW.cm_a é uma dose saturante e que o processo pode
ser desencadeado em um limiar bastante baixo. Este dado indica
que ¢ fator intensidade luminosa possivelmente n3o foi limitante
dos experimentos com diferentes periodos de exposigfo & luz bran
ca ou vermelha.

Os requisitos de temperatura necessérios para que
ocorra germinagdo mixima no menor tempo (temperatura 4tima) va-
riam de espécie para espécie. Geralmente ocorre germinacgdo den-
tro de uma faixa de temperaturas e nos limites desta faixa a ger
minagdo é bastante retardada ou mesmo nula. Esporos de Polypo-

dium latipes germinam em temperaturas constantes entre 10 e

SOOC, com um &timo a 250C, sob luz. A espécie & fotoblédstica po-
sitiva a 25°C. Embora pouco estudados, esporos de varias espécei
es germinam entre 10 e EOOC desde que haja luz e bastante umida-
de (PAGE, 1979). Temperaturas étimas ao redor de 25°C sio bastan
te comuns para a germinagdo de esporos de pteriddéfitas (MILLER,

1968), porém raramente s3o estudados os locais de agdo nos quails
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sao efetivas (CHEN & IKUMA, 1979). Em sementes varios estudos
demonstram o papel da temperatura em reagaes metabolicas envol-
vidas na germinagao, especialmente na fotorreversibilidade do
pigmento fitocromo (KOLLER, 1972; BEWLEY & BLACK, 1982). TOWILL
(1978) mostra que esporos fotoblasticos positivos podem germi-
nar na auséncia de luz em algumas condig§es de temperatura, po-

rém esporos de Polypodium latipes somente germinam sob luz,

em todas as condigoes testadas.

Tratamentos com temperaturas alternadas forne-
cem muito mais informagaes do que temperaturas constantes! &
possivel verificar nao so0 o efeito do nivel absoluto de tempera
tura sobre a germinagao, mas tambem o papel da amplitude dentro
de cada ciclo diario (variacao entre as duas temperaturas do
par) e do tempo que cada temperatura atua diariamente (BEWLEY &
BLACK, 1982). Neste trabalho, o tempo de adaptacao na troca en-
tre as temperaturas do par foi considerado nao significativo .
FELIPPE (1978), em trabalho feito em condicgoes semelhantes a
este, mostra que o tempo requerido para a camara de germinagéo
adaptar-se a segunda temperatura do par é de 45 minutos no méxi
mo (par 25-5°C).

Os dados de temperatura alternada sob luz para

Polypodium latipes mostram gque nos tratamentos com

amplitude igual a SOC (pares 25-20 e 25~BOOC) ocorreram as meno
res variagoes de velocidade e de germinagao final, entre 08

tres regimes de alternancia. Isto parece ocorrer porque houve
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somente uma pequena variaggo em torno da temperatura otima cons
tante, 2500. A alternancia com 2500 gquebra a inibigao da germi-
nagao por 5°¢ (nos trés regimes de alternancia) e por 30%¢ (al-
ternancias 16/8 horas e 8/16 horas diarias). MARCONDES-FERREIRA
& FELIPPE (1984} mostram promogao da germiﬂagao final em espo-

ros de Cyathea delgadil com pares de temperaturas 5-25 e

10-2500, germinagéo normalmente inibida pelas temperaturas cons
tantes de 5 e 1ooc. 0 mecanismo de quebra de dorméncia por tem-
peraturas alternadas ainda é pouco claro. Para sementes, segun-
do BEWLEY & BLACK (1982), & possivel que as mudangas de tempera
turas atuem na agao e preservagéo do fitocromo; por exemplo,
alta temperatura poderia aumentar a atividade de fitocromo ver-
melho-extremo.

Temperaturas alternadas nao supriram a necessida

de de luz em esporos de Polypodium latipes, porém é possivel

que estejam envolvidas no estabelecimento e manutengéo da fotos
gsensibilidade. Os dados sugerem que em ciclos com amplitude
maior que SOC uma variagao de temperatura a cada 16 horas {(tan-
to nos ciclos 16/8 e 8/16 horas diarias) promove a germinagao
em relagao as alternancias de 12/12 horas, independente da tem-
peratura absoluta em cada parte do ciclo. KOLLER et al {1962)
reconhecem a existéncia de flutuagSes periédicas em plantas, com
duracgao aproximada de 24 horas, e que essas variagoes estariam
ligadas com estimulos externos como fotoperiodo e termoperiodo.

Esses estimulos externos tém a fungao de sincronizar os varios



94.

processos metabolicos gue ccorrem simultaneamente (KOLLER,
1972), porém esta ritmicidade ainda nao foi demonstrada defini-
tivamente para sementes ou esporos.

