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~INTRODUCADO-

A germinacao de uma semente, um esporo ou sistema se
melhante caracteriza-se pelo inicio do crescimento em que
o periodo de latencia de estruturas quiescentes ou dormen-
tes & substituido por um periodo ativo. Nos Ultimos = anos,
uma vasta bibliografia sobre a germinacao de sementes de an-
giospermas, utilizando-se metodos bioquimicos e bioclogia
moiecular, vem se acumulando.

As pteriddfitas representam um grupo qu e produz
esporos potencialmente Uteis para analises fisioldgicas e
biogquimicas da germinacao. Esporos podem germinar direta-
mente em contato com a agua ou solucac simples de sais mi-
nerais, no escuro completo ou em resposta a um determinado
tratamento luminoso ou hormonio de crescimento; as substan
cias orgdnicas necessarias provem do metabolismo das reser
vas do proprio esporo (RAGHAVAN, 1980).

| A primeira mudanca morfologica de um esporo em ger-
minagao & resultado de uma divisao celular assimetrica,ori
ginando o aparecimento de uma estrutura papilada que a se-
guir, se diferencia em rizdoide. A etapa seguinte € o apare
cimento da célula protalial, em angulo com o rizoide. A ce
lula protalial pode funcionar diretamente como a celula

protonemal, ou esta pode ser originada de outra divisao ce



Jular. 0 padrac de diferenciacao dos esporos e simples,mas
bem definido. Atua como um sistema experimental convenien-
te para estudos de desenvolvimento celular, evitando a com
plexidade de sistemas multicelulares como as sementes. 0Os
esporos de diversas especies de pteridofitas respondem  a
determinados comprimentos de onda ou hormﬁnios‘de cresci-
mento. Assim sendo, eles poderiam servir como modelo para
a interpretacao de mecanismos de germinagao de sementes (RA
GHAVAN, 1980).

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

0 envolvimente do fitocromo no controle da germina-
cac de esporos de pteridofitas e complexo e tem sido estu-
dado por diversos pesquiéadores.

De acordo com SUGAI e FURUYA (1967, 1968) pelo me-
nos tres fotorreacoes, duas das gquais sao controladas pelo
fitocromo, estao envolvidas na germinagEO de esporos de
Pteris vittata. A primeira fotorreacao mediada pelo fito-
cromo & a promocao da germinagao que ocorre em resposta a
luz vermelha de baixa energia (400 erg . Cm"2 . seg_] du-
rante 5 sequndos) e que e revertida pelo vermeiho extremo
(7,5 Kerg.cm_z.seg"1 durahte 16 segundos). A outra reagao
mediada pelo fitocromo e a reversao da inibigao causada pe
1a luz azul, apos tratamento com Tuz vermelha e a manuten-
cao dessa inibicao, pelo vermelho-extremo. A germinacac in

duzida pela luz vermelha podé tambem ser inibida pela luz



azul com picos a 380 e 440 nm, para algumas especies. Isto
seria evidencia de que existem fotorreacoes onde um pigmen
to que absorve luz azul participa (SUGAL et al., 1977). Es
se pigmento e chamado de Pa_nuy (blue and near UV - light-
absorbing pigment: pigmento que absorve proximo ao UV e
Tuz azul) e FURUYA (1983) propoe um modelo para explicar a
interacao desse pigmento e do fitocromo. Um fator desconhe
cido X estaria em sua forma inativa no escuro ou apos expo
sicao a luz azul ou vermelho extremo e passéria a forma
ativa na presenca de Fve (fitocromo verme]ﬁo exfremo) in-
duzindo a germinacao.

Tratamentos luminosos nao tem efeito em esporos dor
mentes secos (nac embebidos), mas a fotossensibilidade dos
esporos se desenvolve durante um periodo de embebicao, sob
condicgoes aerobicas. Esse perfodo & chamado de periodo de
pré-inducao (TOWILL e IKUMA, 1975a). A duragao da embebi-
cac que causa a maxima germinacao fotoinduzida varia de eg
pecie para especie, como mostra FURUYA (1983). Esse autor
mostra para 7 diferentes espéecies, periodes de pré-indugao
que variaram de 3 horas a 4 dias. A aplicacdao de ciclohexi
mida 0,1 mM durante a pré-inducao, inibiu a germinagao de
esporos de Onoclea sensibilis, indicando o possivel envol-
yvimento da sintese de proteinas na germinagao dessa espé-
cie (TOWILL e IKUMA, 1975b). A fase posterior a pre-indu—
cao, onde a luz induz a maxima germinacao e chamada de fa-
se de fotoindugao. O per?odo subsequente de escuro,onde 0s
processos de fotoindugdao levam a divisao celular, e even-
tualmente 2 protrusdo visivel das celulas rizoidal e proto
nemal & a fase de pos-inducao (TOWILL e IKUMA, 1975a). A

temperatura influencia as fases de pré-inducao e pos-indu-



cao. CHEN e IKUMA (1979} verificaram que temperaturas de
40°C reduzem o desenvolvimento da fotossensibilidade de es
poros de Onoclea sensibilis a niveis minimos, irreversivel-
mente. A fase de pds-inducao também & sensivel a essa tem-
peratura, havendo inibi¢ao reversivel da germinacao de es-
poros fotoinduzidos que receberam tratamento de 40°C 1logo
apos o tratamento luminosos indutor.

TOMIZAWA et al. (1983) estimaram espectrofotometri-
camente as porcentagens de fve. apos irradiacoes com luz
vermelha a 660 nm e encontraram uma correlagao positiva en
tre a proporcgadco .de Fve e a germinacao de espo
ros de Lygodium Japonicum. Qbservaram tambem que esporos
dessa espécie apresentaram 16 a 34% de Fve apos jrradiacao
com luz azul, mas a germinacao foi totalmente inibida.Isto
sugere que o sistema que absorve luz azul poderia atuar eli
minando um passo especifico do processo de germinacao, po-
rém nao afetando diretamente a fotoconversao do fitocromo.
FURUYA (1985) sugere que em uma amostra de esporos, o fito
cromo sofre as fototransformacoes sincronica e gradualmen-
te, mas que a necessidade de determinado nivel de Fve para
a germinacao, poderia ser diferente para cada esporo.

“Quanto as Qubsténcias de reservas presentes em espo
ros foi verificado que esporos de Anemia phyllitidis CON-
tEm 56% de lipidios e destes 86% sao triglicerideos (GEMM
RICH, 1977). DEMAGGIO e GREENE {1980) observaram que €spgQ
ros de Onoclea sensibilis apresentam cerca de 27% de Tipi-
dios e que a diminuigao dos lipidios durante a germinacao
esta associada a um aumento da atividade de enzimas do ci-
clo do glioxilato, tais como isocitrato Tiase e malato sin

tase. A enzima lipase também & bastante ativa apos trata-



mento com luz vermelha, como observou GEMMRICH (1982} para espo
ros de Anemia phyliitidis.

Experimentos com autoradiografia, onde foram utilizadas ti
midina _3H, urédinaﬂ3ﬁ e Ieucina_gﬁ mostraram que ocorre sintese de
DNA nuclear e citoplasmatico, em esporos de Pteris vittata, poucas ho
ras apos 0 tratamento luminoso. Foram observadas tambem: a hidrolise
de proteinas granulares, a incorporacao de uridina—H nos nucl@o-
los, indicando sintese de RNA e incorporagao de Teucina_sH em novas
proteinas (RAGHAVAN, 1977a).

Mudancas na composicao bioguimica de esporos em germinagao
tem sido estudadas por diversos autores nos ultimos anos. Em esporos
de Adiantum capillus veneris L., MINAMIKANA et al.(1984) observaram
que grande parte das reservas sao }ipfdios,'cujo conteudo diminui
durante a germinacao. Aclicares solUveis ou insollveis tambem sao im
portantes fontes de carbono e energia durante a embebigao e germi
!1&@50; Esses autores detectaram tambem duas proteTnas de reserva que

desaparecem durante a germinacao.

Estudos Realizados no Brasil, sobre a Germinacao

de Esporos de Pteridofitas

No Brasil, os estudos sobre a germinacac de esporos
de pteridofitas saoc recentes e ha poucos trabalhos publica
dos. Dentre estes, tres foram publicados em periodicos e
os demais em anais e resumos de congressos. Ha duas teses
de mestrado sobre a germinacido de esporos de pteridofitas
e uma sobre desenvolvimento de gametofitos em que sao apre
sentados também alguns dados sobre germinacao.

MARCONDES-FERREIRA e FELIPPE (1984) verificaram o

efeito da luz e da temperatura na germinacao de esporos de



Cyathea delgadii. Lsses autores observaram gque esporos re-
cem coletados germinam a 15, 20, 25 e SOOC, mas somente a
20, 25 e 30°C apds 7 meses de armazenamento a 4°C. Determi
naram que o periodo de pre-inducao era de cerca de 48 ho-
ras e o de inducao compreendido entre 1 e 3 horas.

Estudos sobre a germinacao e morfologia de esporos
de Trichipteris corcovadensis foram realizados por ESTEVES
et al. (1985). O0s autores observaram que 0s esporoé sao fo
toblasticos positivos e que a temperatura otima de germina
cao & a de 259C. As mais altas porcentagens de germinacgao
ocorreram em intensidades luminosas de 220 a 320 uw.cm'2 e
a germinacao ocorreu somente com fotoperiodos de 8 horas ou
acima. 0s esporos apresentaram porcentagens constantes de
germinacao ate 135 dias de armazenamento a 4°C e apGs esse
periodo, a germinacgao foi reduzida.

A fotossensibilidade de esporos de pteridofitas dos
cerrados foi estudada por ESTEVES e FELIPPE (1985a).05 au-
tores verificaram que de 9 especies estudadas, quais sejam:
inemia flexuosa, Anemia raddiana, Adianthum serratodenta—
tum, Doryopteris concolor, Polypodiﬁm hirsutissimum, Poly-
podium latipes, Polypodium squamulosum, Polypodium pleopel
tifolium e Polypodium polypodioides, somente as duas ulti-
mas apresentaram baixa germinacdo no escuro e alta na luz.
As outras, germinam somente sob luz continua.

Ha varias citacGes em anais e resumos.

Efeito de temperatura na germinacao de esporos de
Cyathea delgadii foi verificado e constatou-se que a me-
lhor temperatura constante para a germinagao € a de_ZSOC e
os pares alternantes 25-10°¢C, 25-20°C e 25-30°C.0s esporos

germinam em luz continua. Periodos curtos de luz bran



ca, guando os esporos eram mantidos a 25%C no escuro, pro-
moveram a germinacao {MARCONDES-FERREIRA e FELIPPE, 1982e,
b).

ESTEVES e FELIPPE (1982, 1983 a.,b) analisaram o efel
to de temperaturas sob luz continua e escuro, bem como re-
guladores de crescimento na germinacao de esporos de Iri-
chipteéis corcovadensis. A germinacao maxima ocorreu a
25°C e nenhum dos reguladores de crescimento testados pro-
moveu a germinacac. Tratamentos luminosos com luz verme lha,
luz azul, luz verde e verme]ho extremo induziram 2 mesma
taxa de germinacgao.

ESTEVES e FELIPPE (1984 ,1985 b>C) verificaram que
esporos de Polypodium latipes sao fotoblasticos positivos
a 259C e que a maxima germinacdao sob luz constante ocorre
apos 6 dias de embebigéo. Testaram tambem os efeitos do
pH do meio, do aluminio e das temperaturas constantes ou
alternadas (em trés condicoes de alternancia). Verificaram
que a germinacao nao ocorre com os pares de temperaturas
25-40°C e 25-45°¢, Temperatura de 25°C reverte o efeito
inibitorio de 35°C, nas trés condicoes de alternancia uti-
lizadas (8-16h, 12-12h e 16-8h).

FELIPPE et @i, (1985) verificaram o efeito da Tluz
na germinacao de esporos de Cyathea delgadii e de Trichipte-
ris corcovadensis. Ambas sac fotoblasticas positivas a
25°¢.

RANAL (1985, 1986) estudou o efeito de temperéturas
e intensidades luminosas na germinacao de 8 especies
coletadas em mata latifoliada semidecidua. AS espe-
cies estudadas foram Adiantopsis radiata, Polypodium hir-

sutissimen, Polypodium latipes, Polypodium lindbergit, Poly



podiun pleopeltifolium,r Polypodium polypodioides, Polypo-
dium squamulosum e Pteris denticulata. Verificou que para
todas as especies a melhor germinacao ocorreu entre 23,70C
e 25,2°C e gue houve uma diminuicao gradativa na germina-
cao de esporos em intensidades luminosas mais baixas.

RANDI e FELIPPE (1985, 1986) observaram gque trata-
mentos de luz vermelha de 1 minuto de duracao, fornecidos
apos 48 horas de embebicao no escuro, promovem a germina-
¢ao de Cyathea delgadii. Verificaram que a melhor tempera-
tura para a pre-inducao de esporos fotoinduzidos, com 1 mi
nuto de luz vermelha & a de 25°C. As temperaturas de 35,40
e 45°C durante a pré-inducao inibem totalmente a germina-
cao.

RANDI et al. (1986) verificaram que o efeito de tra
tamentos diarios de 1 minuto de luz vermelha, na germina-
¢ao de eéporos de Cyathea delgadii e aditivo. Irradiagao com
5 minutos de vermelho extremo apos o tratamento de 1 minu-
to de luz vermelha reverte seu efeito. A germinagao mafs
alta ocorreu para espdros que receberam 4 horas de Tuz
branca apos o0 periodo de pré-indugao.

ESTEVES (1987) verificou o efeito da luz na germina
cao de esporos de tres especies de pteridofitas do cerrado,
do genero Polypodium, constatando que as tres apresentam
esporos fotoblasticos positivos. 0 estudo de luz e tempera
tura na germinacao de Polypodium latipes foi realizado por
ESTEVES e FELIPPE (1987). Foi verificado que nao houve géx
minacao sob condi¢des de escuro em nenhum regime de tempe-
ratura testado. A germinacdo sO o C 0o r r e u as temperatu
ras constantes de 10, 15, 20, 25 e 30°C. N3o ocorreu germi-

nagcao nos pares alternantes 25-40°C e 25-45%¢.



MARCONDES-FERREIRA (1983) em sua tese de mestrado ve
rificou o efeito de luz e temperatura na germinacao de es-
poros de Cyathea delgadii. 0 autor concluiu gue as melho-
res temperaturas para a germinacao em luz foram as de 20 e
259C e os pares alternantes 15-259¢, 20-25°%C e 30-25%C. A
germinacao nao foi afetada pelo fotoperiodo e parece ser
menor em altas intensidades Juminosas. Observou gque ocor-
reu reversao do efeito de luz vermeiha pelo vermelho exter
no e que a germinacao tambem se deu sob Tuz azul. Verifi-
cou que ja ocorre consumo de oxigenio pelos esporos, no 19
dia de embebicao e que os lipidios livres correspondem a

43,7% do peso dos esporos.

