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INTRODUGCAO

O efeito da luz scbre a germinacao vem sendo estudado
ha muito tempo, tanto em sementes Come em £5pOYos.

£ bem sabido que esporos de diversas samambaias homdspo
ras germinam em nimero substancial somente apds exposicac a luz
de comprimentos de onda relativamente especificos., Poucas espé
cies de samambaias tém esporog capazes de germinar no escuro,e,
entre as gue apresentam germinagac no escure, muitas requerem
tratamentos indutivos especiais (Miller, 1968).

O comportamentc de uma populagao de eSpoOros apds exposi
cac a comprimentos de onda especificos, varia de espécie  para
espécie. Algumas vezes & variacdo & até intraespecifica. Por
causa desta variedade de respostas, & Aificil de se desenvolver
urm modelc simples para explicar © papel da luz na germinacao de
esporos de samambaias. Para a construcac de tal modeloc, & ne-
cessirio o conhecimento dos efeitos da luz na germinacac de di-
versas espdcies (Huckaby e Raghavan, 1981).

Towill e Tkuma (1975a) dividem o processo de germinagac

de esporos de samambaia, controlado pela luz, em tres fases:

o

pré-inducdc, indugac e a fase de pos-inducac.
A fase de pré-inducio no escurc, € conseguids através

de exposicio & agua e condigoes aerdbicas. O tempo de hidrata-



cac do esporo varia de 3 & 36 horas, dependendo da espécie &

das condigdes ambientais (Miller, 1968).
Alguns estudcs realizados com Onoclea senesibilie em at-
mosfera de nitrogénio, mostraram gue um meic aerdbico & essen-

cial para que se possa mostrar a fotorreversibilidade em esporo

(Towill e Ikuma, 1975a). Com a remocac da atmosfera de nitroge

nio para a de oxigénio, a recuperacao da anaerobicse & rapida,
sendo repetidamente reversivel entre ar e nitrogénio, © gue su-
gere gue © oxigénio molecular participa diretamente no desenvel
vimento e manutencio da fotossensibilidade (Howland e Edwards,
1979). Uma outra explicacao para a necessidade de oxigenio na
pré-indugido & o possivel actmule, sob condicdes anaerdbicas, de
um inikbidor como o etanol, que &, em altas concentracgoes, toxi-
co a células vegetais (Howland e Edwards, 1979) .

5 sensibilidade do esporo & luz, & perdida na presenga
de 0,1 mM de cicloheximida, um inibidor de sintese protéica.
Se os esporos embebidos em condicoes aerdbicas sao tratados com ci
cloheximida por tempos crescentes antes Ga indugaoc pela luz, & re
ducac da Fotossensibilidade & de 1% por minuto. L metade da
inibicio é alcangada em 45 minutos de incubac3c e a inibigao ma
xima & atingida em 2 horas. Pode-se concluir gue proteinas sao
sintetizadas durante a pré-indugac no escurc e Jque estas protel
nas 3o necessirias para a manutengac ca fotossensibilidade. A
germinacio & recuperads gquando ©S esSporos cZo lavados com  agua
destilada para retirar a cicloheximida, indicando gue a sintese
de proteinas & reiniciada guande ¢ inibidox & removido. Estes
dadeos indicam gue as enzimas ou proteinas necessarias pars a mg
nutengao da fotossensibilidade, sao continuamente sintetizadas

gurante o periocdo de pré-indugac, e a taxa de sintese pode ser
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maior gque a de sua utilizacac {Towill e Tkuma, 1975k}. Os espo

ros nao sac injuriados pelo tratamento anaerdbico e um processo

oxidativo & necesslrio para o desenvolvimentc e manutencao da

sensibilidade dos esporos & irradiacac (Towill e Ikuma, 1975a)

A fase de pré-inducado € sensivel a temperatura. Trata-

O
mentos a 40°C ne escuro por & ou mais horas, diminuem a fotos-

sensibilidade, mas esta diminuicac pode ser revertida se os es-

pecros forem colocados a 25°¢ no escuro. Temperaturas abaixo de
O PR

25°C causem pouca inibigac e de 30 e 35°C estimulam a germina-

cao (Chen e Tkuma, 1979).

A fase de inducdo &€ a gue tem recebido maior atengao

{D1

dos pesquisadores. Durante esta fase hi absorcgao de luz e
acionado © processc de germinacac. Esta fase consta de reagac
fotoguimica independente da temperatura e oxigénio (Towill e
Tkuma, 1975a). Os esporos seneiveis a iuz para germinar
sho, & semelhanga de sementes, denominados fotoblasticos.

Esta dencminacac foi criada por Evenari (1965) para se-
mentes. Sac chamadas de fotoblasticas positivas aguelas semen-
tes gue necessitam de luz para germinar e de fotoblasticas nega
rivas as sementes cuja germinacac € inibida pela luz branca. O
fotoblastisme & bastante comul, por exemplo, em sementes de er-
vas invasoras, como foi mostrado por Polo e Felippe {(1981) e
pole e Felippe (1983}. Em algumas sementes, & necessidade de
luz para germinar somente ocorre 1odo apbs a colheita; em ou-
fras, COMO pOr exemplo Epilobium parviflorum, © fotoblastismo
pergiste por mais de um ano (Mayer € polijakoff-Mayber, 1975) .
T outras espécies, CoOmo Muecumie anguria, & semente passa de
indiferente & iuz @2 fotoblistica negativa, : medida gue se au-

menta o perlodo de srmazenamentc (Noronha et al. 1976).



Flint e McAlister (1835, 1937 trabalhando com sementes

fotoblasticas positivas de alface, mostraram gue a malor promo-

cio da germinagdo ocorria na regizo vermelha do espectro e

gue
a inibicac méxima ocorria na regiao do espectro que mais tarde
#£0i chamada de vermelho-extremoc. Em 1952, Borthwick et al.,

utilizando sementes fotoblisticas de alface, postularam a exis-
téncia de um pigmento @inico, responsivel pela germinagdo dessas
sementes sensiveis 3 luz. Em 1959, Butler et ql.,isolaram este
pigmento a partir de plantulas estioladas de milho, que foi de-
nominado fitocromo.

O fitocromo & encontradc nas plantas sob duas formas in

terconversiveis pela luz: a forma Fv cujo pico de absorgao es-—

LZ a 660 nm (vermelho) e & forma Fve, cujo pico de absorgaoc es-

t3 = 730 nm (vermelho-extremo). A forma fisiologicamente ativa
& a Fve., Quando as sementes sac postas para germinar em luz
vermelha, o fitocromo na forma Fv absorve este comprimento de

onda e se transforma em Fve, promovendo & germinagéo, Se as se
mentes forem postas paréa germinar em vermelho-extremo, o Ifito-
cromo gue esta sob a forma Fve absorve este comprimento de onda
e passa para a forma Fv, que & fisiologicamente inativa, e &
germinacgao ndc ocorre (Mohr, 1672). A alterndncia de exposigao
ae vermelho e vermelho-extremo ird provocar & promogac ou a ini
bicac da germinagac, sendoc gque a resposta final dependerd do 01
timo comprimento de onda dado, isto . se a fltima exposigao
foi ao vermelho-extremo, & germinagac seréd inibida e se fol ao
vermelho, & germinagac sers promovida (Borthwick et al., 19527 .

1uz vermelha tambem promove & germinagac de esporos de samam-

e

mostradc & segulr.

5y

haiang, COMO ST

“

vm Onocleq sensibilis a malor taxa de germinagac & obtl



da na regiac do vermelho do espectro (620-680 nm), se os espo-

ros forem submetidos a guantidades saturantes (Towill e Tkuma,

1973).

Em Pterie vittata & germinacao dos esporos & promovida
pelo vermelho e inibida pelo vermelho-extremo e azul, sendo que
a inibicao pelo vermelho-extremo pode ser revertida por nova ex
posicio ao vermelho, mas que a inibi¢3o pelo azul nao pode ser

revertida por chogques de vermelho dados logo apbs. No entanto,

aumentando-se o intervalo de escuro entre os chogues, ha um au-

mento na germinacio, sendo gue dois dias de intervalo restaurg
vam metade da germinagac e © miximo de restauragaoc da germina-
cao foi obtido com intervale de trés dias. Se o experimentc em
vez de a 259C fosse feito a 10°C, somente poucos esSporos respon
diam ao vermelho, indicandc um possivel sistema metabolico en-
volvido na restauracdo da germinagao (Sugai e Furuya, 1967;
1968). Niveis baixos de etancl bloqueiam a fotoinibigao da gex
minacac de esporos de piewis vittata  pela luz azul(Sugai, 1870).

Espoxros de Thelypteris kunthii reguerem um periodc re-
lativamente longo de exposigac a luz vermelha para germinar, mas
periodos intermitentes sho guase tao efetivos. Uma explicacaoc
para isto seria gue & fotoindugao da germinagao destes esporos
depende nao s& do nimero de guanta interceptados pelos espo—
ros, mas também da duragac da exposicio (Huckaby e Raghavan,
1981).