Nos pares 25-5, 10-25 e 15—250C 0 regime de al-
ternancia com 8 horas a ZSOC aumentou a velocidade de germina-
¢ao em relagao aos tratamentos com 16 horas a 25°C (a germina-—
gao iniciava-se um ou dois dias antes). Como as alternancias
sempre comegavam & ZSOC, e possivel que a mudanga brusca de tem
peratura apés 8 horas do primeiro ciclo diario tenha um papel
importante nestes pares. Experimentos anteriores mostraram que
o término das 8 horas coincide com o meio do periodo de pré~in~
dugae, onde ocorrem varios eventos importantes para o estabele-
cimento da fotossensibilidade, tais como sintese de proteinas e
enzimas (HOWLAND & EDWARDS, 1979).

Etileno inibe a germinagéo de esporos de varieda

des de Onocclea sensibilis que germinam no escuro. Uma pequena

parte desta inibigao pode ser revertida pela luz branca. Experi
mentos em que foi utilizado dicloro-metil-uréia (DCMU) nessas
variedades indicam gque a luz age no processo de fotossintese pa
ra reverter a inibigéo da germinagac pelo etileno {EDWARDS &
MILLER, 1972; FISCHER & MILLER, 1978; FISCHER & SHROPSHIRE,

1979). Em Polypodium latipes a hipotese mais imediata e que

a inibigao causada por etileno nao tem relagac com a fotossintg
L4
se. Se houvesse efeito em fotossintese, a luz reverteria o efei

~ -5
to do CEPA peloc menos nas concentragoes menores (10 M e



95.

4 ”, N -~ I
). Nos tratamentos de escuro, so ocorreu germinagao apos a

10~
remogao do CEPA e transferéncia para a luz. A relagao luz e eti
leno ainda esta para ser esclarecida & melhor compreendida. Com
os dados obtidos somente e possivel afirmar que CEPA inibe a
germinagao de P. latipes e essa inibicao pode ser revertida
parcialmente éela sua remogéo do meio.

As giberelinas podem substituir a luz verme
lha na germinagao de sementes e esporos. Assim, a giberelina a-

dicionada ao meio de cultura induz germinagao, no escuro, de

esporos fotoblasticos positivos de Anemia phyllitidis (NAF,

1966). Em Polypodium latipes GA3 nao atua na gérminaqéo dos
esporos: em nenhuma concentracao a germinagao foi induzida no
escuro ou promovida sob luz; isto ocorre tambem em outras espé~
cies (MILLER, 1968).

Nao era esperado gue GAS induzisse germina-

¢ao sob luz nos experimentos com Polypodium latipes, pois a do

se de luz fornecida jé era saturante (luz continua com intensi-
-2

dade de 224pW.cm ). WEINBERG & VOELLER (1969) demonstram que

concentragoes de GA sub-Otimas podem ter um efeito aditivo na

germinagao de esporos de Anemia phyllitidis, sob intensidades

de luz sub-saturantes.

Esporos de Polypodium latipes apresentanm

52% do seu peso seco correspondente a 1ipidios livres. Ezsa
grande quantidade de lipidios € comum em esporos de pteriddfi-

tas. Esporos de Anemia phyllitidis contém 56% de lipidios (GEM
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MRICH, 1977). Nessa espécie os lipidios comegam a ser metaboli-
zados apés a embebicao dos esporos.‘Aproximadamente 12 dias de
pecis comega a sintese de novos lipidios e a mobilizagao dos 1i-
pidios de reserva. Grandes guantidades de lipidios 530 tambem

encontradas em esporos de Trichipteris corcovadensis (50%), A-

dianthum capillus-veneris (47%), Cyathea delgadii (42%), Pte-

ris vittata (42%), Dryopteris filix-max (40%), Onoclea sen-

sibilis (27%) e Matteucia struthiopteris (27%) (GEMMRICH,

1980; MINAMI-KAWA et al, , 1984 DEMAGGIO & STETLER, 198%; ES-
TEVES et al. , 1985; RANDI, 1987; RANDI & FELIPPE, 1988d).
Proteinas soluveis representam 6,1% do peso

seco dos esporos de Polypodium latipes. Frequentemente proteiw

nas soluveis atuam como material de reserva. DEMAGGIO & STETLER

(1985) demosntram que apés o inicio da germinagac de esporos de

Dryopteris filiz-mazx, Onoclea sensibilis e Matteuccia strua-

thiopteris nouve uma redugao de 80% das proteinas de reserva,

inicialmente correspondentes a 5%, 14% e 15% do peso seco dos
esporos, respectivamente.
Os agucares sol(veis totais constituem 6,2%

do peso seco dos esporos de Polypodium Iatipes. MINAMIKAWA et

al., (1984) propoe que oOS ag&cares soltveis atuam como fonte

de carbono durante a embebigao dos esporcs Adiantum capillus-

veneris . A metabolizacao desses agﬁcares e uma fonte de ener
gia importante enquanto as vias de degradacac de lipidios ainda

nao estao ativadas. RANDI (1987) também sugere que agucares so-
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laveis poderiam atuar como fonte de carbonoc e de energia duran-

te os primeiros dias da germinagac de Cyathea delgadii.