ESTEVES (1984) em sua tese de mestrado estudou a
morfologia e a germinagao de esporos de Trichipteris corco
vadensis. Estudou o efeito de acido indolil -3- acetico,aci
do giberelico, 6-benziladenina e acido 2-cloroetilfosfoni-
co em concentracgoes de 0 a 100 yg.mlw1 e concluiu que es-
sas substancias inibem a germinacao dessa especie que pos-
sui esporos fotoblasticos positivos. A melhor temperatura
para a germinacdc € a de 259¢. Esta ocorreu sob os compri-
mentos de onda vermelho, azul, verde e vermelho extremo
Mais de 50% do peso dos esporos e resultante de lipidios
e o conteudo de proteinas soluveis encontrado foi por vol-

1

ta de 10 ug.ml ' de esporos.

Na tese de mestrado de RANAL {1983} que estudou o de
senvolvimento de gametofitos, ha alguns dados sobre a ger-
minacao de algumas espécies de mata latifoliada subtropi-
cal semidecidua. As especies estudadas foram Polypodiwn Air -~
sutissimum, P. pleopeltifolium, P. polypodioides, P. squa-

mulosum, P, latipes, Adiantopsie radiata, Pteris denticula
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ta e Polypodium lindbergii. As melhores temperaturas para

a germinacao dessas especies foram as compreendidas entre
0 . .~ .

21,7 °C e 25,2°C. Em iluminancias a bait xo de 2.300

lux a porcentagem de germinacao diminuiu sensivelmente.

- OBJETIVOS -

Como pode ser visto sao poucos os trabalhos a res-
peito da fisiologia da germinacao de esporos de pteridofi-
tas realizados no Brasil, apesar da grande diversidade de
espécies existentes em nosso territorio.

Varias especies de pteridofitas tem sido coletadas
em grandes quantidades para ornamentacao ou fabricagao de
xaxim, de uma forma indiscriminada. Nada foi feito ainda
no sentido de se preservar essas especies, nativas em nos-
so pais. £ interessante conhecer como essas especies prolj
feram, prevendo futuros projetos que visem evitar uma pos-
sivel extincao.

E importante salientar tambem que os esporos de pte
ridofitas, por serem sistemas simples representam material
de interesse no estudo da fisiologia da germinagéel Muitos
de seus mecanismos poderao funcionar como modelo para a in
terpretacao de sistemas- mais complexos, como as sementes
de plantas superiores.

Decidiu-se ent3o realizar estudos de aspectos da fo
tomorfogenese de esporos de Cyathea delgadii Sternb,  bem
como sobre aspectos da mobilizacao e sintese de metaboli—
tos durante a germinacao e desenvolvimento inicial do game
tofito. Paralelamente aos estudos bioquimicos, foram reali

zados estudos citoguimicos.



~-MATERIAIS E METODOS-

Cyathea delgadii Sternb & uma samambaia arborea que
ocorre naturalmente nas matas da Reserva Biologica do Par-
que Estadual das Fontes do Ipiranga.

A especie foi identificada pelo Dr. Paulo 6. Win-
disch. 0 material foi coletado por G.M.Felippe, W. Marcon-
des-Ferreira e L.M.Esteves e recebeu numero de coleta
11.065, estando depositado no Herbario da Universidade Es-
tadual de Campinas, sob o numero UEC 210.61.

Em um experimento foram usadas sementes de Gossypium
hirsutum L.(algodao).

O0s esporos foram coletados guando 0s soros se apre-
sentavam fechados e com a coloracao marrom escura. Os fo-
1i0los foram colocados para secar sobre papel de fiitro, em
camaras de crescimento {Biotronette Mark III) ' iluminadas
com lampadas fluorescentes brancas e incandescentes, 0 que
elevou a temperatura até 30°C, facilitando a desidratagao
do material. 0s esporangios abriram e liberaram 0s esporos.
0 material permaneceu por 24 a 72 horas nas camaras, ate a
‘completa secagem dos foliolos.

0s esporos retidos no papel de filtro foram removi-
dos com pincel e separados dos esporangios por filtragem

atraves de folha simples de lenco de papel ou papel de len
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te. Foram entaoc estocados em frascos fechados de vidro e

armazenados a 49¢.

1. METODOS GERAIS

Esporos previamente separados dos esporangios foram

semeados sobre solucao nutritiva de MOHR (1956), modifica-

da por DYER (1979) cuja constituigao & a seguinte:

Mg S0, 7 HyO 510 mg. 77
K NO, 120 mg. 77
Ca(NOg) 4 K0 1440 mg. 77
K Hy PO, 250 mg. 77!

Solugao de Fe S0,.7H,0 e Na EDTA 1 ml
A solucao de ferro € adicionada somente no momento
da rea?izagéo.do ensaio. E preparada com 33,2g de NaEDTA,
3,659 de NaOH e 25g de Fe 504.?H20 para um litro de agua
destilada.
Foram utilizados erlenmeyers de 125 ml, contendo 25
ml da solucac nutritiva. Os erlenmeyers foram vedados com
chumaco de algodao e autoclavados a 120°Cc "por 20 minutos.
A sofugéo foi acrescida entio, de 100 unidades de "nistatina”
por mililitro. Os ensaios foram montados em camara assepti
ca de fluxo laminar. Uma pequena quantidade de esporos foi
retirada do frasco de estocagem, utilizando-se uma espatu-
Ja. Um leve togue na espatula ocasionava a gqueda dos espo-
ros sobre a superficie da solugao nutritiva.
Apos a semeadura, oS erlenmeyers contendo os espo-
ros foram colocados em camaras de germinagac com luz e tem

peraturas controladas. A temperatura usada foi a de 25°¢C,
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com excecao dos experimentos onde se testou o efeito de di
ferentes temperaturas.

Em geral, o controie era sob luz fluorescente bran-
ca cbnstante. Foram utilizadas duas lampadas de 15 W e in-
tensidade de 320 pw.cm"z {MARCONDES-FERREIRA e FELIPPE,1984).
0 espectro @ mostrado por VALID e JOLY (1979) onde se ob-
serva alta transmissao de luz vermelha e pouca de vermelho
extremo. A metodologia bem detalhada e apresentada em RAN-
DI (1980).

Nos ensaios de escuro, os erlenmeyers foram coloca-
dos no interior de dois sacos plasticos pretos fechados com

fita adesiva.

7.1 - Padronizacao da Amostragem para Contagem de

Esporos

Para a contagem de esporos durante a germinagao fo-
ram utilizados dois erlenmeyers por tratamento sendo conta
das tres laminas por erlenmeyer e cem eSporos por - lamina.

As contagens foram feitas uti?izandOvse'microscﬁpio
binocular Zeiss, aumento de 100 vezes e contador manual Ho
pe. Os esporos foram removidos da solucao nutritiva utili-
zando-se o lado superior de uma pipeta Pasteur,colocada em
contato com a superficie da solucao, onde flutuavam. O con
teldo retido na pipeta Pasteur foi soprado sobre uma lami-
na de vidro e recobertoc por laminula. Foram considerados ger
minados os esporos que apresentaram protrusao do rizoide.A
germinacao foi sempre verificada apos sete dias de inicio
do experimento, com excegao dos experimentos onde foram mon

tadas curvas de germinacao, cujas contagens foram feitas du
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rante dez dias consecutivos. No ano de 1985 foram realiza-

das 8 coletas e fizeram-se curvas de germinagao sob Tuz

fluorescente branca constante para cada lote de esporos ob

tidos por coleta.

2. FOTOMORFOGENESE

Nos experimentos sobre fotomorfogenese foram usadas

as seguintes fontes luminosas:

a) Luz fluorescente branca {(descrita em 1);

.b)

Luz vermelha obtida pelo uso de lampada fluores-
cente vermelha, marca Sylvania, de 20 W, com pi-
co a 660 nm (RANDI, 1980);

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

Luz azul obtida pelo uso de lampada fluorescen-
te azul, marca Phillips, de 15 W, com pico a 450
nm (RANDI, 1980) e filtro formado por folha sim-
ples de papel celofane azul, para remover a luz
vermelha, que essa lampada também  transmi-
te;

Vermelho extremo foi obtido utilizando-se lampa-
da incandescente de 40 W e filtro formado p o r
tres folhas de papel celofane azul e dugs folhas
de papel celofane vermelho, com transmissdo maxi

ma a 730 nm (RANDI, 1980).
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O0s espectros de transmissao dos papeis celofane ver
melho e azul sao mostrados na figura 1.

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

A limpada gro-lux (informagbes dadas pela CIA .8ylvania)
apresenta picos de pequena intensidade a 440 nm e 550 nm e um- pico
de grande intensidade (3,0 pw.cmdz) a 660 nm., Os picos que ocCOrrem
nas faixas da luz verde e da luz azul sao eliminados pelo uso do

filtro de papel celofane vermelho (Figura TA).

2.1 - Luz Vermelha na Determinagdo do Periodo de
Pré-Inducdo e Tratamentos Multiplos; Rever

sapo Vermelho~Vermelho Extremo

Para a determinacdo do periodo de pre-indugao, 1luz
vermelha (descrita em b) de 1 minuto de duragao foi aplica
da a esporos que permaneceram por 1, 3,‘6, 12, 18, 20, 22,
24, 36 e 48 horas em embebigao no escuro, a 259C. Apdos ©
tratamento luminoso, 0S esporos retornaram a0 escuro.

Com o uso da mesma fonte de luz vermelha (b) f o i
verificado o efeito de tratamentos"mﬁitip]os de luz verme-
1ha de 1 minuto, apds o periodo de pré-inducio (48h).Amos-
tras de esporos receberam 1, 2, 3, 4 ou 5 tratamentos Tumi
nosos, intercalados por periodos de escuro de 24 horas,con

forme a seqllencia a seguir:



100+

S0 -

80

70

60—

TRANSMITANCIA

50

40

30

Yo

100+
S0+
80~
70+
60—
50+

40~

TRANSMITANCIA

30+

%

20

1O -

FIGURA 1 -16-

i
400 500 600 700 800

N nm

; T : T T
400 500 600 700 800

A nm

FIGURA 1 - Espectro de transmissao dos papeis celofane vermelho e azul
na faixa compreendida entre 400 a 800 nm.

A - Papel vermeiho
N -~ Panal arnl



48k £-y~-120h £

48nh E-Vv-24h E-V-96h E;

48h E-V-24h E-V-24h E-V-72h E;

48h E-V-24h E-V-24n E-V-24h E-48h bt

48h E-V-24h E-V-24h E-V-24h E-V-24h E-V-24h L.

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

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

Os tratamentos luminosos foram realizados apos 0 pe
riodo de pre-inducao. Tratamentes de vermelho extremo de
1 e 5 minutos de durac3o foram fornecidos imediatamente apo0s
o tratamento de luz vermelha {conforme b) de 1 minuto de
duracgao.

Foi determinado o tempo de escape da reversao do
efeito de luz vermelha pelo vermelho -extremo, para trata-
mentos luminosos de curta duracao, fornecidos apos a pré-
inducao. Observou-se o efeito de vermelho extremo de 5 mi-
nutos de duragao, fornecido apos 0, 4, 6 e 8 horas de escy

ro intercaladas ao tratamento de luz vermelha, de 1 minuto

de duracao.

2.2 - Tratamentos Luminosos de Longa

Duracao

Amostras de esporos que permaneceram por 48 horas em
embebicao no escuro, receberam tratamentos luminosos de 1,
2, 4, 6, 8 e 10 horas de duragao, para a fonte luminosa 2a

ou 1, 2, 4, 6 e 8 horas de duracao para as fontes lumino—

sas b e c. Nesses experimentos foram feitos tres tipos de
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controies:

- germinagao em luz constante, utilizando-se fonte
Juminosa usada nos outros tratamentos.de iuz;

- germinacao apos tratamento luminoso de 1 minuto,
utilizando-se a mesma fonte luminosa dos tratamen
tos'1ongcs;

- tratamento de escuro constante.

Foi verificado tambem o efeito de tratamentos lumi-
nosos de 24, 48 ou 120 horas, utilizando-se as fontes Tlumi
nosas a, b e c. Os tratamentos foram realizados apos ¢ pe-
riodo de pré-inducac e os experimentos tiveram como contro

le germinacao em luz constante.
2.3 - Luz Azul

Foi verificado o efeito de tratamentos uUnicos ou
miltiplos de luz azul (d) de 1 minuto de duragao, forneci-
dos apdos o periodo de pre-inducao. Verificou-se tambem  ©
efeito de tratamentos de longa duragzo: 24, 48 e 120 horas.
Os experimentos tiveram como controles:

- germinacao sob luz fluorescente branca constante;

- tratamentb de escuro constante:

- germinagao sob luz azul constante,

Verificou-se tambem o efeito de luz azul fornecida
apos o tratamento de 8 horas de luz vermelha. A luz verme-
lha foi aplicada apos o periodo de pre-inducao. Tambem foi
verificado o efeito da luz vermelha (b) fornecida apos  um
tratamento de 48 horas de luz azul, conforme a seqlencia a

seguir:
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48h £ - 3h V - 112h Aj

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

o=
it

Tuz azuly; V = luz vermelha.

2.4 - Espectro Fotoacustico de Esporos e Paredes de Esporos

0 espectro de absorcao Optica de esporos secos e pa
redes de esporos nao embebidas foi feito utilizando-se do
efeito fotoacustico (CESAR et al., 1984).

Nesse trabalho, foram chamados esporos secos, 0s es
poros nao embebidos, mantidos armazenados a 4%¢. Esporos se
cos intactos ou paredes de esporos foram colocados em um
porta-amostras de 1 cm3 de volume e este levado ao espec-
trometro fotoaclstico, cujo esqguema de funcionamento & mos
trado na figura 2. A Tuz monocromatica incide sobre a
amostra, sendo absorvida. Isto acarreta um aumento de tem-
peratura que causa o aumento da pressao na camara de ar ad
jacente ao porta—amostfas. Esse aumento de pressac € regis
trado pelo microfone acoplado a camara de ar. 0 sinal re-
gistrado pelo microfone e 1evad6 a um amplificador.

Quanto maior fosse a anﬁﬁtude do sinal, maior seria a
absor¢do e menor a transmissdo da Tuz que incidiria sobre a
amostra.