Em Dryopterie eraseirhiaoma 0S8 RSpOYoOs germinam melhox
com uma exposicao de 12 h ou mails 3 luz mas, o periodo de luz €
mziec efetivo se dividido em duas partes por um periode de 15 &
20 h  de escurco. Assim, 2 h de luz ~ 15 h de escuro -« 2 h de

1uz sago eguivalentes a 71 h de luz (Isikawa e Oohusa, 1956} .



o

Em Polypodium qureum 1, 3 ou 5 dias de luz azul nao in-
duzem a germinacao; 1 dia de vermelho seguide de 1, 3 ou 5 dias
de azul reduzem a porcentagem de germinacao. Depois de 3 ou 5
dias de vermelho, a 1uz azul nac tem efeito inibidor, em rela-
géo a germinagéo. Entretanto, 1, 3 ou 5 dias de luz azul segul
dos de 1, 3 ou 5 dias de luz vermelha aumentaram a germinacao
em relacho & germinagdo encontrada apds 3 dias de exposigao &o
vermelho (Spiess e Krouk, 1877).

0 efeito promotor da luz vermelha em Pteris vittata &
tipico de uma reagdoc mediada pelo fitocromo € um sistema com um
pigmento desconhecido, gue abeorve luz azul e blogueia a indu-
cio da germinagac pelo vermelho. A inibigao pela luz azul pode
ser revertida por irradiagoes intermitentes de luz vermelha,
Duas breves exposicbes & luz vermelha, 0 e 8 h apbs exposigao a
1uz azul sio menos efetivas gue 3 exposigoes 0, 4 e & h apbs &
exposicio & luz azul. Quando cada exposicao & luz vermelha in-
rermitente & seguida pory uma exposicio & luz vermelho-extremo,
& germinacac & completamente inibida. O efeito & repetidamente
reversivel em ambas as diregces. Portanto, um sistema de fito-
cromo parece estar envolvido nic somente na fotoindugac da ger-—
minacac de esSporos semeados NO @SCuro, mas também na restaura-
gac da germinacac de esporos tratados pela luz azul, ao estado
de esporos semeados DO €SCUro. ror isso, desde gue ©OS  €SpOros
cemeados NC escuro precisemn de uma exposi¢ac ao vermelho, os es
poros apbs sofrerem exposicio & luz azul precisam de repetidas

exposicoes ao vermelho para germinar, sendo & primeira para res

raurs-ios ao estado de egpOYos mantidos no escurc € as demais
para a indugac da germinagac (Sugal e Iuruya, 1968} .
tm Cheilanthes farincsa, © vermelho-extremo 80 Conse-



gue reverter o efeito do vermelho quando os esporos foram pri-

meiramente expostos ao azul. Ainda nao existe uma explicagao
convincente para a falta de reversibilidade inicial ao vermelho
pelo vermelho-extremo, embora parega gque exista um pigmento que
absorva luz azul que inibe de alguma maneira a conversao do fi-
tocromo da forma ativa (Fve) para a inativa {(Fv). Por isso,
guando 08 esporos sao expostos & luz azul, este pigmento € remo
vido por uma reacdo fotoguimica e o Fve gue foi formado por uma
subseq&ante exposicdo & luz vermelha, pode ser revertido pelo
vermelho-extremo. Os esporos ficam insensiveis ac vermelho se
estes sao previamente expostos ao azul. Baseando-se na hipOte-
se de existir um pigmentc gue absorve a luz zaul, talvez enguan
to o pigmento em seu estado nativo inibe a transformagac
Fye -—> Fv, em seu estado "oxidado"” ele inibe o inverso
(Fv ——> Fyve} (Raghavan, 19735 .

Os fotorreceptores da inibicgao da germinagao de esporos
pela luz azul poderiam ser O fitocromo e os carotendides. A POg
sibilidade de ser o fitocromo © fotorreceptor da luz azul pode
ser negada pelas seguintes razées: a) a inibigac de germinagac
de esporos induzida pela luz azul nac & revertida pela exposi-
cho & luz vermelha imediatamente apbs a exposicdo a luz  azul;
b) os padroes do espectro de acao para inibicao da germinagaoc
de esporcs, antes e depois da exposicao ao vermeiho, foram semeg
ihantes. Um outro posaivel pigmento envolvide na germinacao de
esporos de Pteris vittata seria a violaxantina, um carcotendide
de ampla ocorréncia cuja sctrutura & precursora do acide apsci-
gsico. Este pigmento pode ser convertido em substancias inibide
ras Ga germinagéc, comos © acido abscisico, pela ERPOSigan a
luz azul. O espectro de absorgao de viclaxantina & parecido

com ¢ espectro de agaoc da inibicdo de germinacao dos esporos de



Fteris vititata. Kumagal e 0da (1969) trabalhando com um fungo,

Llternalia tomate, sugeriram a existéncia de um pigmento gue

absorve a 1uz azul., Este pigmento teria sua acghio revertida pe-
la luz ultravioleta, mas a inibicac da germinacac de esporos de

s * L] 1 bind s 3
Pteris vittata nao foi revertida por luz ultravioleta, indican

do ser este pigmento diferente daguele de Alternalia tomato

{Sugai, 1971).

Em esporos de Botrychium dissectum fol verificadc que
sC ocorria g@rminagéo em esporos colocados no escuro, sendo gue
luz inibe & germinacao. Outros fatores, gue nao luz e escurc .,
nac tem efeito 5ignifiaativo'na germinacdc. A necessidade  de
escuro para a germinacao de Hotrychium digsectum nao & surpre-
endente pols, os protalos sho subterrinecs e entac OS  eSpPOrOS
teriam de estar cobertos pelo solo para poderemn germinar
(Whittiex, 1973).

As wvezes, a raagéo 5 luz pode ser alterada pela tempera
sura. Em onecleq sensibilis a temperatura de 30°C pode indu-
zir germinagac maxima no escuro, chegandc a cerca de 60 a 95%
daguele induzido por iyz vermelha em doses saturantes. nac fol
verificado comportamento aditivo nas interacoes de luz e tempe-
ratura. Quando 0s €sSporos colocados para geryminar no e€scuro fi
cavam um minimo de 12 h a 59 antes do tratamento a 3006, ha-
via uma perda da termossensibilidade. Este efeito nac ocorria
se 0SS esporos erah postos para embeber em agentes osmbticos co-
mo manitol ou polietil@noglicol. Isto sugere gue o grau de hi-
dratacac e possivelmente mudancas nas propriedades Gas membra-

nas, tém um papel na mudanca de sensibilidade dos esporos de

-
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temperatura (Towill, 19785 .
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A mais longa fase da germinagao € a pbs~inducao, gue &
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o periodo entre a indugac e a emergencia do rizoide ou celula

protonemal. Muitas mudancas bioguimicas e citoldgicas ocorrem
nesta fase, e todas estas mudancas sac consideradas dependentes
da fase de pré-inducidc e indugdc (Howland e Edwards, 1979).

A fase de pds-inducdo também & sensivel & temperatura.
Temperaturas de 40°C inibem se forem aplicadas logo apbs a irra
diagac mas, perdem o efeito se forem aplicadas 6 ou mais horas
apds a irradiacao. Se os esporos forem submetidos, apos a irra
diacao, a 40°c, ocorrerd inibicao da germinacac, gue poderd ser
revertida se for dado entao um tratamento & 25°C no escurc e en
:Zo novamente a irradiacio. Esta inibigdc e recuperagac ocorre
mals depressa na pésminéagéo do gue na inducao. Temperaturas
abaixo de 25°C causam pouca inibigac na pbs~indugao e temperatu
ras de 30 e 35%C estimulam a germinacgac {Chen e Ikuma, 1879) .

Towill e Tkuma (1975a; b) apds diversos estudos da fase
de pos-indugdo concluiram que: &) tratamento anaerdbico  blo-
guela 08 processos oxidativos gue ocorrem até 10 h apds a irra-
diacac, bl algumas substanciag tornam=-se inaproveitaveis paxra
os processos da pds-indugao da germinagac em atmosfera de nitro
génio, c¢) estas cubstincias sac ressintetizadas com a exposi-
¢ao ac ar, d} @ proteina ou enzima cujo contetido & diminuido
com cicloheximida & necessaria nas primeiras 10 h da pds=-indu-
cic, e} a proteina & sintetizada "de novo" se a cicloheximida
for removida.

Como os processos de pds-indugao nio necessitam de luz,
nao se considera a péswinduQEO como parte da fotomorfogenese
(Howland e Edwards, 19797 .

Como pode ser visto até agui, a germinagac de SIDOYOSs

de samambaias tem sido muito estudada, principalmente o efeito
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da iuz na germinacgac. Entretanto, como também pode ser observa
do na introducBo, nao existe nenhum trabalhc sobre  germinagao
de esporos de samambaia realizado no Brasil.