E interessante mencionar aqui que Polypo-

dium latipes , uma espécie dos cerrados, apresenta muito mais,

na verdade, cinco vezes mals proteina soluvel e carboldrates
soluveis nos esporos que duas especies da Mata Atlantica (umi-

da) - Trichipteris corcovadensis e Cyathea delgadii (ESTEVES,

1984; RANDI, 1987; FELIPPE et al. , 1988). Essas diferencas
nao ocorrem em relagao aos lipidios livres. Se h& uma importén-
cia ecolégica nesses resultados, somente o estudo em um maior

numero de especies podera confirmar,

2.2, Substancias fenolicas nos foliclos

Os estudos realizados com foliolos de Pg-

lypodium latipes mostraram uma grande gquantidade de compos-

tos de natureza fenélica, especialmente cumarina. Cumarina e co
nhecida como inibidor da germinacaoc de sementes desde o inicio
do seculo {MAYER & EVENARI, 1952). A demonstragéo classica do
efeito inibitorio da cumarina é a indugao da dorméncia em semen
tes de alface sensiveis a luz (BERRIE et al. , 1968), 0 dGnico
trabalho citado em literatura sobre o efeito de aplicagoes de

cumarina em esporos e o de SOSSOUNTZOV {1961; HOWLAND &
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EDWARDSQ 1979). Neste trabalho mostra-se que esporos de Gymno-

gramme calomelanos tém a germinacgdo inibida por cumarina e

a reversibilidade deste efeito pode ser mediada por etileno.

Esporos de Polypodium latipes tém a germi-

nagéo inibida pela aplicagao de cumarina. Foi demonstrada tam-
bém a inibigAo parcial da germinagdo pela cumarina extralida e
purificada do préprio esporéfito. Os calculos realizados com
dados da dosagem espectrofotométrica e do esgpectro de absorggo
mostram que aproximadamente 2 X 10"4M de cumarina produzida pe-
los foliolos do esporofito sao suficientes para provocar a ini-
bigao parcial da germinagao dos esporos. Esse resultado ¢ bas-
tante préximo do obtido com cumarina exégena, nao proveniente
do esporofito.

Presume-se que a vantagem das espécies de
pteridéfitas que produzem inibidores da germinagao e prevenir a
sobrecarga do habitat pela redugao ou completa eliminacgao do

estabelecimento de jovens esporofitos nas proximidades dos Jja

existentes. Polypodium latipes e uma especie frequentemente en

contrada em grandes agrupamentos, ou ilhas, Algumas dessas i-
lhas foram visitadas periodicamente por um longo periodo de
tempo, observando-se que a frequencia de outras espécies entre

exemplares de Polypodiuwm latipesé muito pequena.

SCHWABE (1951) e CONWAY (1957) observaram
que nenhum protalo se desenvolvia préximo de espordfitos madu-

ros de Pteridum aoquilinuns (uma especie rica em substancias
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fenélicas) plantados em caixas, Os protalos apareciam guando
os esporofitos eram retirados, Em caixas em que haviam exempla
res de Pteridium vigorosos e saudiveis raramente se observa-
vam protalos, enguanto que caixas com exemplares nac saudaveis
eram invadidas pelos protalos. Neste caso estabeleciam-se no-
vos esporofitos em grande nﬁmero, inclusive de outras espéci-
es. Posteriormente, GLIESSMAN (1976) mostrou que acidos fenéli
cos simples podem ser um importante inibidor de espécies de
plantas associadas em um amplo espectro de habitats nos quais

Pteridium ¢ dominante.

Em Polypodiuwe latipes observou-se que

novos esporofitos aparecem com mais frequéncia em outubro, por

rebrotamento dos rizomas. Pelos dados obtidos nos experimen

tos de laboratorios pode~se supor que os acidos fendlicos acu-
mulados no solo atuem na inibicao da germinagao dos esporos.
Provavelmente a germinagao dos esporos nac tem uma fungaoc im-
portante na manutengdo de uma populacdo ja estabelecida, mas
atue na disperséo da espécie. Assim, podem ser encontrados e-
xemplares isolados crescendo sobre troncos de érvores, suposta
mente a partir da germinagao de esporos dispersocs.