0 sinal fotoacUstico medido S (x) e descrito pela

equacao:
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onde B (n) @ o coeficiente de absor¢ao optica num dado com
primento de onda A , Ik & a condutividade termica do mate
rial, p & sua densidade e € e o calor especifico. Todos
os outros fatores como as propriedades termicas do gas € a
freqliencia de modulacao podem ser agrupadas numa constante
A (ROSENCWAIG, 1980).

Nesse experimento, a freqliencia de modulacao utili-
zada foi de 10 hertz e os comprimentos de onda compreende-
ram a faixa de 270 nm a 770 nm.

Para o preparo das paredes dos esporos, 200 mg de
esporos foram macerados em eter de petroleo, em homogenei-
zador de vidro, ﬁara remogao de lipidios. 0 material foi
centrifugado a 2.000 r.p.m. por 10 minutos. 0 sobrenadante
foi descartado e o resTduo foi novamente macerado com agua
destilada em homogeneizador de vidro. A seguir, o material
foi filtrado a vacuo e lavado em agua destilada ate que a
3gua de lavagem estivesse l1impida. 0 residuo foi seco  em
estufa a 50°C. Foi a seguir lavado com &ter de petroleo,em

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

2.5 - Efeito da Temperatura na Prée-Inducgao

As temperaturas constantes testadas foram: 5,10,15,
20,25,30,35,40 e 45°C. 0Os experimentos foram realizados em
camaras de crescimento Forma Scientific (5 a 3UOC) e estu-
fas FANEM (35 a 45°C).

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

duc3o. A seguir receberam tratamento Unico ou diario de 1



97~

minuto de luz vermelha (fonte de luz vermeiha b). Retorna-
ram ao escuro a 25°C apos os tratamentos luminosos. No ca-
so das amostras que receberam tratamentos luminosos dia-
rios, estes perfizeram um total de 5 tratamentos intercals
dos por periodos de 24 horas de escuro.
Foi observado tambem o efeito de temperaturas cons-
tantes durante o periodo de pos-inducao. Amostras de espo-
ros receberam tratamentos luminosos de 1 minuto de T uz
vermelha, unicos ou diarios, a 25°9C. Retornaram ao escuro,
nas temperaturas de pre-inducao.
Foi estudado tambem o efeito dos seguintes pares de
temperaturas alternadas: 25-5°C, 25-10%, 25-15%¢c, 25-20°C,
25-25°C (controle), 25-30°c, 25-35°C, 25-40°C e 25-45°C,em
ciclos de 8-16h, sendo 8 horas a 25%C e 16 horas na alter-
nante; ciclos de 12-12h, sendo 12 horas a 25°C e 12 na al-
ternante e ciclos de 16-8 horas, sendo 16 horas a 25°c e
8 horas na alternante. 0 ciclo foi sempre iniciado com a
temperatura de 25%¢C.
0s efeitos desses ciclos de temperaturas alternadas
foram estudados para esporos que receberam os seguintes tra
tamento§:
- temperaturas alternadas durante a pre-indugao,tra
tamento de luz vermelha de 1 minuto de duragac e
a seqguir escuro a ZSOC;

- temperaturas alternadas durante a pré-inducao,tra
tamento de luz vermelha de 1 minuto de duragcao e
a seguir escuro no sistema de temperaturas da préw

indugao.
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2.6 - Pré-embebicao em Vapor de Agua

Esporos secos foram embebidos ém vapor de agua du-
rante uma semana, em condicoes normais de luz e temperatu-
ra. Foi utilizada camara umida feita em caixa de germina—
cdo “"Gerbox" totalmente revestida de papel de filtro. Espo
ros em quantia suficiente para serem semeados posteriormen
te, foram colocados em placa de Petri de 4 cm de diametro.
A placa foi colocada no centro da caixa de germinacao e ao
seu redor foi colocado algodao embebido em solucao de Nys-
tatin (100 unidades por ml). A caixa foi envolvida por fil
me transparente de PVC, marca Magipack.

Apos embebicao em vapor de agua, 0S esporos se agre-
garam, formando massa compacta. Para separa-los, fez-se a
filtragem através de folha simples de lengo de papel, com
auxilio de pincel.

A curva de germinacao para esporos embebidos em va-
por de agua foi realizada e comparada a de esporos secos
Foram feitas contagens de germinagao diarias, durante 10
dias consecutivos. A germinacao deu-se sob luz fluorescen-
te branca constante (fonte a a ZSQC).

Em uma serie de experimentos, esporos embebidos em
vapor de agua, receberam tratamento de 1 min.de vermelho (fon-
te c), apos 12, 24, 36, 48, 72 e 96 h or a.s de embebi-
cao em so?ugéo nutritiva, no escuro, a 25°C. Esses experi-
mentos tiveram como controles os mesmos tratamentos forne-
cidos a esporos $ecos.

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

infcio apbs 24 ou 48 horas de embebigao em solucao nutriti
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va, No escuro a 259C. 0s tratamentos luminosos foram inter
calados por periodos de 24 horas de escuro. 0s <coentroles
foram 0 mesmos tratamentos fornecidos a esporos secos.
Esporos embebidos em vapor de agua durante uma sema
na receberam tratamentos de 8 horas de fuz vermelha {fonte
<) apos 24 ou 48 horas de embebicao em solugao nutriﬁkva,
no escuro a 25°C. 0Os controles foram os mesmos tratamentos

fornecidos a esporoes Secos.

3. PRE-EMBEBICAO EM SOLUGAD OSMOTICA DE POLIETILENOGLICOL

Esporos foram pre-embebidos em solucdo osmotica de
polietilenoglicol (PEG) 6.000 durante 1, 2 3 e 4 semanas. 0
tratamento osmotico foi realizado a 159C, sob luz fluores-
cente branca constante. Foi utilizado polietilenoglicol na
concentracao de 288g #or quilograma de agua destilada, que
a 15°¢ apresenta um potencial osmotico ( ¥ s) de -11,0 bars,
de acordo com HEYDECKER & WAINWRIGHT, 1976).0 potencial sg
ria de -10,12 bars para MICHEL (1983).

Foram utilizados erlenmeyers de 125 ml contendo 25
ml] de solucao osmotica.

ApGs a embebigao, esporos foram filtrados a vacuo,
em papel de filtro e lavados em agua destilada para remover resi-
duos de PEG. 0 papel de filtro com eSporos, foi s e C O
em estufa com circulagao de ar, i3 temperatura ambiente por
10 minutes. Os esporos foram removidos do papel e semeados
em erlenmeyers contendo.solugéo nutritiva. Foram feitas cur
vas de germinagao sob luz branca constante, a 250C,para es

poros pre-embebidos em solucao de PEG por 1,2,3 e 4 sema-




nas. Os resultados foram comparados com a curva de esporos
secos. As contagens de germinacao foram feitas durante 7

dias consecutivos.

4. EFEITO DE DCMU

Foi observado o efeito de 3,4~diclorofenildimetilu-
reia (DCMU) na germinacao de esporos sob luz fluorescente
branca constante {fonte aj), a 259C. Foram testadas as con-

3 4 5

centracoes de 10°°M, 10 "M e 10" °M de DCMU. 23,3mg de DCMY

foram adicionados a 100 ml de solugao nutritiva aquecida a

3

60°C para se obter a concentragao de 10 M. Esta foi dilui

da para 107% e 107°M com solugao nutritiva.
Foram utilizados erlenmeyers de 125 ml contendo 25

ml da solucao nutritiva acrescida de DCMU.

5. PESO FRESCO E PESO SECO DE ESPOROS SECOS E APOS
7 £ 14 DIAS DE EMBEBICAO PARA A GERMINACAD

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

valores obtidos subtraidos do peso anterior. Omaterial per
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maneceu em dessecador ate que o peso estabilizasse. Foram
feitas 3 pesagens. A porcentagem de agua presente nos espo

ros foi calculada pela formula:

Peso fresco - Peso seco x 100

Pesog fresco

Para a determinacao do peso fresco e peso seco de
material com 7 e 14 dias de embebicac para a germinagao, 6
amostras de 50 mg de esporos foram semeadas em erienmeyers
de 250 ml contendo 50 ml da solugao nutritiva acrescida de
100 unidades de Nystatin por mililitro. 0Os esporos germina
ram sob luz fluorescente branca constante, a 25°C. 0 mate-
rial foi recuperado em papel de filtro, depois de lavagens
dos erlenmeyers com agua destilada e filtragem a vacuo em fu-
nil de Blchner. Os papeis de filtro que revestiram o funil,
foram pesados em balanca analitica com 5 casas decimais
seus pesos anotados e os papéis numerados. Apcs a filtra-
gem, 0 material secou em estufa com circulacao de ar, a
temperatgra ambiente, durante 10 minutos. Foi feita a pri-
meira pesagem, obtendo-se o peso fresco do material com 7
e 14 dias. Descontou-se do peso obtido, o peso inicial do
papel, considerando-se que todo a agua fora removida do pa
pel ap0s a secagem répida. 0 material entao secou em estu-
fa com circulacao de ar, a 80°C, por 24 a 48 horas. Foi pe
sado e colocado em dessecador ate a estabilizagao dos pe-
sos. Obteve-se o peso -seco do material germinado subtrain-
do-se os valores de peso fresco, dos valores obtidos abés

a desidratacao.
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6. EXTRAGCDES E DOSAGENS

Foram realizadas dosagens de lipidios, clorofila,
proie?nas totais, acucares sollveis totais, acucares redu-
tores e amido para esporos secos e apos 7 e 14 dias de em-
bebicgao ﬁara a germinacao, sob luz fluorescente branca cons-
tante, a 259¢.

Foram usadas pelo menos 3 amostras de 100 mg de es-
poros para cada extracdao. Para a extracao de material com
7 e ]4rdéas de embebic¢ao para germinacao, 50 mg de esporos
foram semeados em erlenmeyers de 250 ml, contendo 50 ml de
solucido nutritiva, acrescida de 100 unidades de Nystatin
por ml. Apos 7 ou 14 dias, o material foi recuperado em pa
pel de filtro, atraveés da filtragem a vacuo em funil de
Blichner. 0s erlenmeyers foram lavados diversas vezes ate a
recuperacao completa dos esporos. O material secou em estu
fa com circulagao de ar, a temperatura ambiente, durante
10 minutos. Foi ent3o removido do papel de filtro com pin-
cel e espatula. TomOUwSe o cuidado de se remover a maior
quantidade possivel de esporos, evitando-se alteracao da
qusntia-semeada inicialmente. Foram agrupados ésporos con-
tidos em dois erlenmeyers, per?azendo~$e um total de 100 mg
(peso inicial).

Esporos foram macerados em homogeneizador de vidro

ou em graal.
6.1 - Extracao e Dosagem de Lipidios

LipTdios livres foram extraidos e dosados gravime-

tricamente, segundo GEMMRICH (1977).
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Amostras de 100 mg de esporos secos foram maceradas
em homogeneizador de vidro de 7 ml de volume,utilizando-se
como solvente 15 ml de hexano (MERCK). 0 extrato foi colo-
cado em tubos de ensaio graduados e o volume completado pa-
ra 15 ml, com hexano. Os tubos foram vedados com f i lm e
transparente de PVC e centrifugados por 10 minutos,a 2.000
r.p.m. O sobrenadante obtido foi colocado em baloes de vi-
dro de 25 ml, com bocal esmerilhado. 0 solvente foi evapo-
rado a vacuo, a 60°9C, em evaporador rotatorio. 0s baloes
utilizados foram previamente lavados de forma a eliminar
qualquer residuo, numerados e pesados em balanca analitica
Sartorius, com 5 casas decimais. Os pesos.foram anotados.
Apos a evaporacao do solvente, os balles foram -colocados
em dessecador sendo feitas pesagens ate que 0s pesos esta-
bilizassem. Subtraiu-se do peso dos balbes contendo lipi-
dios, o peso dos baloes vazios.

Amostras de 100 mg de esporos (peso inicial), apo0s
7 e 14 dias de embebic¢ao péra a germinagao, foram macera-
das inicialmente a seco, em graal. Acrescentou-se pequena
quantia de areia lavada, para facilitar o rompimento das
paredes celulares. 0s ]ipdeos livres foram extraidos e*qQ
sados como descrito para esporos secos, apenas substituin-

do-se 0 homogeneizador de vidro pelo graal.

6.1.1 - Espectro de Transmissao de Luz do

0leo de Esporos

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

leitura e construcao do espectro de transmissao de luz. O
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oleo foi extraido como ja descrito. A leitura da transmis-
sao de luz foi feita em espectrofometro Varian, compreen—
dendo uma faixa entre 400 a 300 nm. Variaram-se 0s compri-
mentos de onda, de 20 em 20 nm. Antes da leitura o oleo
foi filtrado a vacuo.

Foi féito o espectro de transmissao de oleo de se-
mentes de algodao, obtido por metodo semelhante. 0 espec-
tro foi comparado ao do oleo de esporos. 500 sementes de
algodao foram trituradas em liquidificador e extraidas em
500 ml de eter de petroleo, durante 3 dias, a 10%¢. ApSs
esse periodo, © materié? foi filtrado e o solvente conten-
do lipidios, guardado. 0 residuo foi extraido em eter de
petroleo, por refluxo, utilizando-se soxhlets 2 mant a
agquecedora a 40°C, durante 8 horas. 0 extrato obtido foi
acrescentado ao anterior e evaporado a vacuo, a 40°c, ate
o desaparecimento completo do soivente: 0 oleo obtido foi

filtrado e foi feita a leitura em espectrofotometro.

6.1.2 - Analise dos Acidos Graxos por

Cromatografia Gasosa

0 mesmo oleo de eéporos obtido em 6.1.7 foi utiliza
do para a analise de acidos graxos por cromatografia gaso-
sa. 0 oleo foi saponificado e esterificado segundo HARTMAN
e LAGO (1973).

Quatrocentos miligramas (400 mg) de oleo foram pesa
dos e colocados em balao de vidro de 125 ml, com bocal es-
merilhado e base plana é acrescentaram-se 5 ml de solugao
metanolica de hidroxido de potassio (KOH) 0,5 N.Aqueceu-se

a mistura até a ebulicgao, por refluxo, durante 5 minutos.A
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solucao de esterificagao foi obtida acrescentando-se 3 ml
de acido sulfurico (H,50,) concentrado a 2g de cloreto de
amonia (NH,C1) a 60 m1 de metanol. Essa solucao foi aqueci
da até a ebulicado, por refluxo, durante 15 minutos. Quinze
miiilitros da solucao de esterificacao foram  adicionados
ap material saponificado. A solugao final foi aguecida por
refluxeo, em manta aquecedofa, durante 3 minutos. Apos esse
perfodo foi colocada em funil de separagao e lavada duas
vezes com 5 ml de hexano, coletando-se a fase superior. ES
ta foi lavada 4 vezes com 150 ml de dgua destilada,filtra-
da em sulfato de sodio anidro, evaporada a Vacuo e resus—
pendida em 10 ml de hexano.