Hoje em dia, hd um uso desenfreado de samambaias arbd-
reas, tanto como Xaxim quanto em ornamentagao. Estas plantas
sdo simplesmente retiradas das matas e utilizadas no comércio.
Nao ha gualguer iniciativa para aumentar seu namero nas matas
originais ou para cultiva-las comerclalmente. Assim, nuitas
das espécies dessas samambalas sofrem o perigo da extincao. Gran
de parte do gue ocorre hoje, & consequéncia da falta de pesqui-
ca basica no Brasil de como germinam ©F €8pOros dessas samanm—
baias arbdreas.

Para este trabalho fol escolhida uma espécie  arborea,
Cyathea delgadii Sternb., e decidiu-se verificar os efeitos de

luz e temperatura na gexminagéo de Seus eBporos.



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Foram utilizados esporos de Cyathea delgadit Sternb.,
uma espécie gue ocorre naturalmente nas matas do Instituto de
Botinica, Parque do Estado, Sao Paulo, SP.

A espécie foi identificada pelo Dr. Paulo G. Windisch,
do Departamento de Botanica do Campus de Rio Claro da UNESP. ©
material foi coletado por G. M. Felippe, W. Marcondes-Ferreira,
e L. M. Esteves, nimero de coleta 11065, Estd depositado noHex
Lirio da Universidade Estadual de Canmpinas, sob o nimero
UEC21061.

Folhas férteis de Cyathea delgadii Sternb. foram colo-
cadas em camaras de crescimento {(BRiotronette Mark 111}, forrada
com papel, com OS esporangios voltados para baixo. As lampadas
incandescentes da Biotronete foram deixadas acesas para induzlr
s abertura dos esporangios, com 2 conseguente liberacao dos es~
poros. Estes foram recolhidos do papel gue forrava a Biotrone-
te.

o G
Os esporos foram armazenados a 4°C e a Z57C.



METODOS

Os esporos foram postos para germinar em melio lfqﬁiéop
gque foi a solugao de Knop, com modificagoes introduzidas por

Dyer (1979):

MgS0, . 7H,0 510 mg/1
KNO3 120 mg/1
Ca{ﬂ93}2w4H20 1440 mg/l
K32P04 250 ma/l
FeSOQ,7H20 + NaEEDTA 1 ml/1

A solugido estogue foi preparada sem a fltima substancia,
a qual fol acrescentada no momento da montagem de cada experi-
mento. Foram usados erlenmeyers de 125 ml, sendo colocados em
cada frasco 25 ml da soluglo; os frasces foram vedados com al-
godac e postos para autoclavar a 120%¢C por 15 minutos.

Depois da autoclavagem foram acrescentadas em camara as
séptica, 100 unidades de Nystatin (fungicida) por erisnmeyer .
Em dois experimentos, Agua destilada foi wsads em vez de solu-
cado de EKnop. Os esporos foram entfo semeados. Para a semeadu-
ra, uma espatula de metal era mergulhada no frasco onde esta-
vam armazenados 03 esporos misturados com esporangios ; somente
os esporos aderem a espatulas. As paredes internas Jdo erlemmeyer
eram entio batidas com a espatula, ncasionando & gueda dos espOros
sobre o meio de cultura. De acordc com 08 @xperimentos, foram

- o ,
Usados S5ROros recem coletados ou armazenados a 4°C. Em oum ex-

{n

. - « _ - o
perimento foram Usacdos espoOros armazenados ao redor de 257C.

Paras cada tratamentc foram utilizados 3 erlenmeyer. A



germinacac foi verificada no microscdpio Optico (Zeiss) com aumen
to de 100 wvezes. Para a contagem do numero de esporos fol usa-
do um contador manual de células. © material foi transferido
dos erlenmevers para laminas de microscopia, com o uso de uma
espatula (os esporos ficavam flutuando sobre o meio de cultura
no erlenmeyer). Para cada erlenmeyer foram montadas 3 laminas
e, em cada lamina, foram examinados 5 campos. Portanto, foram
examinados 45 campos por tratamento. Foi considerado germinado
o esporo em gue havia protrusaoc do rizdide Primeiramente fo-
ram contados todos os esporos Ao campo escolhido e depoils o=
gque estavam germinados em cada campo. A porcentagem de germing
cio foi portanto, determinada campo por Campo. A germinacaoc foi
sempre verificadas 12 dias apds o inicio do experimento.

& germinagac fol realizada em camaras de crescimento
Forma Scientific Modelo 24, com luz e temperatura controladas.

Com excecgao dos experimentos em gue Se€ estudou o efeito
de luzes monocrométicas, ©s erlenmeyers foram mantidos em luz
fluorescente branca COm & intensidade de 320 uw/cng ¢ escuro
foi obtido colocando-se os erlenmeyers dentro de dols sacos pre
tos de plastico, ficando inteiramente vedados. Com excegéa dos
experimentos em dJue se estudou o efeito de temperatura, 0 &r-

Q
lenmeyers foram mantidos na temperatura constante de 257C,

Temperatura

. . o
memmeraturas constantes e periodos curtos a 5°C e 457C

Ae temperaturas constantes utilizadas foram obtidas nas
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camaras de crescimento e foram 5, 10, 15, 20, 25, 30, 3%, 40

j&x!

e

o .
457C. Os experimentos foram feitos scob luz fluorescente branca

ou escurc constantes.

s temperaturas de 5 e 45°C também foram utilizadas (no
escuro) por periodos de tempo mais curtos. Neste casc, 0s espg
ros foram postos para embeber sob condigoes de escuro a 259 pe
lo periodc desejado, antes dos erlenmeyers serem transferidos
para as temperaturas de 5 ou 45°C como 34 fol mostrado em Fem-
lippe (1978). Apds os chogues de 5 ou 45°C, os esporos volta-
ram para 25°C em condic3o de escuro. EBm um primeiro grupo de
experimentos, variou-se o© periocdo de temperatura alta ou baixa.
Assim, os esporos foram semeados sob condicoes de escuro a 25°C,
permanecendo nestas condigoes por 48 horas., Foram entao trans-
feridos por 5, 15, 30, 60, 180 minutos, 1, 3 e 7 dias (no escu-
ro) para as temperaturas de 5°C ou 45°¢, Apbs isto, retornaram
para a temperatura de 25% (no escuro). Em um segundo grupc de
experimentcs ©S esporos foram semeados, no @scCUrc, a 25% e af
permaneceram por 12, 24, 48, 72 e 96 horas. apbs isto, recebe-
ram 60 minutos de 5%c oun 25YC. Bpds o perlodo de temperatura

O
alta ou baixa, retornaram para a de 257C no escuro.

Temperaturas alternadas

o)
As temperaturas alternadas utilizadas foram {25-57C},
o o
(25-10%), (25-15%C), (25-20%C), (25-30°Cy, (25-359C), (25~-407C),
e (25~4E@C}~ Os esroros foram mantidos tanto sob luz hrancea

come er escuro constantes. Toram dados 12 ciclos de 24 hora

2
n

" o -
e, em cada ciclo, 17 horas eram a 25°C € as outras 12 horas na
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outra temperatura do par. A mudanca de uma temperatura para ou
tra na camara nao era stbita, mas demorava um certo periodo de

tempo, como foli mostrado por Felippe (1978).

Twuz fluorescente branca

Periodons curtos de luz branca

Quandco se estudou o efeito de periodos relativamente
curtos de 1uz flucrescente branca na germinagéo dos esporos, &5
tes foram colocados para embeber a 25%¢, sob condicoes de escu-
ro pelo tempo reguerido, pars entac receber o tratamento de luz
branca. Sempre foram realizados controles, nos gquais os espo-
ros ficaram em luz fluorescente branca Ou escuro constantes. Em
um primeiro grupo de experimentos, ©S esporos roram mantidos no
escuro por um periodo de 48 horas. Apbs este periodo foram
rransfericos para luz fluorescente branca = al ficavam por um
periodo de 1, 3, &, 24, 48 e 72 horas. aphs esses diferentes
periodos em luz branca, os espores retornavam para condigé@s de
escuro. Neo segundo grupo de experimentos, 0S5 €5pPOYOS foram man
ridos no escure por @erioéas come 30 minutos, 1, 3, 6, 12, 24,
48 e 72 horas e entao rransferidos para luz fluorescente branca

por 1, 3 ou 48 horas, retornando depoils para O @sCuro.

Tptensidade luminossa

Poram também real

zacdos exmerinentos am 1wy fluocrescen~

=

te branca continua, com diferentes intensidades luminosas. Fara
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a cobtencao das diferentes intensidades luminosas, ©0s erienmeyers

foram cobertes com diversas camadas de gaze. As intensidades
luminesas utilizadas foram: 2500, 1900, 1400, 200 e Zzouw/cmz,
que foram determinadas com um radiometro U.D.T. modelo 40X. Es

te experimento foi realizado em camara de crescimento marca

Conviron.