Além de serem importantes inibidores alelo
péticcs da germinagao de sementes de varias espécies, acidos
fendlicos atuam como fungicidas pés—infeccionais ¢ inseticidas.
Alguns exemplos sao relatados por PAGE (1979). Infelizmente S0

mente Pleridium aguilinum tem sido estudada nesse aspecto,
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com um enfoque bioquimico. Esta espécie apresenta varios meca-
nismas quimicos de defesa, entre os quais se inclui a produgao
de compostos fenélicos, que provocam afastamento ou inibigao
do crescimento e desenvolvimento de insetos (TAKEMOTO et ak.,
1968; COOPER-DRIVER, 1976). Durante os trabalhos de coleta ob-

servou-se que um numero pequenc de exemplares de Polypodium la-

tipes apresentavam sinais de predagéo por insetos, fatc que

poderia estar relacionado com a grande guantidade de compostos

fenolicos presente nas folhas.



101,

RESUMO

Foram estudadas a morfologia e a germina-
~ o] . C 1 s
Gac sob luz e escuro a 25 C de nove especies de pteridofitas.
Todas sao encontradas no cerrado da Reserva Biolégica de Mo-

ji-Guagu {(SP). As espécies SA0 as seguintes: Adﬁanmum Serra-

todentatum, Anemia Clexuosa, Anemia raddiana, Doryopteris

concolor, Polypodium hirsutissimum, Polypodium latipes, Poly-

podiun pleopeltifolium, Polypodium polypodioides e Polypodium

squamulosum, Polypodium latipes foi a espécie estudada mails

prefundamente, por ser a mais frequente nos cerrados do Esta-
do de Sao Paulo, como tambem pela Tacilidade de obtengao do
material.

Para o estudo morfolégico 08 esporos fo-
ram medidos e fotografados sob microscépio éptico e eletroni-
co, apés serem agetolisados e eventualmente tratadeos com car-
bonato de sédio. A analse permitiu a caracterizagao das espé—
cies e a criacao de uma chave de identificagao para as mes-
mas,

A germinagao dos esporos foli realizada
em meio de cultura liquido, em camara de crescimento com luz
e temperatura controladas. As curvas de germinagao mostraram

- . Ll L4 N . . O ”
que as especies sao fotoblasticas positivas a 25 C. Das espe-

cies estudadas, apenas Polypodium pleopeltifolium e P, po-

lypodioides apresentam alguma germinagao no escuro, sempre in
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ferior a ocorrida socb luz.

Em Polypodium latipes o tempo de pré -~

indugao requerido para o estabelecimento da fotossensibilida-
de & de 15 horas. Esporos pré—embebidos sao induzidos para a
germinagao maxima apés 15 horas de exposicao a luz branca ou
18 horas ao vermelho. Cinco horag de luz branca ou vermelha
sao suficientes para causar 50% da germinacio maxima. Choques
de luz vermelha nao atuam, mesmo guando repetidos a cada 30
minutos durante 5 horas,

A indugao da germinagao de esporos de P.
latipes pela luz vermelha pode ser revertida por vermelho-
extremo. Um numero pequeno de esporos pode germinar sob verme
lho-extremoc constante.

Esporos de P. latipes germinam em tempera
turas constantes entre 10 e BOOC, com um otimo a 2500, scb
luz. Foram testados pares de temperaturas alternando-se em cl
clos diarios de 8/16, 12/12 e 16/8 horas, sob luz. Nos pares
com amplitude de temperatura igual a 5°¢c (25-20 e 25~BOOC) o-
correram as menores variacgoes de velocidades e de germina@éo
final, entre os trés regimes de alternancia. Os dados sugeren
que em ciclos com amplitude maior que SOC uma variagao de tem
peratura a cada 16 horas promove a germinacao em relagio  as
alternancias de 12/12 horas, independente da temperatura ab-

soluta em cada fase do ciclo, E possivel ainda que uma mudan

¢a brusca de temperatura apés 8 horas do primeiro ciclo dia-
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rio tenha um papel importante na velocidade de germinagéo.
Nenhum tratamento de temperatura induziu a germinagao de espo
ros no escuro.

CEPA inibiu a germinagao de P, latipes.
Essa’ inibigao pode ser revertida pela remogﬁo do CEPA e expo
sigao a luz. GA, nas concentragoes utilizadas nao afetou a
germinagao desta espeécie.

As dosagens de substancias de reserva dos
esporos de P. latipes indicaram gque Iipidios livres, yrotei
nas sollveis e agécares soluveis totais correspondem, respec-
tivamente, a 52%, 6,1% e 6,2% do pesc dos esporos.

0 estudo dos inibidores fendlicos em fo-
liclos de P. latipes através de bioensaios, cromatografia em
camada delgada e identificacao pelo espectro de absorgao no
ultra-violeta, demonstrou a presenga de uma grande quantidade

de cumarina. Cumarina inibiu a germinagéo dos esporos de B.

latipes.
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