A separacao dos esteres metilicos foi feita em cro-
matografo a gas, modelo 37-D, Instrumentos Cientificos C.G.
L tda. eauipado com coluna de vidro de 150 cm x 2 mm, con-
tendo dietilenoglicolsuccinato 14% (DEGS) em cromosorb W re
qular 60-80 MESH, a 187°C. Foram injetados 0,8 pl de extra
to para se obterem os cromatogramas.

0s acides graxos foram identificados rcomparando-se
seus tempos de retenc@o, pelo obtido para o padrao acido
olefcc. Calculou-se a area dos triangulos obtidos para ca-
da pico e os valores foram transformados em parcentagem do

total.
6.2 - Extracdo e Dosagem de Clorofila

A extracao e dosagem de clorofila foi feita pelo me
todo de ARNON (1949).
Tres amostras de 50 mg de esporos secos foram mace-

radas em graal com areia, utilizando-se 10 ml de eter die-
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tT1ico como solvente, sob lampada de seguranga verde, com
irradiancia mixima de 0,0 lpW.cn ° (NORONHA et al., 1978).
Os extratos obtidos foram colocados em tubos de ensaio re-
vestidos com papel aluminio e vedados com fiime transparen
te de PVC. A seguir, foram centrifugados durante 10 minu-
tos a 2.000 r.p.m. 0 sobrenadante foi guardado & 0 precipi
tado foi extraido com 10 ml de acetona 80%. 0 material foi
centrifugado novamente por 10 minutos & 2.000 r.p.m. Obti-
veram-se assim duas fracoes: fracao eter dietflico e fra-
cao acetona 80%. Foram feitos os espectros de absorcao de
luz na faixa compreendida entre 400 nm a 700 nm, varian-
do-se os comprimentos de onda de 20 em 20 nm. “

Para a extracao e dosagem de clorofila de material
com 7 e 14 dias de embebigﬁo, 6 amostras de 50 mg de espo-
ros foram semeadas e procedeu-se como descrito em 6. Tres
amostras com 100 mg de esporos (peso inicial), apds 7 dias
de embebicao forém maceradas em graal, com areia, sob lam-
pada de seguranga verde, utilizando-se 10 m1 de acetona 80 %
como solvente. O material foi centrifugado e foram feitas
mais duas extracoes, perfazendo-se um voiume final de 25
ml por amostra. Foram feitas leituras de absorbancia a 645
e 663 nm (ARNON, 1949). Para material com 14 dias de embe-
bigao, procedeu-se como para os anteriores. Foram feitas 3
extragﬁes, obtendo-se um volume total de 45 m1, que f 0 1
diluido para 60 ml, para se obter leitura de absorbancia.

0s cilculos dos conteudos de clorofila foram feitos
pela eguagao:

- : volume do extrato _ .
C = (20,2 X Dgye + 8,02 x Deea) X Too mT % Peso Te - mg clorofila/g te

cido

cido ¢



6.3 - Extracao e Dosagem de Proteinas

Soluveis

As dosagens foram feitas pelo metodo de (BRADFORD 1976).

Tres amostras de 100 mg de esporos (peso inicial)com
0, 7 ou 14 dias de embebic3do para a germinacao foram mace-
radas em graal com areia, utilizando-se 15 ml de gter die-
t71ico para remover lipidios. 0 material foi centrifugado
durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. O sobrenadante foi des-
cartado e o precipitado extraido tres vezes com 5 ml de hi
droxido de sodio (NaOH) 0,1 N. Cada fragao foi precipitada
com igual volume de acido tricloroacetico (TCA) 10%, cen-
trifugada durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. 0 sobrenadante
foi descartado. As proteinas precipitadas foram ressuspen-
didas em NaOH 0,1 N em um volume final de 5 ml para extra-
tos de esporos secos e 10 ml para extratos de material com
7 e 14 diaé de embebig¢@o para a germinagao.

Como reagente foi utilizado o Coomassie Brilliant
Blue G-250 (Sigma). Foram dissolvidos 100 mg em 50 ml de
etanol 95%. A esta soluc@o acrescentaram-se 100 ml de aci-
do ortofosforico 85%. Completou-se para volume final de 1
1itro, com agua destilada.

Dos extratos obtidos retiraram-se aliquotas de 0,1
ml, as quais foram adicionados 5 ml do reagente. Foram fel
tas tres repeticoes para cada amostra. A absorbancia foi lida a 595
nm, apos 2 minutos. Os calculos de proteina foram feitos
a partir dos valores de absorbancia obtidos na reta padrao.
Nesta foram usadas concentracoes de 20 a 100 ug de soroal-

bumina bovina - BSA (Sigma), em um volume de 0,1 ml.
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6.4 - Extracao e Dosagem de Actcares Soluveis Totais,

Acucares Redutores e Amido

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

A seqliencia de extragbes utilizada foi adaptada dos
métodos de SHANNON (1968), BIELESKI e TURNER (1966) e Mc
CREADY et al..(1950).

Amostras de 100 mg de esporos foram macerados ini-
cialmente a seco, em graal, com areia. Os Tipidios foram
extraidos com 10 ml de eter dietilico. 0 material foi cen-
trifugado durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. e o sobrenadan
te descartado. 0 residuo foi a seguir extraido duas vezes
com 10 m1 de MCW (Metanol: Cloroformio; Agua, na proporgao
de 12:5:3 v/v) segundo adaptac3do do metodo ae SHANNON (1968).
Obteve-se volume final de 20 ml para cada amostra. A p 0 s
cenfrifugagéo durante 10 minutos a 2.000 r.p.m., 0s sobre-
nadantes foram colocados em funil de separacao.Os residuos
foram guardados para as outras extracoes. As fracoes MCW,
foram adicionados em funil de separacao, 7,5 ml de agua
destilada e 5,0 ml de cloroformio. Os funis foram agitados
e as fases separadas durante a noite (BIELESKI e TURNER ,
1966). Obtiveram-se duas fases: a superior composta de me-
tanol e agua, contendo agUcares soluveis e a inferior, for
mada pelo cloroformio, contendo lipidios e pigmentos. A fa
se superior, com volume de 20 ml, foi utiiézada para a do-
sagem de acucares so]ﬁveis totais e redutores. A inferior
foi descartada.

0s residuos guardados foram depois extraidos duas

vezes com 10 ml de etanol 10%. Apds cada extracao,as amos-
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tras foram centrifugadas durante 10 minutos a 2.000 r.p.m.
¢ os residuyos guardados para a proxima extragao. 0 extra
to obtido continha polissacarideos soluveis em agua. Esse
metode foi adaptado de SHANNON (1968).

0 amido foi extraido dos residuos utilizando-se aci-
do perclorico a 30%, uma adaptacao do metodo de McCREADY
et al. (1950). Foram feitas duas extragoes com 10 mi de

acido perclorico a 30% (PCA 30%).
6.4.1 - Dosagem de Aclcares Soluveis Totais

Actcares soluveis totais foram dosados das fragoes
MCW e etanol 10%, utilizando-se o reagente de Antrona (Mc
CREADY et al., 1950). Foram dissolvidos 200 mg de antrona
(Sigma) em 100 ml de acido sulfurico (H,50,) 95%. Aliquo-
tas de 1 ml dos extratos foram acrescidas de 2 ml do rea-
gente de antrona. 0Os tubos de ensaio foram agitados e aqﬂg
cidos ate a ebulig¢do, durante 5 minutos. Os calculos de
agucares soluveis totais foram obtidos a partir dos resul-
tados da reta padrao. Nesta foram usadas concentracgoes de
10 a 50 ug de glicose por mililitro. A absorbancia foﬁ 1i~

da a 620 nm.
6.4.2 - Dosagem de Acgucares Redutores

Acucares redutores foram dosados das fracoes MCH e
etanol 10%, utilizando-se o metodo de NELSON’(¥944).

Para o reagente A dissolveram-se ]2,5g-de Na2 CO3
anidro, 12,59 de sal de Rochelle, 10g de NaHCO3 e 100g de

Na,S0, em 500 m] de agua destilada. Para o reagente B dis-
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solveram-se 15g de Cu SO,. 5H,0 em 100 m1 de agua destila-
Qa e adicionaram-se 1 ou 2 gotas de HZSO4 concentrado. 0 reagen-
te de arsenomolibdato foi preparado dissolvendo-se 2bg de
(NHy) g MO,y 4H,0 em 450 m1 de agua destilada e adicionan-
do-se 21 ml de H,50, concentrado. A seguir, foram dissolvi
dos 3g de Na,HAS0,.7H,0 em 25 ml de agua destilada e adi-
cionados a solugao anterior.

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

Aliquotas de 1 ml das fracoes MCW e etanol 10% fo-
ram colocadas em tubos de ensaio e levadas a secar em estuy
fa a 50°C até o desaparecimento total dos solventes e da
agua. A seguir, os residuos foram eluidos em 1,0 ml de agua
destilada. Adicionou-se 1,0 ml da solucao de cobre alcali-
no. Os tubos foram agitados e aquecidos ate a ebulicao du-
rante 20 minutos. 0Os tubos forém esfriados e acrescentou-
se 1 ml da solucdo de arsenomolibdato. Os tubos foram nova
mente agitados e acreséidos de 2 ml de agua destilada. Fo-
ram mais uma vez agitados.

A leitura da absorbancia foi feita a 520 nm. 0s cal
culos de aciicares redutores foram feitos a partir de valo-
res obtidos para a reta padrao onde se utilizaram concen-

tracoes de 10 a 50 ug de glicose por mililitro.
6.4.3 - Dosagem de Amido
A dosagem de amido foi feita nas fragoes PCA 30%. O

amido foi também dosado pelo reagente de antrona. Os calcu

los foram feitos a partir da reta padrao de giicose cujas



concentracoes usadas foram 25, 50, 75 e 100 ug por mililti-
tro de acido perclorico 30%. Todas as diluigoes necessa-
rias foram feitas utiiizando-se tambem acido perclorico 30%.
A leitura da absorbancia foi feita a 620 nm. Os valores en-
contrados nas amostras foram multiplicades pelo fator 0,9
para a conversao a amido segundo McCREADY et al. (1950).Fgo

ram feitas tres repetigoes por amostra.

7. CITOQUIMICA

Esporos secos e apds 4 e 7 dias de embebigao para a
germinacao foram submetidos a dois processos de fixagao:

- fixados em solucdao de paraformaldeido a 4% em tam
pao fosfato 0,2M a pH7,4 e glutaraldeTdo a 5% durante 24
horas, a 5°C (KIERNAN, 1981). A solucao de paraformaldeido
foi preparada do seguinte modo: 20 g de paraformaldeido fo
ram dissolvidos em 250 ml de agua destilada a 65°C. A se-
guir, foram adicionadas algumas gotas de solucac de hidro-
xido de sbodio (NaOH), 1M ate a solucac ficar limpida. ApoOs
esfriar, foram acrescentados 25 ml de glutaraldeido. 0 vo-
lume foi completado para 500 mil, com tampao fosfatc 0,2M a
pH 7,4 (174,75 m1 de solugao 0,2M de Naszo4 e 35,25 ml de
solucao 0,2M de NaHZPG4);' ;

- fixados em etanol absoluto durante 48 horas a 59C
(LISON, 1953).

Materiais com 0,4 e 7 dias de embebigac para a ger-
minacao, fixados em paraformaldeido foram desidratados em
solucoes de etanol de concentracoes crescentes (70 a 100%)

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

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

Apos esse procedimento, o material foi incluido em
parafina e seccionado em microtomo (R.Jung, Hildelberg) em
cortes de 8 um de espessura.

Foi feita tambem a montagem de laminas com material
intacto. Neste caso, gametofitos jovens (obtidos apos 7
dias de germinacao) foram fixados em paraformaldeido, desi
dratados e diafanizados. Apos esse procedimento foram espa

Thados diretamente sobre laminas microscopicas.

7.1 - Metodos Gerais e Citoquimicos para
Determinacoes Qualitativas

- hematoxilina eosina

A hematoxilina atua como corante basico e evidencia
geralmente o conteldo nﬁc]ear ¢ radicais negativos em ge-
ral. A eosina € um corante acido e se liga a radicais posi
tivos presentes,

0 material Toi corédo durante 6 minutos em hematoxi
lina, seguindo-se banho em agua destilada por 12 minutos e
eosina durante 10 minutos. A seguir foi feita uma rapida
desidratacao, diafanizacao em xilol e montagem. em balsamo
do Canada (nD = 1,54). A hematoxilina de Ehrlich fof prepg
rada adicionando-se 0,06% de hematoxilina em volume de al-
cool 96%, 1 volume de glicerina, 1 volume de agua destila-
da e 0,1 volume de acido acetico glacial. A solugao de eo-

sina foi preparada adicionando-se 0,5% de eosina em etanol
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95% (MAIA, 1979;.
- Xylidine ponceau a pH 2,5 [XP)

Foi usada para a detecgao de radicais NH§ totais.

Cortes de material fixado e gametofitos intactos fé
ram corados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se-
guiu-se a lavagem em zcido acético a 2% durante 30 minutos,de
sidratacao, diafanizacao e .posterior montagem em balsamo
de Canada (VIDAL, 1970). A solucao de xyiidine ponceau a
pH 2,5 foi obtida dissolvendo-se xylidine ponceau em acido

acetico a 2%, a uma concentragao final de 0,1%.
- azul de toluidina a pH 4,0 (AT)

0 azul de toluidina foi usado para a deteccao de
grupos anionicos e de metacromasia (aumento do empilhamen-
to das moleculas do corante).

Cortes de material fixado e gametofitos intactos fo
ram corados com azul de toluidina durante 15 minutes a tem
peratura ambiente. Seguiu-se banho rapido em agua destila-
da, secagem ao ar, diafaﬁizagéo em xilol durante 10 minu-
tos e montagem em balsamo do Canada. A soluc¢ao de azul de
toluidina foi preparada, dissolvendo-se azul de toluidina
em tampdo Mc Ilvaine a pH 4,0 (61,5 m1 de acido citrico 0,M
e 38,5 ml de Na, H PO, a 0,2M), a uma concentracao de

0,025%.