Fotoperiodo

Também foi verificado o efeitoc do fotoperiodo na germi-
nacgac dos esporos. Para esses experimentos, foram colocados ©s
grienmevers e cémaras.de crescimento a 25°C reguladag para OS
fotOperiodos de 8, 12, 16 e 24 horas de lur fluorescentc branca
em ciclos de 24 horas. Para OS experimentos de escuro constan—
te {Oh de luz), os erlenmeyers foram cobertos com dois sacos de

piléstico preto bem vedados e colocados em uma das camaras.

- Yermelho, azul e vermelho-eXtremo

Foram realizados experimentos em Jue foram uytilizadas
.~ iuzes vermelha, azul e rambdm o vermelho-extremo. As luzes
wonocromaticas foram obtidas da maneira descrita por Noronha et
~1., 1978 e Randi (1980}, Ho caso do vermelho, fol utilizada
ama lampada fiuorescente vermelha, marca syivania, de 20 W, com
pico no comprimento de onde de 660 nm. No caso da luz azul,

s ]

foi usada uma Llampada fluorescente azul da Phillips, de 1

LAY

Wy

com pice a 450 nm. No caso do vermelho-extremo, & fonte luming



za foil uma lampada incandescente de & W e um filtro formade por
tres folhas de papel celofane azul e duas folhas de papel celo-
fane vermelho gue proporcionaram um pico a 730 nm.

NHos experimen-

tos com luzes monocromiticas, sempre foram usados controles em

gue os erlenmeyers eram colocados sob escuro e/ou luz Ifluores-

cente branca constantes. Em alguns experimentos, os esporos fo

ram semeados a 25°C no escuro, onde permaneceram por 24 ou 48
horas; apbs esses periodos eram transferidos para vermelho,azul
ou vermelho—-extremo por uma ou trés horas, apds o gue, retorna-
vam para o esCuro até o dia da contagem. Bm um segundo  Jrupo
de experimentos, 0 esSporos foram tratados com uma hora de ver-
melho, azul ou vermelho-extremo € suas combinacoes diariamente
{por 11 dias), de acordo com © esguema a seguir (além do contrg

le em escuro):

a - vermelho

b - azul

c -~ vermelho-extremo

d - vermelho seguido de vermelho—extreme
e - vermelho seguido de azul

f - vermelho-extremo seguidc de vermelho
g ~ vermelho-extremo seguido de azul

h - azul seguido de vermelho

[

- azul seguidc de vermelho-extremnoc

0 primeiro chogue foi dado 24 h apds © inicioc do experi

mento.



Consumo de oxigenic

O consumo de oxigenio pelos espores de Cyathea delgadii
durante a fase inicial de germinacao foi medido com o  auxilio
do apareiho de Warburg, de acordc com Umbreit et al. (1964). Fo

ram usados esporos recém coletados. Em cada frasco, foram colg

cados 50 mg de esporos, 2,0 ml de agua destilada e, na cisterns,
0,5 ml de KOH a 20% para absorgac do gas carbonico liberado.
Foi medida a absorc@o de oxigénio de esporos deixados para embe
ber em luz continua por G, 1, 2, 2 e 4 @dias, Os esporos foram
colocados para embeber sem se colocar © KOH na cisterna, o gual
somente fol acrescentado, na hora da leitura. ©Os frascos, du-
rante & embebicao, foram vedados com parafilme e colocados emn
caimaras de crescimento, com iuz fluorescente branca continua a
25°C. Foram utilizados trés frascos por tratamentoc. O consumo

Com e = _ -1 . —1
de oxigénioc & expresso em Wl:i0,.g —.min .

Determinacic de lipidios

Tambadm foi Ffeita a dosagem de lipidios dos esporos. Pre
1iminarmente foram usadas duas amostras com 400 e outra com 30
mg de esporocs € foi verificade gue nac havia diferenga signifi-
cativa na guantidade extralda de lipidios, por mg de egpores: 18
so significava gue a amostra podia variay entre 30 e 400 mo de
esporos. Foram entao utilizadas seis amostras, contendo, em mé
aia, 150 mg de esporos. 08 es5por0Os vtilizados foram estocados

Ze meses e estavam sendo wtilizados nos experimentos de

I

L

=or

~nyminacdc. & extragac fol feita de acordo com o método  de



Bartnicki~-Garci

o1

e Nickerson (1%962; com algumas modificacoes.

Os esporeos foram esmagados em almofariz e agitados em etanol
95¢~éter etilico (1:1,v/v) por 24 horas a 30% (foram usados
100 ml de etanol-éter para cada 100 myg de esporos). O material
foi filtrade em papel de filtro e o residuo agitado novamente
com a mistura etanol-éter por 20 horas a 30°C e filtrado. O re
siduo era agitado por mais duas vezes com clorofdrmio (100ml pa
ra cada 100 mg de esporos) por 24 horas a 30°%. o©s guatro fil~

trados obtidos eram misturados e neles estavam os lipidios 1i-

vres., O Qitimo residuc foi guardado para dele s

o]

extralirem o©s
lipidics ligados. Os solventes dos filtrados foram misturados
e evaporados a vacuo. Deste extrato concentrade, o0s lipidios
foram entic extraidos com éter, secos com sulfato de sGdio ani-
drc e o éter entho evaporado. Os lipidios foram entac coloca-
dos em dessecador permanecendo al até atingir peso constante.
Fsta foi considerada a fracdo dos lipidios livres existentes
nos espores.

Do residuc (gue foi reservado) foram extraidos os lipi-
dios ligados. O residuo fol submetido 5 digestdo em etanol aci
do-&ter etilico {(l:1,v/v)., ©O etanol fcido & obtido pela adicao
de 1 ml de HC1 & 12 ¥ em 100 ml de etanol 95%. A digestao foil
feita por 5 horas a 50%. mpbds a digestac foram feitas duas ex
tracgbes com etanol 95s-Eter de etila (1:1,v/v) e uma com cloro-
f5rmic. Cada extracac foi feita por 24 horas. Os extratos fo-
ram reunidos e o0s solventes evaporadecs a vAcug, ressuspendides

em &ter, secados com sulfato de sddic anidro € © Bter evaporagdo

: 4 2 N o e P ER. g R e . AL e
foi C&LCBE&@& em mi &€ o SOmaE G0 1i?l‘}@$ Livyed malis L LASa



dos nos fornece o peso dos lipidicos totais. Os dados sao apre-

sentados como porcentagem do peso original dos esporos utiliza-

dos.

Analise estatistica

Os dados de germinacac foram todos transformados em va-
lor angular (arce seno V p; onde p= % , sendo ¥ o niimero de es-
poros germinados e n o niimero de esporos por campo) .

Quandc necessarioc, os dados foram analisados pelo tes-
te T, ou determinados os limites de confianga das médias, ou pe

1a anfilise de variancia, de acordo com Snedecor (1962).



RESULTADOS

Germinacao

Germinagac de esporos em agua destilada e solugao de Knop

pelos resultados apresentados na tabela 1, ohserva-se
que houve maior germinacac guando cs esporos foram semeados em
solucdo de Knop e, a diferencga com dgua destilada, foi estatis-
ticamente significativa. Por esta razao foi usada a solugaoc de

Knop para todos 08 experimentos.

Curva de germinagdo a 23°C

0e resultados sio apresentados na figura 1. Como pode
cer visto na figura, hA uma fase de laténcia até o dia 4, segui
da de uma fase rapida; a estabilizacdo ocorre ao redor do dia
12. Nos experimentos seguintes a germinacac dos esporoes foi sem
pre verificada apbs 1z dias do inicio do experimento. Os resul
tados sao os valores medics com seus respectiveos limites de con

fianga.



Tabala 1

Germinachio de esporos de Cyathea delgadii em agua destilada

solucao de Knop.

germinacac {valor angular)

agua destilada solugac de Knop

41,77% 50,42

5 Diferenca significativa a 5%



( VALOR ANGULAR)

™

GERMINACAO

o 4 8 12 8 20 dias

Figurs 1. Curvsa de germinag%o de espores de Cyathea delgadit
recim coletados.

ne harras vertlcais Ao os limites de confianga.



Efeito do tipo de armazenamento

Pelos resuliados apresentados na tabela 2, pode-se ob-

servar gque os esporos continuam germinando por um periodo de tem
po maior quando armazenados a 4°c ao gue a 25°C. Mesmo com ar-
mazenamento a 4°C, hi uma queda na germinagao j& com 6 meses de
estocagem. Apds 12 meses a gueda em germinagac & bem evidente,
gquando armazenaGos a 4OC, e a 25°C a germinacac & nula. Em to=-
dos os experimentos de germinacao foram utilizados esporos arma
zenados & 4°c. 2 andlise de variancla mostrou gue h&é uma dife-
renca significativa entre a germinacac de esporos recém coleta-

o]
dos e armazenados (mesmo a 4 C). Pode ser observado gue MESMO

apbs armazenamento nao houve germinagao no escuro.