7.2 - Digestdes Enzimaticas para a Extracao de Proteinas

Esporos secos ou apos 7 dias de embebicao para a
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germinacao foram fixados em etanol absoluto e a seguir sub
metidos aos seguintes tratamentos enzimaticos:
- Bigestao com pepsina
0 material foi incubado em solucao de pepsina (2
mg.mi_1 em solucdao de HC1 com pH ajustado para 1,6) por 6 ho
ras a 37°C. Apds esse periodo, o material foi lavado em
agua, corado com xylidine ponceau a pH 2,5 e montado em
balsamo do Canada. Como controle, o material foi incubado
apenas em solucao de HCi com pH ajustado para 1,6 (PEARSE,
1961).
- Digestao com tripsina
0 material foi incubado durante 2 horas a 37%¢C em
solucao de tripsina (0,2 mg.m?;lde tripsina, em tampao fos-
fato 0,05M a pH 8,9), corado com xylidine ponceau e monta-
do em balsamo do Canada. Como contrele foi feita a incuba-
cao do material apenas na solugao tampao, que e obtida to-
mando-se um volume de solugao de Na,HPO, 0,05M e adicio-
nando-se solugao de Na PO, 0,05M ate a obtencao de pH
8,9 (PEARSE, 1961). '

8. ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos de germinagado, os valores obtidos
em porcentagem foram transformados em valores angulares (ar-
CO seno VE#). 0s resultados foram apresentados em tabelas
ou figuras e as analises estatisticas foram realizadas apos
a transformacao dos dados (SNEDECOR, 1962).

Nos experimentos de germinacao, sempre que foi pre-

ciso comparar dois ocu mais tratamentos, foi feita a anali-
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se de variancia. Nos experimentos de tratamentos luminosos
de curta duracao, estes foram comparados somente ao coentro
le de escuro. Nos casos em que houve diferencga significati
va entre os tratamentes, foi calculada a DMSS% pelo teste
de Tukey, como apresentado por SNEDECOR (1962).

Nos experimentos de dosagens biogquimicas, os resul-
tados foram obtidos a partir de retas padroes de concentra
cGes conhecidas de substancias a serem dosadas, cujos coefici
entes de correlagao r e regressac linear b, foram calcula-
dos. Foram feitos os calculos dos intervalos de confianca
para 0s valores de dosagens bioquimicas, sendo que. letras
mintsculas diferentes mostram que os valores sao diferen—
tes.

O0s testes e analises estatisticas foram vrealizados
obedecendo-se a SNEDECOR (1962) e as tabelas utilizadas fg

ram as de FISHER e YATES (1971).
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~-RESULTADOS -

1. PADRONIZACAO DA AMOSTRAGEM PARA A CONTAGEM
DE GERMINACAO DE ESPOROS

Um teste preliminar (Tabela 1) foi realizado para
se padronizar a amostragem a ser utilizada nos experimen-
tos de germinacao. Foram comparados tres métodos de conta-
gem de esporos. No método 1 foram usados 3 erlenmeyers por
tratamento sendo contadas 4 laminas por erlenmeyer e 5 cam
pos por lamina. No métﬁdo 2, usaram-se 3 erlenmeyers e fo-
ram contadas 4 laminas por erlenmeyer e 50 esporos por 1a-
mina. No metodo 3 util{zaram—se 2 erlenmeyers, sendo conta
das 3 1aminas por erlenmeyer e 100 esporos por lamina.0 me
todo 3 foi o0 que apresentou o menor valor de coeficiente
de variacao e foi selecionado para ser utilizado no decor-

rer deste trabalho.

2. FOTOMORFOGENESE

- Germinacao sob luz branca

A producao de esporos ocorreu durante 0 ano inteiro.
Para a maioria das coletas (Figura 3, A-H) a germinagao te

ve inicio entre os terceiro e quarto dias de embebic¢aoc.Foi



TABELA 1 - Padronizacao de amostragem para contagem de es-
poros durante a germinacao de Cyavhea delgadii.
Foram utilizados 3 metodos: metods 1 - foram 0b
servadas tres laminas por erlenmeyer,sendo con-
tados cinco campos por lamina; foram usados 3
erlenmeyers por tratamento; metodo Z - foram ob
servadas quatro laminas por erlenmeyer, sendo
contados 50 esporos por lamina; foram usados 3
erienmeyers por tratamento; metodo 3 - foram ob
servadas 3 laminas por erlenmeyer, sendo conta-
dos 100 esporcs por lamina; foram usados 2 er-
lenmeyers por tratamento.
_ Germinacao
Metodo {valor angular) C.Vv.
no 70 dia g
X * ive.
+ ~
1 49,54 - 2,44 16,41
2 47,8 I 4,24 13,95
+ -
3 49,61 - 2,51 4,85
c.v. - coeficiente de variacac
i.c. - intervalo de confianca



FIGURA 3 - Curva de germinagao sob 1uz branca continua, a 259¢ para es-
poros de Cyathea delgadii recem coletados.
Os esporos foram coletados em diferentes meses de um mesmo
ano:
A: janeiro; B: fevereiro; C: marco; D: abril; E: junho;
F: agosto; G: setembro;  H: novembro.
As figuras mostram medias ¥ intervalos de confianca.
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retardada para o sexto dia na coleta realizada em feverei-
ro (B). No setimo dia de embebigao, a germinagao atingiu
valores angulares entre 50 a 70. Geralmente, a partir do
setimo dia, comecou a haver estabilizacao da curvarde ger-
minacao. Para o sétimo dia de embebicao, dia estabelecido
para a contagem de germinagao dos experimentos neste traba
Tho, os limites de confianca variaram entre 1,92 a 6,11 (Fi

gura 3). Os coeficientes de variacao estao entre 3,77 e

9,92% para o setimo dia.
- Determinacao do Periodo de Pré-Inducao

Para a determinacao do periodo de pre-inducao foi
realizado um experimento preliminar (Tabela 2). Constatou-
se que tratamento de luz vermelha de 1 minuto de duracao ,
aplicado a esporos que permaneceram durante 48 horas em em
‘bebicac no escuro, promovia baixa germinacao, entre 5 a 7%,
ou 13,47 e 15,18 em valor angular.

Na Tabela 3, observa-se que $ao necessarias pelo me
nos 24 horas de embebigdo no escuro para Qque 0S eSporos se
tornem sensiveis ao tratamento de 1 minuto de luz vermelha.
No experimento 2, os valores nao foram estatisticamente di
ferentes do controle de escuro (FS% nao foi significativo).
0s efeitos do tratamento 1um%hoso foram maijores quando es-
tes foram aplicados apos 36 e 48 horas de embebicao no es-
curo. Para Cyathea delgadii, o periodo de pre-inducao  parece
ser de no minimo 24 horas.Entretanto,neste trabalho,a maior parte dos

tratamentos luminosos foi aplicada apos 48 horas de embebigao no escuro
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TABELA 2 - Efeito de tratamentos luminosos de curta dura-
cao, na germinacao de esporos de (Cyathea delga-—
dii, apos um periodo de 48 horas de embebicde
no escuro.
Apos os tratamentos, os esporcs retornaram ao
escurg, a 259C. Nao foram considerados os con-
troles em luz continua para calculo de F.
LC - Luz branca constante;
EC - Escuro constante;
LV - Luz vermelha, fonte b.

Germinacao
Tratamento valor angular

Experimentos

] 2

Coleta Junho : junho
armazenamento (dias) 107 112
Controle LC 53,35 57,41
Controle EC 0,0 a 0.0 a

V 1 minuto , 15,18¢ 13,47b

¥V 5 minutos 7,54b -

V 10 minutos 7,65b ' -

DMS ¢ (Tukey) 4,63 2,96
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TABELA 3 - Determinacao do periodo de pre-indugao para es-

poros de Cyathea delgadit.

Variou-se o periodo de embebigao no escuro an-
tes do tratamento de luz vermelha de 1 minuto de
duracao. Apos o tratamento luminoso os esporos
retornaram ao escuro a 259C. Ndo foram conside-
rados os controles em luz continua para calculo
de F.

LC - Luz branca constante;

EC - Escuro constante;

Ly Luz vermelha, fonte b.

1

Tratamento

Germinacao
valer angular

Experimentos

1 2 3 4 5
Coleta junho  janeiro  janeiro marco  abril
armazenamento (dias) 273 77 64 57 43

Controle LC

49,57 46,72 52,37 53,01 59,47

Controle EC 0,0 1,91 0,0 a . 0,95 0.,0a
1ThE - V1 min. 0,0 - - - -
3hE - V1 min. 0,0 - - - -
6hE - V 1 min, 0,0 - - - -
12ZhE - vV 1 min. 0,0 - - - -
18hE - V1 min. - 1,91 - - -
20hE - V1 min. - 3,82 - - -
22hE - ¥V 1 min. - 0,95 . - -
24hE - 1 min. - 5,32 4,67ab  6,14b  8,91b
36hE - V 1 min. - - 9,09 b 13,04c  16,31c
48hE - V1 min. - - 8,95 b 16,28¢c  15,95¢
'9»«.55 (Tukey) - - 5,74 4,19 3,76

%
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e a esse periodo chamou-se de "pericdo de pre-indugao”.

Na Tabela 4 sao apresentados os valores angulares
de germinacao para esporos mantidos sob luz fluorescente
branca constante e para esporos que receberam tratamentos
]Qminosos de 1 minuto de luz vermelha, ap0s o periodo de
pré-inducao. Sao mostrados tambem o més em que 0S €SpoOros
foram coletados e o tempo de armazenamento em dias, a 4%¢,
Observa-se que ha variacao da germinacao sob luz constante,
entre as coletas. 0Os valores de germinagao da coleta de ju
nho de 1985 foram menores que os de outras coletas,com tem
po de armazenamento semelhante. A germinacao foi semelhan-
te de 81 a 167 dias, para a coleta de margo de 1985. A co-
leta de junho de 1984 mostra nitidamente que a germinagao
diminuiu apos 275 dias de armazenamento. Os dados da cole-
ta de abril de 1985 sugerem que a germinacao comece a dimi
nuir ao redor de 176 dias de armazenamento (para essa coleta).
| Quanto aos resultados encontrados para o tratamento
Tuminoso de 1 minuto de duracao, realizado apos a pre-indu
cao, observa-se que 0S esporos sempre responderam a este
- tratamento. 0s mais altos valores de germinacao foram en-
contrados para a coleta de marco de 1985, com 54 e 81 dias
de armazenamento e para a coleta de junho de 1984, com 107
dias de armazenamento. Os menores vaiores de germinacac fo-
ram encontrados para a coleta de junho de 1985 apos 84 e
87 djas de armazenamento. Apos 275 dias de armazenamento ,
houve uma diminuiciao da resposta de germinacao, pelos da-
dos da coleta de junho de 1984 (para essa coleta).

0 efeito de tratamentos multipios de luz vermelha ,
de 1 minuto de durac@o, com inicio ap0s o periodo de pre-

inducao, € mostrado na figura 4. Foi analisado o efeito de
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TABELA 4 - Germinacac sobh luz branca constante e ap0s tra-
tamento de 1 minuto de luz vermelha{fonte b} rea-

lizado depois do perijodo de pre-indugao, para
esporos de Cyathea delgadit.
fonte b.
germinagao - valor angular
Coleta armazenamento
mes (dias) ' LC 48hE - V 1 min,
5
janeiro/1985 64 52,37a 8,95a
marco/1985 54 53.,01b 16,28¢c
" 76 “ 53,07b 9,633
! 81 50,58a 14,01c
B 95 51,83a 12,08a
" 105 49,62a 12,35ba
" 131 51,36a 12,46a
! 132 48,33a 10,13a
" 141 49,81a 11,244
" 145 47.87a 10,41a
" 159 49,18a 10,6 a
! 161 46,15a 10,6 a
" 167 46,623 10,6 a
abril/1985 170 53,04b 10,292
! 171 53,38b 9,22a
" 176 48,76a 12.38a
L 177 , 50,47a | 13,032
" . 186 48,73a 10,232
junho/1985 77 41,06¢ 9,402
" 79 41,43¢ 8,6 a
" 84 42 ,30¢ 6,5%8b
" 87 43,62¢ 6,84b
junho/1984 107 53,35b 15,81¢
" 112 57,41b 13,47a
" 275 47.%5a 8,57a
X ¥ 49,25 ¥ 3,65 10,95 % 2,82
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1, 2, 3, 4 e 5 tratamentos de 1 minuto de luz vermelha.kEs-
ses tiveram inicio apos o periodo de pre-inducac.Foram in-
tercalados por periodos de 24 horas de escuro. 0 efeito do
tratamento unico de 1 minuto de luz vermelha foi significa
tivamente menor do que o efeito de 2, 3, 4 e b minutos de
tfétamento luminoso. Os efeitos de 2 e 3 minutos de luz ver
melha foram estatisticamente igquais. Entretanto, foram di-
- ferentes dos: efeitos de 4 e 5 minutos de luz vermelha, que
foram iguais entre si.

A figura 5 mostra que houve uma correlacao positiva
{(r = 0,93) entre os valores angulares de germinacao e © nu

mero de tratamentos luminosos de curta duracao.
- Reversao Vermelho-Vermelho Extremo

A reversao do efeito do tratamento de luz vermelha, de
curta duracao, pelo vermelho extremo e mestréda na Tabela
5. Tratamento de 1 minuto de vermelho extremo realizado ime
diatamente apos o© tratamento de 1 minuto de luz vermelha ,
causou reversao parcial do efeito da luz vermelha (Experi-
mento 1). Os tratamentos luminosos foram realizados apos o0
perjodo de pre-inducao. 0 experimento 2, mdstra gue trata-
mento de 5 minutos de vermelho extremo realizado imediata-
mente apos o tratamento de 1 minuto de luz vermelha, rever
te seu efeito, totalmente,.

A figura 6 mostra o efeito de tratamentos de verme-
Tho extremo, de 5 minutos de duragdo, fornecidos apds 0,
4, 6 e 8 horas de escuro, intercaladas entre o tratamento
de tuz  V e'rn1e'1fza e de VE. E s s e s tratamentos

foram realizados ap0s ¢ periodo de pre-indugac. Observa-se
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a 259¢C,
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que quando vermelho extremo foi  fornecide imediatamente
ap0s o tratamento de Tuz vermelha, ocorreu reversac, pois

houve uma resposta muito baixa de germinacao, estatistica-

mente menor do que ¢ controle V (1 minuto de luz vermelha).
Apos 4h de escuro entre os tratamentos de Tuz houve peque-
na promocdo de germinacac, en relagao aoc escuro, menor do
que a do controle V. A resposta de germinacao foi crescente,
guanto maior o periodo de escuro entre os tratamentos lumi
nosos. Quando foram intercaladas 8 horas de escuro entre 0s
tratamentos luminosos, nao ocorreu reversao do efeito da Tuz vermelha

pelo vermelho extremo, assim como nac occrreu Com 6 horas.