Efeitc de temperatura

1. Temperaturas constantes

Pelos resultados apresentados na tabela 3 (experimentos
3 ¢ 4) pode-se observar gue as melhores temperaturas constantes
para a germinagac dos esporos recém coletados sao a de 20 e &
de 259 e gue nenhum esporo geyminou no €sCuUro em nenhuma das
remperaturas constantes testadas. EBEm luz fluorescente branca
constante, ocorreu germinacao rambém nas temperaturas de 15 €
30%C.

pela tabela 4 pode-se observar que a melhor temperatura
para & germinagéo de esporog armazenados por 7 meses &€ a de 25°%C
e gue nenhum esporoc germinou no esCurc nas temperaturas constan

tos testadas, Com 0g e5poros armazenados, também ocorreu germi
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Tabeia 2

Germinacao de esporos de (yathea delgadii armazenados por pe-

- ’ .
ripdog diferentes e em temperaturas diferentes.

armazenamento germinagao
{valor angular}

temperatura tempo

OC meses luz escuro
0 52,49 0
& 40,47 0

4 12 44,00 0
24 15,34 0
O 52,49 0

25 12 G 0
24 0 0

DMS 4,10

5%
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Tabela 3

Germinacac de esporos recén coletados de Cyathea delgadit,

em
varias temperaturas constantes.
germinacac (valor angular)
iuz esCuro
temperatura experimentos experimentos
°c 1 2 3 4 T 1,2,3,4e X
5 0 0 - - 0 0
10 - - 0 0 0 0
15 18,72 14,77 - - 16,85 ¢
20 - -~ 45,06 41,50 43,28 o
25 56,23 62,87 50,01 49,43 54,45 ¢
30 - - 12,25 5,44 9,46 0
35 0 0 - - 0 0
40 - - 0 0 ¢ ¢
45 0 0 - - 0 0
DMS. o 1,86 2,03 1,57 2,13




Tabela 4

Germinagao em temperaturas constantes de esporos de Cyathea del

gadii armazenados a 4°C por 7 meses.

germinacao (valor angular)

luz a5Ccuro
temperatura experimentos experimentos
°c i 2 3 4 X 1,2,3,4 e %
5 0 0 - - 0 0
10 - - 0 0 0 0
15 0 0 - - 0 0
20 - - 30,74 34,96 32,77 0
25 46,95 46,72 59,34 47,04 49,84 0
30 - - 6,55 - 6,55 0
35 0 G - - ¢ 0
40 - - 0 ¢ 0 0
45 0 ¢ - - 0 o
QMSE% 1,65 2,23

{~}: nao realizados



nacac a 20 e a BGDC, guando eram mantidos em luz constante. E
bom reforgar agui, gue nac houve germinagaoc de esporos mantidos
no escuro em nenhuma das temperaturas testadas, tante para cs
recém coletados guanto para os armazenados a 4%c por 7 meseg.
Parece que a faixa de temperatura para a germinacac & mais lar-
ga para os esporos recém coletados (15 a 30%¢) do gue para o0s
esporos armazenades por 7 meses (20 a 309C) como pode ser visto

na tabela 5 gue compara as médias das tabelas 3 e 4.

Zz. Temperaturas alternadas

2 tabela 6 apresenta os resultados dos experimentos em
que os esporos (armazenados por 7 meses) foram submetidos a tem
peraturas alternadas. NAo ocorreu germinagao nos pares (25-35°C),
(25-40°C) e (25~-45°C) . Portanto, a alternancia diaria por 12
horas com a temperatura de 25°c nic alterou o efeito deletério,
para a germinacac, das temperaturas de 35, 40 e 45°C. Ocorreu
germinacac em todos os outros pares l(a germinacao fol a mesma a
25°C e nos pares (25-20°C) e (25-307C), embora tenha sido baixa
com ©OS pares (25-5%C) e (25-109C). Deve ser mencionado agul que
nesta série de experimentos a germinagao do controle (25-25°C)
fo0i baixa em relaclo aos experimentos anteriores {ver tabelad).
0 usc de temperaturas alternadas ndc causou germinacac de espo-

ros no e5CUro.



Tabela 5

Germinacac de esporos recém coletados e armazenados por 7 meses

On ..
a 4°C de Cyathea delgaedii, em temperaturas constantes, em luz

fluocrescente branca constante.

germinagao (valor angular}?

temperatura recém armazenados

e coletados por 7 meses

5 0 0

10 0 0

15 16,85 0

20 43,28 32,77

25 | 54,45 49,84

30 9,46 6,55

35 O 0

40 0 0

45 0 O

* Valores sao as médias das tabelas 3 e 4.



Tabhela &

Germinacac em temperaturas alternadas de esporos de Cyathea del

gadii armazenados a 4%¢ por 7 meses.

germinagao (valor angular)

luz BECUTO
temperatura experimentos experimentos
Oc 1 2 3 4 % 1,2,3.4e X
{ 5-25) 2,56 7,92 - - 5,74 0
(10~-25) 9,10 19,28 - - 15,00 0
(15-25) 21,89 26,21 - - 24,12 0
(20~25} - - 29,60 32,39 30,99 ¢
{25-25} 34,51 33,52 30,07 31,18 32,32 0
(30~-25) - - 31,56 28,93 30,26 0
(35-25) - - 0 G 0 0
(40-25) - - 0 0 0 G
(45-25) 0 O - - 0 0
DMS¢ o 4,75 3,84 2,78 3,62

(-}: mnac realizados



3, Efeitco de periodos de temperaturas baixas a altas

3.1. Diferentes periodos de temperatura de 5°C e 45°¢

Os resultados sao apresentados na tabela 7 onde pode ser
visto gue a germinacac ocorreu a 259C constante em luz, mas naoc
noc escuro.

C experimento foi realizado no escuro; ©s esporos foram
embebidos durante 48 h a 25°C e entdo receberam os periodos a

o O " v .
5YC ou 45°C, Nenhum dos periodos de tenperatura (de 5 minutos

a 7 dias) causou germinacac de esporos.

3.2, Chogue de 60 minutos a 59C ou 45°C apts diferentes pe-

riodos de embebicao

A embebicaoc foi feita a 25°C no escurc por 12, 24, 48,
72 & 96 horas; apds esses periodos, o8 esporos receberam um pe-
riodo de 60 minutos a 59 ou a 45°C. Os chogues de 59¢ e de
45°c nic causaram germinacaoc dos espoxos, apOs nenhum dos tem-
pos de embebigao testados. 2 germinacac apenas ocorreu em luz

a 25°C constantes, como pode ser visto na tabela 8.

Efeito de luz

fomd

1. Efeito da intensidade uminosa

0s resultados sac apresentados na tabela 9, onde pode-

ce verificar gue com a intensidade mals baixa, houve melhor ger
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Tabela 7

Efeito de diferentes periodos de temperatura a 5°C ou a 45°C na

germinagao de esporos de Cyathea delgadii mantidos a 25°¢ no

escure constante.

germinagao

(valor angular)

1luz escuro
controle (25°C) 36,29 0
periodos a 5°c e a 45°C escuroe
5 min 0
15 min 0
30 min 0
€0 min 0
180 min 0
1 dia &
3 dias 0

7 dias 0




Tabela &

Efeito de perfodos de 60 minutos a 5°C ou a 45°C, apbs diferen-

tes periodos de embebicac a 25°C no escurc, na germinacac de es

poros de (yathea delgadii.

germinacad

(valor ancular)

luz esCuro
controle (25°C) 4¢ ,32 0
periodos de embebigao 60 minutos a
{horas) s°c ou a 45°C .
12 0
24 0
48 0
72 0

96 0
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Tabels 8

Efeito de luz fluorescente branca, de diferentes intensidades,

na germinacao de esporos de Cyathea delgadii.

intensidade luminosa germinacao
U W/sz {valor angular)
2500 44,68
1900 47,88
1400 46,70
500 48,23
220 53,69
DMS 2,90

5%
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minagaoc, um valor estatisticamente diferente dos valores en—

contrados para as outras intensidades., Parece portanto, gue o©

esporo de Cyathea delgadii germina melhor em intensidade luming

sa baixa.

2. Efeito do fotoperiodo

Os resultados apresentados na tabela 10 mostram que nac
houve diferenca significativa entre a germinacao encontrada nos
fotoperiocdos de 8, 12, 16 e 24 horas. Nao ocorreu germinacac

de esporos mantidos sob condigao de escuro continuo.

3. Efeito de luz fluorescente branca

3.1. Diferentes periodos de luz branca apos 48 h de embebi

cao

Os esporos foram embebidos por 48 horas scb condigao de
escuro e entac receberam luz branca por 1, 3, 6, 24, 48 e 72 ho
ras; apbs esses periodes de luz branca, foram transferidos para
escuro constante até o dia da contagem (12¢ dia). Os resulta-
dos podem ser vistos na tabela 11. & germinacgac €& melhox com
periodos mais longos de luz até um periodo de 48 horas. Perio-
dos de 48 e 72 horas causaram a mesna germinagéo, hlguma germi
nacac j& oCOrreu Com o pericdo de luz de 3 horas, mostrando gue

o periodo de pré-indugac pode ser igual ou menor gue 48 horas.

UNICAMP
BIBLIOTECA (ERTRAL



Tabela 10

Efeito de diferentes fotoperiodos na germinacac de esporos de

Cyathea delgadii.

germinacao
E3

fotoperiod
otoperiodo (h) (valor angular}

O 0

8 57,55
12 55,01
16 56,37
24 54,72

F

5e nio significativo para fotoperiodos de 8, 12, 16 e 24 horas.



Tabela 11

Efeito de periodos diferentes em luz branca, apds embebigao por

48 horas, na germinacao de esporos de Cyathea delgadii manti-

dOos no escuro.

germinagao

{(valor angular)

luz escuro
controle 39,35 0
periodos em luz branca germinagao
(horas) {valor angular)
1 0
3 11,13
6 18,37
24 30,472
48 40,24
72 38,68
DMS 3,38

5%
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3.2, Periodos de 48, 3 e 1 hora de luz branca apos diferen

tes periodos de embebigao

Os esporos foram embebidos por 1, 3, 6, 24, 48 e 72 ho-
ras sob condicdo de escuro e entdo receberam 48 horas de luz
branca. Os resultados podem ser vistos na tabela 12. A germi-
nacao com o periodo de luz branca de 48 horas fol a mesma para
periodos de embebicdo de 1, 3 e 6 horas. A germinagao foi  a
mesma para periodos de embebigac de 48 e 72 horas. Os periodos
de embebicio no escuro podem ser colocados em trés grupos: ©
grupo menos efetivo para a luz branca promover a germinacac (1,
3 e 6 horas), um periodo intermedifrio (24 horas) e o grupo mais
efetivo que foi o de 48 e 72 horas de pré-embebicaoc no esCurc.
Portantc, quanto mais longo & o periode de pré~embebigao no es-
curo, mais efetiva & a luz branca dada a segulr, para causar 4ger
minacao.

Em um segundo exXperimento o8 esporos foram embebidos
por meia hora, 1, 3, 6, 12, 24 e 48 h e entao receberam 3 horasg
ou 1 hora de luz branca. Neste Altimo case oOs esporos também haviam
sofrido embebicio no escuro por 72 horas (tabela 12).

Quandc © periodo de luz fol de 3 horas somente houve ger
minacaoc guando a embebicho havia sido de 48 horas, & com embebl
géo de 72 horas, guande © periodo de luz havia sido de 1 hora.

Portanto, com os experimentos de luz branca, o periodo
de pré-inducac para oS esporos desta espéeie , parece ser o de

48 nhoras (periodo de luz de 3 horas).



Tabela 1LZ

Efeito de um perioéo de 1, 3 ou 48 horas de luz fluorescente

branca, apds diferentes periodos de embebicaoc, em esporos  de

Cyathea delgadii mantidos sob condigao de escuro.

germinacao

{valor angular)

1uz escuroe

controle 47,24 0

germinagao

(valor angular)

periodo de de periodo de luz branca (h)
embebicac (h) 48 3 1
0,5 - 0 0
1 19,58 0 0
3 21,79 0 O
6 19,83 0 0
12 - 0 O
24 27,66 O ¢
48 36,14 7,49 0
72 36,23 - 4,05
S 4,28

5%
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4, Efeito de vermelho, vermelho-extremo & azul

4.1, Efeito de um chogue de vermelho, vermelho-extremo e

azul

Os esporos foram embebidos por 24 cu 48 horas sob condi
coes de escuro, antes de receberem um periodc de 1 ou 3 horas

de azul, vermelho ou vermelho-extremc. Os resultados estao na
tabela 13, N&o ocorreu germinacdc sob azul e vermelho-extremo.
A luz vermelha provoca a germinagéo, enbora baixa, mesmo Com

um perfiodo de 1 hora. Por este experimento, o periodo de pré-

inducao ficou reduzido para 24 horas.

4.2. Reversaoc do efeito do vermelho pelo vermelho-extremo

Como a aplicacac de um UGnico chogue de 1 ou 3 horas de
vermelho causou uma germinacac relativamente baixa, decidiu-se
neste experimento, utilizar chogues de vermelho de 1 hora, mas
dados diariamente durante 11 dias. © mesmo foi feito com o ver
meltho~extremc. No caso de se tentar uma reversao do vermelho
pelo vermelho-extremo, dlariamente Os esporos receberam 1 hora
de vermelho seguida imediatamente por 1 hora de vermelho—extre-
mo. Os resultados sac apresentados na tabela 14, onde pode-se
ver gue o vermelho-extremo reverte o efeito promotor da luz ver

melhs.
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Tabela 13

Efeito de ' periodos de vermelho, azul e vermelho-extremo na gexr
minacao de esporos de Cyathea delgadii apbs 24 ou 48 horas de

embebicao no escuro.

germinagac

{valor angular)

luz _ Lacuro
controle _ 48,62 0
periodos de vermelho-
embebicac - vermelho ~ext remo vazul
{(horas)} 1h 2 h ih 3 h 1 h 3 h
24 .48 13,41 4] 0 0 0
48 13,37 19,65 0 O G O

DMS 2,86

Ln
e




Tabela 14

Reversao do efeito de choques difrios de vermelho (V) pelo ver-—

melho-extremc (VE) na germinacao de esporos de Cyathea delgadii.

controle

germinagao

{valeor angular)

luz es5Curo

56,66 0

chogues diarios

germinagao

(1 hora) (valor angular)
v 37,77
VE 0
v - VE 11,54
DMS 7,87




4.3. Efeitos de chogues diarios de 1 hora de vermelho, ver

melho-extremo, azul e suas Cgmbinagéass

Neste experimento 0s esporos receberam dlariamente 1 ho
ra de vermelho (V}, ou vermelho-extreno (VE) ou azul e combina-
¢oes destes trés tipos de luz para verificar se havia adicao de
efeitos ou reversao. Os resultados sao apresentados na tabela
15, onde pode ser visto gue chogues diarios de uma hora de V pro
move a germinacao dos esporos, como ja havia sido mostrado na
tabela 14, © VE inibe totalmente a2 germinacao, o gue também ja
havia sido mostrade anteriormente. A luz azul promove, estatis
ticamente, em relagdo ao VE e ao escuro, mas & bem menos efeti-
va para a promogao do gue a luz vermelha; comparando as tabelas
12 e 15 pode-se ver gue o chogue de luz azul sd promove a germi
nacac guando dado mais de uma vez. A luz vermelha reverte to-
talmente o efeito do vermelho-extremo e o valor da germinacac
para o chogue de vermelhe € estatisticamente igual a germinagao
do tratamento VE-V. O V reverte o efeitc do azul, mas a rever-—
sa0 € menor gue no caso do VE. O VE reverte o efeito da luz
vermelha. A luz azul diminue o efeito do V mas nac reverte o
seu efeito. O azul reverte ¢ efeito de VE e o resultadc & como
se © VE nao tivesse sido aplicadoc. © VE em compensagao reverte
inteiramente o efeitc da luz azul. Concluindo-se, pode-se di-
zer gue o vermelho-extremo reverte a acao promotora do vermelho
e do ezul. A luz azul diminue o efeito da luz vermelha e rever
te o efeito do vermelho-extremc. O vermelho reverte totalmente
o vermelho-extremc. Embora a luz vermelha promova a qexminagé@
assim como também o faz a luz azul, guando o vermelho & dado Jup

camente com & luz azul, a germinacac & sempre menor do gue SO~



Tabela 15

Efeitos de chogues diariocs de 1 hora de vermelho (V), vermelho-
extremo (VE) e azul e suas combinagdes na germinacao de esporos

de Cyathea delgadii.

chogues diérios germinagao
{1 horal {(valor angular)

controle {escuro) o

v 40,09
VE 0
azul 12,64
V=VE 6,87
V-azul 24,31
VE=-V 38,78
VE-azul 9,77
azul-V 27,54
azul~VE ¥

DMS ¢ o 3,48




mente com luz vermelha, mas & sempre maior do gue a luz azul

aplicada sozinha.

Consumo de oxigénio pelos esporos

Foi medido o consumo de oxigénio de espores postos para
germinar per 0, 1, 2, 3 e 4 dias, isto &, durante o periodo ini
cial de germinacao. Pelos resultados mostrados na figura 2 ob-
sarva-se, levando—se enm aonsideragﬁe oz limites de confianca
gue h& um aumento no consume de 02 entre ¥ ¢ 1 dia de wermina-
cdo. O consume se mantém estabilizado entre dias 1 e 3, apre-

sentando um novo aumento no consumo de oxigénio, entre o 39 e

49 dias.

Determinacao de lipidios dos esporos

Pela observacao dos esporos ao microscopio, principal-
mente guando sofriam esmagamento, observava-se uma gota relati-
vamente grande de lipidio por esporc. Foi determinado entac o contel-
do de lipidio dos esporos utilizados nos experimentos de germi-
nacao. A tabela 16 mostra gue a maioxr parte do peso dos espo-
ros agui utilizados & constituida de lipidios. Os lipidios li-

vres sao responsivelis por cerca de 40% do peso dos esporcs.
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Figura 2. Consumo de oxigenic por esperos de Cyathea delgadi<
durante os primeiros dias da germinagac.