A figura 7 mostra que ha uma co?relagﬁo positiva e
direta {r = 0,96) entre a germinacaoc de esporos de
Cyathea delgadii e 0 numero crescente de horas de escuro
intercalados entre os tratamentos de luz vermelha e verme-

lho extremo.
- Tratamentos Luminosos de Longa Duracgao

Os experimentos dessa serie tiveram por objetivo ve
rificar quais os tratamentos luminosos capazes de causar a
maior kesposta de germinacac, para esporos pre-induzides por
48 horas no escuro a 259C. Verificou-se o efeito de tres
fontes Tuminosas: lampada fluorescente branca; lampada fluo
rescente vermelha e lampada fluorescente gro-lux associada
a filtro de papel celofane vermelho.

Nesses experimentos foram feitos tres cbﬁtro]es: -
luz constante, onde se usou a fonte Juminosa dos tratamen-
tos de longa duracao; tratamento luminoso de 1 minuto de

duracao, com a mesma fonte Juminosa dos anteriores e escu-
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TABELA 5 - Reversao do efeito da luz vermeiha de 1 minuto
de duracac, pelo vermelho extremo, na germina-
¢ao de esporos de Cyathea delgadii. B
Us experimentos foram realizados a 25°C.Nio fo
ram considerados os controles em Juz continua
para calculo de F.
LC - Luz branca constante;
EC - Escuro constante;
V - Luz vermelha, fonte b;
VE - Vermelho extremo, fonte e.

Germinagao

Tratamento valor angular

Experimentos

1 2
Coleta - marco marco
armazenamento {(dias) 79 98
Controle LC 53,07 51,88
Controle EC 0,0 a 0,%5a
48hE - V T min. 9,63c 12,08b
48ht - V 1 min.,-VE T min. 5,58b -
48hE -~ V 1 min.-VE 5 min. - 0,0 a
DMS {Tukey) 3,55 6,66

5%
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FIGURA 6 - Determinacao do tempo de escape da reversao do efeito da
luz vermelha pelo vermelho extremo. na germinagao de espo-
ros de Cyathea delgadii. B
Tratamento de T minuto de 1uz vermelha foi realizado apos
0 periodo de pre-inducdo. Tratamentos de 5 minutos de ver-
melho extremo foram fornecidos apos 0, 4, 6 e 8 horas de
escuro intercalados aos tratamentos de Tuz.0s experimentos
foram realizados a 250C. :
Fonte b;
Fonte e.
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FIGURA 7
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FIGURA 7 - Correlagao entre horas de escuro intercaladas entre trata-
mentos de Tuz vermelha e vermelho extremo e 2 germinacao
de esporos de Cyathea delgadit. B
Esses tratamentos foram realizados apos a pre-indugao. Os
experimentos foram feitos a 250C.
Fonte b;
Fonte e.
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ro constante.

A figura 8 mostra os resuitados de um experimento
onde 0s esporos receberam tratamentos de 1, 2, 4, 6, 8 e
10 horas de luz fluorescente branca, apos o periodo de pre-
indugao. A seguir, retornaram ao escuro. A germinacao atin-
giﬁ'a estabilidade depois dos esporos receberem 4 horas de
Juz. Entretanto, esses valores de germinacao sao menores
do que os do controle em luz continua.

Na figura 9 estao representados os resu1tados de
tratamentos luminosos de longa duracgao, cuja fonte lumino-
sa foi lampada fluorescente vermelha. 0s esporos receberam
tratamentos luminosos de 1, 2, 4, 6 ¢ 8 horas. Esses foram
realizados apos o periodo de pre-indugao. 0 tratamento de
10 horas foi suprimido, visto que a figura 8 mostra que ¢
tratamento de 4 horas mostrou efeito semelhante aos de 6,
8 e 10 horas. Foram mantidos os de 6 € 8 horas, pois a mudan-
ca de fonte luminosa poderia alterar as respostas biologi-
cas. Nota-se que os valores de germinacao atingem uma esta
bilidade apos tratamento luminoso de 4 horas. Os valores sao
menores do gue o0s de luz vermelha constante.

0 efeito de tratamentos luminosos de longa duragao,
utilizando-se como fonte luminosa a lampada  fluorescente
gro-lux associada a filtro de papel celofane vermelho e
mostrado na figura 10. Os tratamentos luminosos tambem fo-
ram de 1, 2, 4, 6 e 8 horas. Observa-se um aumento gradual
da resposta de germinacao. Somente os tratamentos de 1 mi-
nuto, 1 hora e 2 horas promoveram respostas semelhantes.0s
demais induziram respostas crescentes de germinagao.embo-
ra estas respostas tenham sido menores do que a do contro-

le em luz vermeiha continua.
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" FIGURA 8 - Efeito de tratamentos luminosos de longa duracao, na germi

nacao de esporos de Cyathea delgadit, @ 259?. _
Os tratamentos foram realizados apos a pre-inducao.
Fonte a.
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FIGURA 9 - Efeito de tratamentos luminosos de longa duracao, na germi
nagao de esporos de C(yatheq delgadii, a 250C.
Os tratamentos foram realizados apds a pre~inducao .
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Os tratamentos foram realizados apos a pré-inducao.
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As figuras 11 e 12 apresentam sobreposicao dos resul-
tados das figuras 8, 9 e 10. Observa-se na figura 11 g u e
tratamentos de 1, 2, 4 e 6h de luz vermelha, utilizando-se
lampada fluorescente vermelha, causaram as maiores respos-
tas de promogao de germinacao. 0 tratamento de 1 hora de
luz vermelha foi mais efetivo do que o de 1 hora de 1 u z
branca. Os tratamentos de 2, 4 ¢ 6h de luz vermelha (fonte
b) foram estatisticamente maiores do que os de luz branca
(fonte a) e luz vermelha (fonte ¢). Os tratamentos de 8 ho
ras de luz causaram respostas semelhantes, considerando-se
as tres fontes luminosas testadas.

A figura 12A comparé os tratamentos Tuminosos de 1
minuto de duragao rea?izados com tres diferentes fontes 1u
minosas, apos o periodo de pre-inducao. Nota-se que a maior
promocao de germinacao foi obtida com a lampada gro-lux as
sociada a filtro de papel celofane vermelho (tratamento c).

A figura 12B compara a germinagﬁo sob Euz.contTnua,
para esporos submetidos a tres diferentes tratamentos lumi
nosos. Nio houve diferenca entre os tres tratamentos.

Com o intuito de se obterem explicagoes para o fato
dos tratamentos luminosos de longa duragao nao causarem pro

mogoes iguais as de luz constante, foram feitos experimen-
tos onde se aumentou o periodo de exposicao aos tratamen-
tos Juminosos. Na figura 13 estao os resultados de um expe
rimento onde se verificou o efeito de tratamentos de 24 e
48 horas de luz branca ou vermelha (lampada fluorescente ver
melha) fornecidos apds o periodo de pré-indugaoc. Esses tra
tamentos promoveram a germinagao, mas os valores obtidos

foram menores do que os de luzes branca. L u z  vermeiha



(VALOR ANGULAR)

GERMINAGAO

60

50+

40-]

30-

20+

40-

FIGURA 11

:[ I :\i IDMS 597 Tukey

o. fonte a;
e- fonte b:

\

O-* fonte c.
S ¥ 3 t H b
O i 2 4 153 g8
HORAS DE LUZ APQOS 48 HORAS DE ESCURO
FIGURA 11 - Efeito de tratamentos Tuminosos de longa duragac, na ger-

minacao de esporos de Cyathea delgadii, a 259C. _

0s tratamentos foram realizados apos o periodo de pre-in-
dugao.

Fonte a3

Fonte b;
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FIGURA 12 - Efeito de tratamentos lumingsos de 1 minuto de duracao ¢
de Tuz continua na germinagao de esporos de Cyatned del
gadii, a 259C. B
0s tratamentos de 1 minuto foram realizados apds & pré-
indugao. '
A -~ Tratamento de 1 minuto;
B - Luz continua.
Fonte a;
Fonte b;
Fonte c.
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foi igual aos tratamentos a e d.

No experimento da figura 14 foi utilizada - lampada
gro-lux e filtro formado por papel celofane vermelho. Apos
0o perijodo de pre-inducac, esporos receberam tratamentos de
24, 48 ou 120 horas (5 dias) de luz vermelha. 0 tratamento
dex24 horas nao atingiu o valer obtido para luz constante.
Os tratamentos de 48 horas e 120 horas causaram efeito es-
tatisticamente igual ao do controle sob Tuz continua. Tra-
tamento de 120 horas de luz branca (naoc mostrado), induziu
resposta de 57,23 (valor angular) estatisticamente igual
a de 59,76 do controle sob luz continua.

Em resumo, nessa serie de experimentos observou-se
que o0 tratamento Tuminoso de curta duragao mais eficiente
em promover a germinacao de esporos de (yathea delgadii foi
obtido com o uso de lampada fluorescente gro-lux associada
a filtro de papel celofane vermelho. Tratamentos luminosos
de 4 horas de luz causam estabilizacao da resposta de ger-
minacao, quando se utilizaram lampadas fluorescentes bran-
ca ou vermelha. Com o uso de lampada gro-lux e filtro  de
papel celofane vermelho, as respostas de germinacao tive-
ram um aumento gradual quando o0s tratamentos_Tuminosos au;
mentaram de 1 a 8 horas de duracao. Tratamentos de 8 horas
nao causaram o mesmo efeito da Tuz continua, para as  tres
fontes luminosas utilizadas. Quando os tratamentos foram
aumentados para 24, 48 ou 120 horas de duragcao, a lampada
gro-lux associada a filtro de papel celofane vermelho indu

ziu germinacdo semelhante a de luz. constante.
- Tratamentos com Luz Azul

Na Tabela 6 estao indicados os resu1tadds de experi
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FIGURA 14
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FIGURA 14 - Efeito de tratamentos luminoscs de longa duracao (24, 48
e 120 horas) na germinacao de esporos de Cyathea delgadit,
a 259C.
Os tratamentos foram realizados apds a pre-inducao.
Fonte c. '



TABELA 6 - Efeito de tratamentos de luz azul de i1 minute

de duracao (unicos e diarios) e de

tos longos (24, 48 e 120 horas)
de esporos de Cyathea delgadii,
Os tratamentos foram iniciados

apos ‘a pre-inducao (48h).
Nao foram

retornava-se ag escuro.

tratamen-
na germinagao

imediatamente
Apos os tratamentos,
considera-

dos os valores de luz branca constante no ca]
culo de F que foi feito para os dois experi—

mentos juntos.

LC - Luz branca constante,

EC - Escuro constante;

Azul - Luz azul, fonte d.

fonte a;

Tratamento

Germinacao

valor

angular

Experimentos

1 2
Coleta setembro setembro
armazenamento {dias) 156 170
Controle LC 59,43 63,57
Controle EC 0,0 a 0,0 a
Azul constante - 7,08b 4,22a
Azul 1 minuto unico 0,0 a -
Azul 1 minuto diario(cada 24h) 0.0 a -
Azul 24 horas 7,10b 3,26a
Azul 48rh0ras 4,37a 5,42a
~Azul 120 horas 0,0 a 5,19a
DMS (Tukey) 5,57 5,57

5%
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mentos onde se testou o efeito de tratamento unico ou dia-
rio de luz azul, de 1 minuto de duragao. Os tratamentos fo-
ram realizados apos a pré-inducac. Foi tambem verificado o
efeito de tratamentes longos (24, 48 e 120 horas) de tuz
azul. 0s experimentos tiveram como controle tratamentos de
Juz branca constante, escuro constante e luz azul constan-
te. A luz azul causou uma pequena promocao da germinagao ,
que nem sempre foi significativa estatisticamente. Trata-
mentos de curta duracdo ndo promoveram a germinagao. Luz
azul constante e tratamentos de 24, 48 ou 120 horas de luz
azul induziram a pequénas respostas de germinacac, mas ape
nas com azul constante ou 24h de azul no experimento I a
promocgdo foi significativa. | |

A figura 15 representa resultados de um gexperimento
onde se associaram tratamentos de luz vermelha e luz azul,
ambos de longa duracao. A Tuz azul nao impediu a manifesta
cao do efeito indutor da luz vermelha. No tratamento b, 0os
esporos receberam 48 horas de luz azul, apdos o periodo de
pré-inducio e depois foram expostos a luz vermelha ate o
final do experimento. O valor de germinacao obtido apos es
se tratamentec foi estatisticamehte igual a dé controle sob
Juz vermelha constante {lampada gro-lux e filtro de papel

celofane vermelho).

- Espectro FotoacUstico de Esporos Secos e Paredes

de Esporos

A figura 16 € o espectro fotoacustico de esporos se
cos e paredes de esporos, ambos sem serem embebidos. Esse

espectro foi tracado com o objetivo de se verificar em gue
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FIGURA 15
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FIGURA 15 - Efeito de tratamentos longos de luz vermelha associados a
tratamentos longos de luz azul, na germinacao de esporos
de Cyathea delgadiz, a 250C.

O0s tratamentos foram realizados apos a pre-inducao.
Fonte c¢;
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FIGURA 16 - Espectro fotoacustico de esporos secos e paredes de espo-
ros de Cyathea delgadii.
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comprimento de onda, principalimente na faixa da luz visi-
vel, os esporos absorvem ou transmitem mais ailuz, No es-
pectro fotcacustice, quanto maior for a amplitude do sinal
maior foi a absorcao da luz e consequentemente, menor a
transmissac. Tanto paredes como esporos intactos nao embe-
bidos absorvem mais na faixa do ultravioleta longo, dimi-
nuindo na faixa da luz azul. Nas faixas da luz vermelha e
vermelho extremo, a absorgido € pequena e bortanto, a trans

missao e alta.

- Efeito de Temperatura

Os tratamentos utilizados para induzir germinacao fo
ram os tratamentos Unicos ou diarios de 1 minuto de 1 u z
vermelha. A fonte luminosa usada foi a b: lampada fluores-
cente vermelha. Verificou-se como as diferentes izmperatu-
ras testadas afetam a inducdao da germinacao, causada | por
esses tratamentos ltuminosos.