As barras verticais sao os limites de confianga.



Tabsla 16

Determinacio de lipidios em esporos de Cyathea delgadii.

% em relagao aoc peso

dos esporos

lipidios livres

lipidios ligados

lipidios totais

43,7

19,3

63,1
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DISCUSSAD

O meio de cultura empregado para a germinagao de espo-
ros de Cyathea delgadii foi o meio de Knop com as modificacoes
introduzidas por Dyer (197%). Meios sClidos foram abandonados
por apresentarem maior incidéncia de fungos e serem de exeﬁugéo
mais trabalhosa. Além disso, de acordec com a literatura, melho
res resultadecs sac cobtidos com o meio liguido (Miller, 1968).

Os esporos de Onoelea sengibilie (Hartt, 1925; Miller,
1968) germinaram em agua e em meio de cultura, e germinaram em
quaisguer meios, desde gue eles nao fossem téxicos. Para o ca-
so de Cyathea delgadii, pode~se cbservar gue OS esporos germi-
nam melhor em meio de Knop do gue em agua. Uma explicagac pro-
vavel para o caso de (. delgadii € a de gue em muitos trebalhos
sobre a germinacac de esporos em agua, a germinacac era defini-
da como a simples ruptura do envoltorio do esporo (Miller, 1968)
O gue nA0 & O caso presente, em gue a germinacaoc & considerada
como a emergencia do rizdide.

Na curva de germinacac obtida para os esporos de Cya-

thea d

©

lgadii recém coletados, observa-se que o inicio da ger-—

=
g

inacac foi por volta do guarto dia, e, do guarto dia ac décimo

i
{1

segundo, & curve apresenta sua fase exponencial, estabilizan~

do-se entao.
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Geralnente os esporos tém sua viabilidade diminuida
apds estocagem, apesar de que existem dados na literatura de eg
poros que ainda germinaram 20 anos apds a coleta (Hartt, 1925).
Alsophila auetralis precisa de um periode de armazenamento de
um ano para sua germinagac (Hartt, 1925). Miller e Miller (196l1)
armazenaram esporos de Oncclea sengibilis a 4OC, e nestas con-
digcOes permaneceram viaveis por pelo menos dois anos. Pelos da
dos obtides no presente trabalho, esporos armazenados a 25°C n3o
germinaram apds 12 meses enguantc gue os esporos a 4°c manti-
nham sua viabilidade alta apds 12 meses de armazenamento, dimi-
nuindo entac a viabilidade até chegar por volta de 7% com 24 me
ses de armazenamento.

Esporos de samambalas germinam melhor entre temperatu-
ras constantes de 15 a 30°C, mas a temperatura Otima para germi
nacdc varia de espécie para espécle, variando também conforme o
local de ocorréncia (Miller, 1968). Os esporos de Cyathea del-
gadii provenientes da mata do Instituto de Botanica apresenta-
ram como melhor temperatura constante para germinar, 25O€, sen-
do gue para esporos recém coletados a temperatura de 20%C apre-
sentou resultados mais proximos de 25°C do gue Ccom esporos arma
zenados por sete meses a 4°c. parece gue com 0O armazenamento a
faixa de temperatura Stima para a gexmina@éop fica menctr, apro-
simando-se mals de 25%,

Os esporos de samambalas podem ser fotoblasticos positi
vos ou negativos, bem come indiferentes a luz.

Em Anemta phylliitidie foi demonstrado gue os esporos
nac germinam no escurc, mas gue giberelinas, anterididgeno~B ou

luz podem induzir germinacac de esporos e talvez a luz este’

o

induzindo & sintese de uma substancie relacionada com gibereli-



na cu anterididgenc gue induza a germinagac (Weinberg e Voellex,
1969), Botrychium disseectum, por outro lado, nac germina  em
presenca de luz, A vantagem para esta espécie em nao germinar
em luz & gue os gametofitos tem habito subterranec sendo entao
uma vantagem os esporos germinarem somente no escuro, ou seja,
guando, na natureza, estac encobertos por uma camada de solo
(Whittier, 1973).

Neste trabalho foi constatado gue, em nenhum caso, 0Ss
esporos de Cyathea delgadii germinaram no escuro, sendo que es
tes esporce apresentaram 100% de fotoblastismo positivo, de acox
do com a definicao proposta por Evenaxi (19€5).

Towill (1978) constata gue esporos gue germinam em pre-
senca de luz podem germinar no escurc se submetidos a determing
das temperaturas e que esta sensibilidade & perdida a medida
gue se distancia o chogue de temperatura do inicio da embebi-
cac. Em nenhum caso se conseguiu induzir a germinagaoc de espo-

H
ros de (Cyathea delgadii mantidos no escuro por meio de chogues
de temperatura alta (459C) ou baixa (SOC)Q Do mesmo modo, guan
do os esporos foram submetidos a temperaturas alternadas, com
periodos de doze horas, nac se conseguiu induzir os esporos,man
tidos no escuro, a germinar.

2 germinacaoc dos esporos pode ser dividida em trés fa-
ses: a pré-inducac na gual os esporos se embebem e tornam-se

aptos a perceber os estimulos indutores da germinagac, a indu-

c3o gue & a fase em gue sio captados os estimulos e a pds~indu-

cao gue & a fase em gue, uma ver induzidos, ©S espoYOS sofrem
uma sfrie de mudances culminande com a germinacao(Chen e Tkuma,

4% horas. ApSs 05 eSporos permanecerem no escurc, por 46 ho-
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rag, o tempo minimo de luz capaz de causar alguma germinagao &
de trés horas. Pode-se também observar gue para OS esporos gue
permaneceram 48 horas no escuro, um periodo de luz fllorescente
branca de 48 horas & tao eficiente guanto um perfodc de 72 ho-
ras para induzir a germinacao de esporos mantidos no escuro.

Em relacgao as trés fases de germinacgao, em Sphaeropte-
rig cooperi, Reynolds (1982) estudando o consumo de oxigeénic
pelos esporos durante a germinacao mostrou que a respiragao po-
deria ser dividida também em trés fases e gue estas fases decon
sumo de oxigénio coincidiram com as fases de germinacac ja apon
tadas; na primeira havia um aumentc nc consumo de oxigénic e es
ta fase coincide com a embebicac dos esporos, que seria a fase
de pré-inducac. Na fase transitdria havia pouco aumento do con
sumo de oxigénio, cuio consumo aumentaria pela época em gue ha-
veria a emergéncia do rizdide. No caso de Cyathea delgadii tam
bdm sac mostradas trés fases de consumo de oxigenic durante a
germinacdo: na primeira fase h& um aumento do consumo que € se
guidc de uma estabilizacac e um novo aumento a partir do terceil
ro dia (ver figura 2) {(gue seria ¢ inicic da 32 fase). Comparan
do com a figura 1, pode-se ver gue no guarto dia ja havia espo
ros germinados. Portanto, og dados atuais concordam tanto em
germinacic como em consumo de oxigénio durante a germinagac com
os dados de Revnolds (1982), mesmo sendo duas espécies diferen-
tes.

Pelos dados cobtidos parece gue 0% €SpPOYOs germinam me-
lhor guando colecados em luz com intensidade luminosa mails bai-
wz {220 uW/en®), talvez pelo fato de gue guando expostos a in-
tensidades lumincsas mais altas, a luz destroi sua cleorofila im

possibilitandc assim gue os esporos germinem, de acordo com &
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idéia proposta por Hartt (1925

fo—l
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Foram também testados fotoperiodos de 0, 8, 12, 16 e 24
horas de luz e verificou-se gue tratamentos com periodos de 8,
12, 16 ¢ 24 horas nac sao diferentes entre si. Mohr (1956) en-
controu gue a germinacao de Drypreris filix-mas aumenta & me
dida gue o fotoperiodo aum&nta, o que nac concorda com © €aso
atual.

Em Pterig vittata chogues de vermelho induzem a germi-
nagao de esporos mantidos no escuro. Chogues de vermelho extre
me induzem também alouma cerminacac de aesporos mantidos no escy
ro e chogues de azul nac foram capazes de induzir nenhum esporo
a germinar (Sugal e Furuya, 1%67).

Esporos fotoblisticos positivos de (. delgadii manti-
dos no escurc sao induzidos a germinar se receberem chogues de
luz vermelha. Choques de uma hora de luz vermelha ja causam a
germinacgac de esporos e o periode minimo de pré-inducac que ti-
nha sido estabelecido ser de 48 horas para chogues de luz fluo-
rescente branca, fol reduzide para 24 horas guandeo Gados chom
ques com luz vermelha,.

Chogues com vermelho-extremo nao conseguiram induzir a
germinagéo de esporot de Cyathea delgadii mantidos no escuroc.