Inicialmente, foi estudado o efeito de temperaturas
constantes, durante o periodo de pré-inducdo {sempre 48 ho
ras de embebicao no escuro}, sequido de tratamento Unico de
1 minuto de Tuz vermelha (a 25°C), apds o que retornavam
ao escuro a 259C. Os resultados sao apresentados na tabela
7. Cada experimento apresentou trés controles a 25°C: luz fluo -
rescente branca constante; escuro constante e tratamento

de 1 minuto de luz vermelha, apdos o periodo de pre-inducao.
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TABELA 7 - Efeito de temperatura durante o periodo de pre-

inducao, na germinacao de esporos de Cyathec del-

gadii, que receberam tratamento de 1 minuto de
Tuz vermelha apos a pre~-indugac.
Depcis do tratamento, retornaram ao escuro a

550C. Nio foram considerados os valares de Huz
constante nos calculos de F.

LC - Luz branca constante;

EC - Escuro constante;:

LY - Fonte b.

T ratamento

Germinacao
valor angular

Experimentos

1 2 3 4 5

Coleta margo margo junho margo abrii
armazenamento (dias) 84 93 77 83 176
Controle LC 50,58 49,70 43,85 49,81 48,76
Controle EC 0,6 a 0,0 a 0.0 a 0,0 a 0.0 a
T 9C durante
a pre-inducao

5 0,0a - - 0,0 a -

10 ~ - 0,0 a - -

15 - - 0.0 a - -

20 - - - 1,9 a -

25 14,07¢  11,68b 9,4 ¢ 11,24b  12,38b

30 7.48b - 4,91b - -

35 - 0,0 a 0,0 a - -

40 - - - - 0,0 a

45 - - - - 0,0 a

DMS {Tukey) 4,03 1,39 3,71 3,53 2,49
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Pelos resultados apresentados anteriormente (Tabelas 3 e 4),
sempre ocorreu promocao da germinagao quando o tratamento
luminoso foi fornecido a esporos pre-induzidos a 25%C.pela
Tabela 7, observa-se que esporos pre-induzidos a 3OOC,apﬁg
sentaram valores de germinacao menores do gque 0S obtidos
para os pré-induzidos a 25°C. N3o houve inducao de germina
cao para esporos tratados com as temperaturas de 5, 10, 15;
20, 35, 40 e 45°C durante o periodo de pre-inducao.

A Tabela 8 mostra os resultados de experimentos on-
de se variou a temperatura durante o periodo de pre-indu—
cao. Apos esse periodo, 0s esporos receberam tratamentos
diarios de luz vermelha, intercalados por intervalos de 24
horas de escuro, a 25°C. Estes experimentos apresentaram tam
beém trés controles, a 25°C: luz fluorescente branca cons-
tante; escuro constante e tratamentos diarios de 1 minuto de
luz vermelha, cuja primeira aplicacdo foi imediatamente apos
o periodo de pre-inducao. Nota-se que houve um aumento gra
dual da germinacdo, conforme as temperaturas de pre-indu-
cao aumentaram de 5 para 259C. Com a aplicagdo de tratamen -
tos luminosos diarios, observa-sé que os efeitos inibido-
res de 5, 10, 15 e 209C durante a pre-inducaoc foram 'par~
cialmente revertidos, com excecao do efeito dé 30°C, cuja
pequena inibicdo de germinacao foi totalmente revertida. 0
efeito inibidor de temperaturas de 35, 40 e 45°C n3o foi anulado, mes
mo com a aplicacao de tratamentos diarios de luz vermelha. Ha evi-
dencias de que quanto mais baixa foi a temperatura de pre-
indugao, mencr se tornou a fotossensibilidade dos esporos.
Isto porque foram necessarios cinco tratamentos luminosos
de curta duracao, fornecidos a cada 24 horas, para que 03

esporos pré-induzidos a 5 e 10°C apresentassem germina-
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Efeito de temperaturas durante o periodo de pre
inducao, na germinacao de esporos de (yathea del-
gadii, que receberam tratamentos diariosdgﬁ mi -
nuto de luz vermelha, intercalados por pericdos
de 24 horas de escuro.

Degois dos tratamentos, retgrnaram ao escurg a
259C. Nio foram considerados os valores de luz
constante nos calculos de F.

LC - Luz branca constante;

EC - Escuro constante;

LV - Fonte b.

Trata

Germinacao

mento
valor angular

EXxXperimemnmto

1 2 3

Coleta junho marco abrii
armazenamento {dias} 86 175 176
Controle LC £7 .30 49,81 48,76
Controle EC 0,0 a 0,0 a 0,0 a
T °C durante a
pre-inducao

5 - 12,63b -

10 16,01b - -

15 - 20,07c -

20 - 22,40c -

25" 25,82¢ 30,294 31,78b

30 25,02¢ - -

35 0,85a - -

40 - - 0,0 a

45 - - 0,0 a

DMSc,  (Tukey) 4,46 5,46 2,3
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cao semelhante a observada para os controles, a ZEOC gue
receberam apenas um tratamento luminoso (experimento 1,da
Tabela 7). Temperaturas altas (35, 40 e 4505) causaram 1ini-
bicoes irreversiveis da fotossensibilidade.

A Tabela 9 apresenta os resultados de experimentos
onde foi variada a temperatura durante os periodos de pré~
inducao e pos-inducao. Foram feitos os mesmos controles rea-
1izados na Tabela 7. Apos a pre-inducao, 0s esporos recebe
ram tratamento unico de 1 minuto de luz vermelha, a 25°C e
retornaram ao escuro, has temperaturas utilizadas no perio
do de pre-inducao. Todas as temperaturas testadas durante
a pre e pos-inducao, causaram inibicao da germinagao, quan
do comparadas ao controie de 259¢.

A Tabela 10 representa resultados de experimentos
onde se variou a temperatura durante os periodos de pre e
pos-inducao. Apos o periodo de pre-indugao, 0S €sporos pas
saram a receber tratamentos diarios de luz vermelha, de |1
minuto de duracao, intercalados por periodos de escuro de
24 horas, na temperatura de pre-inducao. Observa-se gq u e
temperaturas de 5, 10, 15, 30, 35, 40 e 450C fornecidas du
rante os perTodos de pre e pos-inducao inibem totalmente o
efeito promotor dos tratamentos 1umin0505-di§rios..A tempe
ratura de 20°¢C aplicada durante esses perjodos causa uma
reducao da germinacao, quando se compara a germinagao a

25%¢.
| 0 efeito de alternancia de temperaturas foi verifi-
cado durante a pré-indug3do e durante pré e pos-indugao, pa
ra esporos gue receberam tratamentos unicos de luz verme-

lha de curta duracgao.
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TABELA 9 - Efeito da_temperatura durante os perwodesc@ pre -
ducao e pos-inducao, sobre a germinacao de _espo
ros de Cyathea delgadiiZ,que receberam um Enico
tratamento de 1 minuto de luz vermelha, apos a
pre-inducdo.

Depois do tratamento, retornaram ao escuro, nas
temperaturas de pre-inducao. Nao foram conside-
rados os valores de luz constante nos calculos
de F.

LC - Luz branca constante;

EC Escuro constante;

Ly Fonte b.

Germinacgao

Tratamento
valor angular

Experimento

1 Z 3
Coleta junho abril marco
armazenamento (dias) 78 177 155
Controle LC 41,43 50,47 48,87
Controle EC 0,0 a 0,0 & 0,0 &
T 9C durante
pre-inducao e
pos-inducao
5 - - 0,0 &
10 6,0 a . - -
15 - ‘ - 0,0 a
20 - -7 2,37a
25 8,60b 13,03 10,417b
30 0,0 a - : -
35 0,0 a - -
40 , - 0,0 a -
45 - 0,0 a -
DMS {Tukey) 1,45 1,44 3,0

5%
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£feito de temperaturas durante os periodos de
pre-inducao e pos-inducao, na germinacao de es
poros de Cyathea delgadii gue receberam trata-
mentos diarios de 1 minuto de luz vermetha, in
tercalados por periodos de 24 horas no escuro.
Depois do tratamento, retornaram ao €SCUro,nas
temperaturas de pré-indugao. Nao foram conside
rados os valores de luz constante nos calculos
de F.

LC - Luz fluorescente branca constante;

EC - Escuro constante;

LV -Fante b.
Germinacao
Tratamento valor angular
E xperimento
1 2 3
Coleta junho abril margo
armazenamento (dias) 78 177 155
Controle LC 41,43 50,47 47,87
Controie EC 0,0 a 0.0 a 0,0 a
T %C durante
pre-inducao e
pos-indugao
5 - - 0,0 a
10 0,0 a - -
15 - - 0,0 a
20 - - 11,81b
25 21,960 29,92b 29,06¢c
30 030 a - =
35 0,0 a - -
40 - : 0,0 a -
45 - 0,0 a -
DMS (Tukey) 3.16 2,3 3,77

5%




Na série de experimentos representados nas Tabelas
11, 12 e 13, analisou-se o efeito no periodo de pre-indu-
cao, dos seguintes pares de temperaturas alternadas: 25-5°C,
25-10%¢, 25-15%, 25-20%c, 25-25°C (Controle), 25-30°C,25-
359c, 25-40°C e 25-45°C em ciclos de: 8-16 horas, sendo 8
horas a 25°C e 16 horas na temperatura alternada(tabela 11);
12-12 horas, sendo 12 horas a 25°C e 12 horas na temperaty
ra alternada (tabela 12) e 16-8 horas, sendo 16 horas a
25%C e 8 horas na temperatura alternada (tabela 13). A al-
ternancia sempre foi iniciada a 25°C.

Pelos resultados apresentados na serie de experimen
tos da Tabela 11, observa-se que com excecao do par de tem
peraturas alternadas 25-20°¢C {experimento 4), todos os ou-
tros pares alternantes em ciclos de 8-16 horas, fornecidos
durante a pré-inducdo, inibiram o efeitc do tratamento lu-
minoso.

A Tabela 12 apresenta os résu1tados do efeito de
temperaturas alternadas, em ciclos de 12-12 horas, forneci
das durante ¢ periodo de pré-inducao. Nessa serie de expe-
rimentos, observa-se que 0s pares 25-59¢ (Experimento 1) ,
25-35°C (Experimento 3), 25-40°C (Experimento 4) e 25-45°¢
(Experimento 4) causaram inibicao tQta1 do efeito do trata
mento luminoso, de 1 minuto de duracdo, realizado apos a
prée-inducdo. 0Os pares alternantes 25-10%C e 25-15%C (Expe-
rimento 2) causaram inibigao parcial do efeito da luz ver-
melha. Nao houve diferencga entre os eféitos dos péres 25~
20°C e 25-30°C, em ciclos de 12-12 horas e © controle a
25°cC.

Na Tabela 13 estao representados os resultados dos

efeitos de temperaturas alternadas em ciclos de 16-8 horas,
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- Efeito de alternancia de temperaturas em c1cﬁm
de 8-16 horas durante a preuindugaq{ na germi-
nacao de esporos de Cyathea delgadii,que rece-
beram tratamento de 1 minuto de iuz vermelha ,
apos a pre-indugao.

Depois do tratamento retornaram aop escura o a
250C. 0 periodo de 8 horas foi sempre a 259C
Nio foram considerados os valores de Tuz cons-
tante nos calculos de F.

LC - Luz branca constante;

EC - Escuro constante;

LY - Fonte b.

Ay

T ra t a

Germinacao

mento valor angular

Experimentos 7
1 i 3 4 5

Coleta margo junhe abril abril margo

armazenamento (dias) 154 67 170 190 162

Controle LC 46,15 41,43 53,04 46,25 49,18

Controle EC 0,0 & 0,0 a 0,0 a 0,954 G,0 a

Pares de temperatu-

ras alternadas em

ciclos de 8-16 horas
25% - 5% 0,0 a - - - -
25°% - 10°% - 0,95a. - - -
25%c - 15% - - 2,61a - -
25%c - 20%¢ - - - 8,47b -
25% - 259 10,60b  8,60c 10,295  11,90b 10,60b
25%¢c - 30% - 3,82b - - -
25%¢ - 35°¢ - 0,0 a - - -
25%¢ - 40%C - - - - 0,0 a
25%¢ - 45°C - - - - 0,0 a
DMSS% (Tukey) 1,84 3,21 4,22 4,05 1,84
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TABELA 12 ~ Efeito de alternancia de temperaturas em ciclos

de 12-12 horas, durante a pre-indugaoc, na ger-
minacaoc de esporos de Cyathea delgadiz,que re-
ceberam tratamento de 1 minuto de luz vermelha,
apos a pre-inducao.

Depois do tratamento, retornaram ao escuro, a
250C. Nao foram considerados os valores de luz
constante nos calculos de F.

LC -~ Luz branca constante;

EC - Escuro constante;

LV - Fonte b.

Tratamento

Germinacao
valor angular

Experimento

1 2 3 4
Coleta margo marco margo . marco
armazenamento (dias)
Controle LC 46,15 51,36 49,62 - 49,18

Controle EC

0,0 a 0,0 a 0,95a 0,0 a

Pares de temperaturas

alternadas em ciclos
de 12-12 horas

25°c - 50 0,0 a - - -
25% - 10°%¢ - 7,64b - -
25% - 159 - 7,24b - -
25%c - 20°% - 10,91¢  10,67b -
25°%¢c - 259% 16,60b 12,46c 12,35p  10,60b
25°%¢ - 30% - - 11,36b -
25%c - 35% - - 0,0 a -
25°C - 40%¢ - - - .
25%c - 45% - - - ,0 a
DMS (Tukey) 1,84 3,65 5,46 1,84

5%
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TABELA 13 - Efeito de alternancia de temperaturas em ci-

¢los de 16-8 horas, durante a pre-inducao, na
germinacao de esporos de Cyathea delgadii, Qque
receberam tratamento de 1 minuto de luz verme-
lha, apos a pre-inducdo.

Degois do tratamento, retornaram ac escurg a
259C. 0 periodo de 16 horas foi sempre a 25°C.
Ndo foram considerados os valores de luz cons-
tante nos calculos de F.

LC - Luz branca constante;

EC - Escuro constante;

LY - Fonte b.

Germinacao

Tratamento valor angular
Exnerimenteos
1 2 3 4 5
Coleta margo Junho abril abril margo
armazenamento (dias) 164 84 170 190 162

Controle LC

Controle EC

46,15 42,30 53,04 46,25 49,18

0,0 a 0,0 a 0.0 a 0,95a 3,0 a

Pares de temperatu-

ras alternadas

em

ciclos de 16-8 horas

25%C - 59 0,95a - - - -
25% - 10% - 5,18b - - -
25% - 159% - - 11,47b - -
25°%C - 20% - - - 12,23b -
25°¢ - 25% 10,6b. 6,59 10,29 11,90b  10,60b
25°¢ - 30° - 4,37ab - - -
25%¢ - 359 - 0,0 a - - -
25% - 409 - - - - 0,0 a
25°¢ - 459 - - - - 0,0 a
DHMS (Tukey) 2,71 5,08 3,30 4,70 1,84
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fornecidos durante a preé-inducac. Observa-se gue 0% pares:
25-5°C (Experimento 1), 25-35°C (Experimento 2),  25-40°C
{Experimento 5) e 25-45°¢C (Experimento 5) inibem o efeito
indutor do tratamento de luz vermelha. Nao houve diferenca
entre os efeitos dos pares 25-10°C (Experimento 2),25—]506
(Experimento 3), 25-20°C (Experimento 4), 25-30C (Experi-
mento 2) e o controie a 25°¢C.