Chogues com azul foram capazes de induzir alguma germi-
nacdo nos esporos de (yathea delgadii mantidos no escuroc.

0 vermelho-extremo foi capaz de reverter o efelto do
vermelho na indugac da cerminacao de esporos de Cyathea delga-
dii e o vermelho reverte ¢ efeito do vermelho-extremo.

Chogues de azul seguldes de chogues de vermelhoextremo
r3e induzirar nephum esporc & cerminagac, mostrandc gue © Vermg

The-extreme também reverteu o efeito promotor (nao multo acen-



tuado) do azul.

Chogues de azul seguidos de chogues de vermelho apresen
taram germinagéo, mas o efeito do vermelho, neste caso, nao con
seguiu igualar a germinagao causada por chogues de vermelho so
mente, ou de vermelho-extremo seguido de vermelho.

Chogues de azul apbds chogues de vermelho-extremo rever-
teram o efeito do vermelho-extremo causando germinagac semelhan
te dguela apresentada por chogues de azul.

Os tratamentos com luz azul e vermelha na germinagao de
esporos tém apresentado resultados contraditdrios e, muitas ve-
zes dificeis de expressar em termos de plgmento Fitocromo.

Em muitos casos a germinagéo de esporos € promovida pe-
ta luz vermelha e inibida pelo vermelho-extremo ou azul (Mohr,
1956; Mohr et al.,1964; Raghavan, 1973). FEm outros casos o efel
to promotor da luz vermelha s& & revertido pelo vermelho-extre-
mo e nao pele azul (Sugai e Furuya, 1967; 1968; Raghavan, 1973).
Uma explicacao para isto seria a da existencia de dois fotorre-
ceptores, © fitocrome e um outrc que zbsorve luz azul, regulan-
do a germinagac dos espores (Reynolds e Raghavan, 19823 .

Em Pteris vittata, a luz azul inibe a germinagac  dos
esporos. Chogues de vermelho dados logo apbs a exposigac & luz
azul nao conssguem reverter a inibicao causada pela luz azul na
germinacac dos esporos. A inibicao causada pela luz azul pode
ser revertida pelo vermelho guando se intercala entre as exXposi
coes ao azul € ao vermelhc, periodos de escuro {Sugai e Furuya,

1967 .

=3
B

bm Cheilanthes farinoegse ¢ vermelho-exiremo nac conse-

gue reverter o efelto do vermslho, ¢ gua

(e

revertido pelo azul.

Se esporos tratados CON tuz azul forem entac tratados COm Verme



lho também nac irao germinar, sendo a inibicac do azul somente
revertida por tratamentos com vermelho de alta intensidade. Os
espores que foram entac induzidos pelo vermelho de alta intensi
dade podem ser agora revertidos pelo vermelho-extremo (Raghavan,
1973),

Em Mohria caffrorum, o vermelho—extremo nac reverte o
gfeito indutor de germinagéo do vermelho o gue levaria a por em
dlivida o envolvimento do fitocromo na germinagac destes — espo-
ros. Ui vArias explicacOes para a nao reversibilidade do efei-
te éa luz vermelha pelc vermelho-extremo: &) a agﬁo do fitocro
mo pode ser mascarada pela presenga de outro pigmenioc, b} o ver
melho-extremo nao reverte fitocromo em nivel suficiente para a
ndo inducio da germinacdc: c¢) a forma ativa do fitocromo  uma
vez produzida, & imediatamente usada na fase de pds-indugac,nao
dando tempo para o vermelho-extremo reverter © pProcesso. A re~
lacao entre a luz azul e o vermelho ou vermelho-extremo nao €
clara. Chogues curtos de azul revertem o efeito do vermelho,
maz chogues longos de azul induzem a germinagac. Talvez 0s pro
cessos de inibicdo ou promogBo de germinagao nos guais a luz
azul estd envolvida sejam distintos. Assim, esporos gue recebe
vam luz vermelha ou vermelho-extremo permaneceram mais tempo sen
siveis ao efeito promotor da luz azul do gue ao sSeu efeito ini-
bido. (Reynolds e Raghavan, 1982).

pelos dados obtidos na germinacao de esporos de Cyathea
delgadii , a germinagac destes esporos deve ser reculada pelo
fitocrome pois, o efeito indutor da luz vermelha foi revertido

b

pelo vermelho-extremc, mas deve eristir uwm outro Processc envel

"

germina

W
i

o de esporos ape-

jaixs

L Este

ti’j

cis, = luz apresenta indugaoc

car de nao ser um efeito igual so da luz vermelha, e tambémn,
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gquande dade o chogue de azul apbs o choque de vermelho, pode-se
ocbservar uma reducac da germinacac e guando dado apds chogque de
vermelhe-extreme reverte o efeito deste, apresentando germina-
cao semelhante & apresentads pela luz azul somente.

Talvez um outro pigmento, além do fitocromo, esteja en-
volvido no processo de germinagao dos esporos de Cyathea delga-
dii, mas o efeito da luz azul poderia também ser causado pela
absorcao da luz azul pelo proprio fitocromo,

Em (yathea delgadii cerca de 60% de seu peso € compos-
to de lipidic e 40% de seu pesc € composto de lipfdios livres.
De acordo com muitos autores os lipidios livres sac o material
de reserva dos egporos em pteriddfitas. Isto, na verdade, foi
mostrado em esporos de Anemia phyllitidie (Gemmrich, 1982) e
em Onecelea sensibilie (DeMaggio e Stetler, 1980). Na wverdade
a luz vermelha poderia estar ativando o fitocromo, que agiria
durante a germinacdo scobre a degradagao dos lipidics, pois  ja
foi mostrado em Anemia phyllitidis que a atividade de lipase e
degradacadc de lipldios eram ambas aumentadas pela acac da luz
vermelha (Gemmrich, 1982). Entretanto, este tipo de vwverifica-
¢ao nac foli feita com os esporos de Cyathea delgadi? durante a

germinacac.



RESUMO

2s samambaias arbbreas sac removidas das matas, em alta
escala, para serem usadas como Xaxim ou como ornamentacgac de Jar
dins. Nada tem sido feito para aumentar seu nimerc nas matas
de origem ou para cultivi-las comercialmente. A literatura in-
ternacional apresenta um grande niimerc de trabalhos de pesguiss,
onde s3o apresentados dados scbre germinagao de esporos. No Bra
sil nada foi feito em relacio & germinagio das espécies  arbd-
reas nativas. O objetivo deste trabalho & ¢ estudo do efeito
de luz e da temperatura na germinacac de esporos de Cyathea del
gadii Sternb.

Os esporos foram coletados de exemplares de Cyathea del
gadit, que crescem naturalmente na mata do Instituto de Bota-
nica de SEc Paulo. A germinacaoc foi realizada em meio de cultu
ra iiqﬁidcr em camara de crescimento com temperatura e luz con
troladas. Foi estudado o efeito de varias temperaturas constan
tes, temperaturas alternadas e periodos curtos de temperatura
baixa ou altz em esporcs mantidos a 25°C. Foram feitos gxperi-
mentos com luz fluorescente branca e com vermelho, vermelho-ex

tremo e azul., A guantidade de lipidices dos esporos fol determi

Aada. TFoi também medido o consumo de oxigenico durante os  pri-

meiros dias de germinagao.



05 esporos sac inteiramente fotobliasticos positives: a
germinacao foi sempre igual a zero sob con&igao de escuro, inde
pendente da temperatura utilizada.

As melhores temperaturas para a germinagac em luz, fo-
ram as de 20 e 25°C e os pares alternantes {15~250C}, (20*250C)
e (30-25°C).

A germinacgdo dos esporos nao foi afetada pelo fotoperio
do, e parece gue a germinacao € menos em altas intensidades lu-
minosas. Periodos curtos de vermelho promovem a germinacac mas,
ssta & acentuada guando periodos curtos de vermelho s20 dados
diariamente. A germinacao causada pelo vermelho & inibida pelo
vermelho-extremo. O vermelho reverte o efeito do vermelhorextre
mo. Cerminacac também ocorre sob luz azul. O vermelho-extremo
reverte o efeito do azul. O azul diminui o efeito do vermelho,
mas nao reverte o efeito.

Pelos dados obtidos, a germinacac poderia ser regulada
pele fitocrome, pois o efeito do vermelho foil revertido pelo
varmelho-extrems mas, deve existir em cutro processo envolvido,
pois, a luz azul induz a germinagdo, embora nao taoc  evidente
quanto o vermelho. Portanto, talvez um outrc pigmento, além do
fitocromo, esteja envolvide na germinagaoc dos espores de Cya-
thea delgadii.

Em relacac ao consumo de oxigénio, h& um aumento do con
sume entre 0 e 1 dia de germinagac que, entdo se estabiliza até
o dia 3. HE um aumento do consumo de Qxigémio, novamente,
entre o 3¢ e 4% dias de germinagac.

Os lipfidios sBo responzaveis pela maior parte do  DESC

08 eSnorCsE 48 JpyaThaed Qe LFadn o
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