Em resumo, quanto menor o tempo de exposicao a tem-
peratura alternante, durante o periodo de pre-inducao, maior
o efeito indutor do tratamento luminoso, para as temperaty
ras alternantes de 10, 15, 20 e 30%¢.

Na serie de experimentos representados nas Tabelas
14, 15 e 16, analisou-se o efeito, nos pér?odes de pre e
pos-inducao, dos pares de temperaturas alternadas: 25-59¢C,
25-10%¢, 25-15%c, 25-20°C, 25-25%C (Controle), 25-30°C, 25-
35%¢, 25-40°C e 25-45°9C. Estes pares foram em ciclos de
8-16 horas, sendo 8 horas a ZSOC e 16 horas na temperatura
alternada (Tabela 14); 12-12 horas, sendo 12 horas a 25°¢C
e 12 horas na temperatura alternada (Tabela 15) e 16-8 ho-
ras, sendo 16 horas a 25°C e 8 horas na temperatura alter-
nada (Tabela 16}. A alternincia sempre se iniciou a 25°¢.

A Tabela 14 apresenta os resultados do efeito de
temperaturas alternadas em ciclos de 8-16 horas, durante
pré e pos-indugao. Todos os pares de temperaturas alterna-
das inibiram o efeito do tratamento de luz vermelha, de 1
minuto de duracao, fornecidos ap0s o periodo de pre-indu—
cao, com excecao do par 25-209C (Experimento 4).

0s efeitos de temperaturas alternadas em ciclos de
12-12 horas durante os periodos de pré e pOds-inducdao estao

indicados na Tabela 15. 0s pares altermantes  25-5°C
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TABELA 14 - Efeito de alternancia de temperaturas em ciclos

de 8-16 horas, durante a pre-inducdo e a pos-
inducao, na germinacao de esporos de Cyathea del—
gadii, que receberam tratamento de 1 minuto de
luz vermelha apos a pre-indugao.

Apos o tratamento, os esporos retornaram ao e€s
curo e foram mantidos no sistema de temperatu=-
ras da pre-indugao. 0 periodo de 8 horas f o i
sempre a 259C. Ndo foram considerados os valo-
res de luz constante nos calculios de F.

LC - Luz branca constante;

EC - Escuro constante;

LY -~ Fonte b.

Germinacao

Tratamento

valor angular

¢

ExXperimentos

1 2 3 4 5
Coleta marc¢o Jjunho abril abril Marc¢o
armazenamento (dias) 154 68 170 190 162

Controle LC

Controle EC

46,15 41,43 53,04 46,25 49,18

0.0 a 0,0 a 0,0 a 0,95a 0,0 a

Pares de temperaturas

alternadas em c¢iclos

de 8-16 horas
25%c - 5% 0,0a - - - -
25% - 10% - 0,0 a - - -
25°¢ - 15°¢ - - 0,958 - -
25°C - 20%C - - - 9,88b -
25°¢ - 25°¢ 10,60b 8,6 b 10,295 11,90b  10,60b
25% - 30% - 0,0 a - - -
25°¢ - 35°C - 0,0 a - - -
25°¢ - 40°¢ - - - - 0,0 a
259¢ - 459¢ - - - - 0,0 a
DMS (Tukey) 1,84 1,45 2,80 3,65 1.84

5%
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25-10%¢, 25-15°%c, 25-30°c, 25-35°C, 25-40°C e 25-45°C, ini
- biram o efeito do tratamento de luz vermelha, de 1 minuto
de duracdo, fornecidos apos o periodo de gré-indugﬁo. 0s
tratamentos 25-20°C e 25-25°C foram estatisticamente seme
Thantes.

Na Tabela 16 estao representados os resultados de
temperaturas alternadas em ciclos de 16-8 horas,. forneci-
das durante os periodos de pre e pos-inducao. Observa-se que
0s #ares 25-5°¢ (Experimento 1), 25-10°¢ (Experimento 2)
25-30°C (Experimento 2), 25-35°C (Experimento 2), 25-40°C
(Experimento 5) e 25-45°¢ (Experimento 5) inibem o efeito
do tratamento Tuminoso de 1 minuto de luz vermetha, forne-
cido apds o periodo de pré-inducdo. Os pares 25-15°C (Expe
rimentoc 3) e 25-20°¢ {(Experimento 4), apresentaram efeito
semelhante ao controie a 25°9C.

Observa-se qué quanto menor o tempo de exposicaoc a
temperatura alternada, na faixa compreendida entre 10 a
20°C, maior a resposta de germinacao. Temperatura baixa(SOC)
e temperaturas aitas (3006 ou'acima), causam inibicoes do
efeito da luz vermelha, que nao podem ser anuladas mesmo

guando se aumenta o periodo alternante a 25°C, num ciclo

de 24 horas.

- Pre-Embebigao em Vapor de Agua durante

uma semana

Esporos foram submetidos a pre-embebicao em vapor

de agua durante uma semana para se verificar se havia ace-
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TABELA 15 - Efeito de alternancia de temperaturas em ci-

clos de 12-12 horas, durante a pre-inducdo e a
pos-indugdo, na germinacao de esporos de Cya-
thea delgadii, que receberam tratamento de ]
minuto de Tuz vermelha apos a pre-indugdo.

Apos o tratamento, os esporos retornaram aoc es
curo e foram mantidos no sistema de temperatu~
ras da pre-indugdo. Nao foram considerados os
valores de luz constante nos calculos de F.

LC - Luz branca constante;

EC - Escuro constante;

LV - Fonte b

Tratamento

Germinacao
Valor angular

[

Experimentos

1 i 3 4 5

Coleta margo junho abril abril marco
armazenamento (dias) 154 68 170 190 162

Controle LC

Controle EC
Pares de temperaturas

46,15 41,43 53,04 46,25 49,18

0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,95a 0,0 a

alternadas em ciclos
de 12-12 horas

25°%c - 5% 0,0 a - - - -
25% - 10% - 0,0 a - - -
259 - 15°¢ - - 3,26a - -
259 - 20% - - - 15,37b -
25%c ~ 25°¢ 10,60b  8,60b 10,290 11,906  10,60b
25% - 30°¢ - 1,91a - - -
25% - 35°¢ - 0,0 a - - -
25% - 40°% - - - - 0,0 a
25% - 45°% - - - - 0,0 a
DMS (Tukey) 1,84 .66 3,7 4,05 1,84




TABELA 16 - Efeito
de 16-8 horas, durante a pre-inducdo e a pos-
inducao, na germinagao de esporos de Cyathea
delgadii, que receberam tratamento de 1 minuto

de luz
Apos o
curo e
ras da
sempre
res de
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de alternancia de temperaturas em ciclos

vermelha apos a pre-inducdo.

tratamento, os esporos retornaram ao es
foram mantidos no sistema. de temperatu-
pre"1ndugao 0 periodo de 16 horas foi
a 25°C. Ndo foram considerados os valo-
Tuz constante nos calculos de F.

LC - Luz branca constante;
EC - Escuro constante,
LY - Fonte b.

Tr atam

entos

Germinagéo
Valor angular

Coleta
armazenamento (dias)

Experimentos

1 2 3 4 5
marco junho abri] abril margo

154 63 170 190 162

Controle LC

Controle EC

Pares de temperaturas

al ternadas em ciclos

46,15 41,43 53,04 46,25 49,18

0,0 a 0,0a 0,0 a 0,95 a 0,0 a

de 16-8 horas

25% - 50 0.0 a - - - -
25°C - 10% - 0,95a - - -
25% - 15% - - 8,34b - -
25% - 20% - - - 9,87b -
25% - 25% 10,60b  8,60b 10,295 11,906 10,60b
25% - 30% - 1,91a - - -
25% - 35%% - 0.0 a - - -
25% - 40% - - - - 0,0 a
259¢ - 45°% - - - - 0,0a

DMS (Tukey) 1,84 3,21 2,45 6,19 1,84

5%
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leracao do processo de germinagac ou Se 0O periodo de pre-
inducao seria alterado.

Na Figura 17 estac representadas as curvas de germi
nacao para esporos secos (nao pre-embebidos em vapor de agua)
e para esporos pre-embebidos em vapor de agua por uma sema
naj Em ambas as curvas, a germinacao teve inicio no tercei
ro dia, mas os valores de germinacao nos dias 3 e 4 foram
estatisticamente maiores para os espofos p re-embebidos emn
vapor de agua. Nos demais dias, os valores de germinagao
foram semelhantes.

A Figura 18 mostra os resultados de um experimento
onde esporos pré-embebidos em vapor de agua receberam tra-
tamentos Tuminosos de 1 minuto de duragao apos 12, 24, 36
e 48 horas de embebicao no escuro. A fonte luminosa utili-
zada foi a lampada gro-lux associada ao filtro de papef ce
lofane vermelho (fonte c¢). Esta e a fonte luminosa que in-
duz maiores taxas de germinagao em tratamentos curtos.Como
controle, os mesmos tratamentos foram feitos em esporos sge
cos. A Figura 18A compara os resultados obtidos para espo-
ros secos com os obtidos para esporos pre-embebidos.Obser-
va-se que ésporos pré-embebidos apresentam valores de ger-
mihagéo maiores que o0s esporos secos, quando os tratamen-
tos luminosos foram aplicados apos 12 e 24 horas de embebi
cao no escuro. Apos 36 horas, as respostas continuam maio-
res para esporos pre-embebjdos igualando~se aos esporos se
cos ap6s 48 horas de embebicdo no escuro. 0 periodo de pre-in-
ducio parece ser reduzido para esporos pré-embebidos. Alem
disso, esporos pre-embebidos parecem alcancar valores ge
germinacao mais altos que esporos secos. A Figura 18B com-

para efeito dos tratamentos luminosocs apenas para esporos
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FIGURA 17
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FIGURA 17 - Efeito da pré~embebicao de esporos em vapor de agua, na
germinacao de Cyathea delgadii, a 259C.
Teste © a 95% foi significativo para os dias 3 e 4




FIGURA 18 - Tratamentos Tuminosos de 1 minuto de duragao, aplicados
apos 12, 24, 36 e 48 horas de embebicao no escuro.

A - Comparagao entre tratamentos Tuminosos aplicados ' a
esporos pre-embebidos em vapor de agua e esporos “se-
cos de Cyathea delgadii.

B - Tratamentos luminosos aplicados a esporos pré-embebi-

dos.
C - Tratamentos Tuminosos aplicados a esporos secos.
LV - Fonte c.

0BS.: No escuro constante nao ocorreu germinacao para espo
ros  secos ou embelidos em vapor de agua.
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FIGURA 18
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pre-embebidos e a Figura 18C apenas para €sporos secos. Pa
ra esporos pré-embebidos, a maior resposta de germinagao
foi obtida apds 24 horas de embebigao no escuro € para €s-
poros secos apos 48 horas {neste caso 1§ua? a 36 horas).

Na Figura 19 estao representados resultados de um
experimento onde esporos pré-embebidos em vapor de agua re
ceberam tratamento luminoso de um minuto de duragao apos
24, 48, 72 e 96 horas de embebicdo no escuro. 0s mesmos tra
tamentos foram realizados para esporos S€COS. A Figura 19A
compara respostas. de esporos pré-embebidos com esporos se-
cos. Confirmando os resultados obtidos na figura 18,0bser-
va-se que as maiores promogOes de germinagac foram obtidas
para esporos pre-embebidos que receberam tratamento. luming
so apos 24 horas de embebicao no escuro e para Esporos se-
cos que receberam tratamentos Tuminosos ap0s 48 horas de
embebicdo no escuro. O0s valores de germinagaoc foram esta-
tisticamente iguais para esporos pré-embebidos e esporos
secos, apos 48 horas de embebicao no escuro. Apbos 72 e - 96
horas de embebicac no escuro, houve reducao da germinacao,
tanto para esporos pré«embebidos.quanto para €sSporos secos.
Entretanto, a diminuicao na resposta de germinacao, foi es
tatfsticamente maior para esporos prée-embebidos. A Figura
198 mostra o efeito dos tratamentos luminosos em esporos
pré-embebidos, mostrando que a resposta de germinagao para
esporos que receberam tratamento luminoso ap0s 24 horas de
embebicao no escuro foi maior do que apos 48, 72 e 96 ho-
ras, sendo que a diminuicao da germinagao foi gradual. A
Figura 19C compara o efeito de tratamentos luminosos para
esporos secos, confirmando o0 que ja havia sido demonstrado

anteriormente, ou seja, que 0 melhor periodo de pre-indu—




FIGURA 19 - Tratamentos luminosos de 1 minuto de duracao, aplicados
apos 24, 48, 72 e 96 horas de embébigao no escuro.

A - Comparagao_entre tratamentos luminosos aplicados a
esporos pre-embebidos em vapor de agua e esporos se-
cos de Cyathea delgadifi. ~

B - Tratamentos Tuminosos aplicados a esporos pre-embebi

dos.
C - Tratamentos luminoses aplicados a esporos secos.
LV - Fonte c.

OBS.: No escuro constante ndo ocorreu germinggao para es=
poros secos ou embebidos em vapor de agua.
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cao, e o de 48 horas de embebigao no escuro.

A Figura 20 representa os resultados de um experi-
mento onde se C o m p ar o u 0 e feito de tra-
tamentos unicos e tratamentos dia-
rios de luz vermelha de 1 minuto de duracao, apos 24 horas
de ‘embebicao no escuro, para esporos $ecos & esporos Apré-
embebidos. Na Figura 20A, comparam-se resultados de espo-
ros pre-embebidos com resultades de esporos secos. A barra
a mostra os resultados do efeito de tratamento unico para
esporos pré-embebidos e para esporos éecos.A germinacao . foi
muito maior para esporos pre-embebidos, confirmando os re-
sultados apresentados nas figuras 18 e 19. Na barra b, es-
t30 os resultados para esporos pre-embebidos e esporos se-
cos, que receberam tratamentos luminosos diarios, interca-
lados por periodos de 24 horas de escuro. Tambem nesse ca-
so, esporos pre-embebidos atingem germinacgao estatistica—
mente maior que_esporoé secos, mas menor que a do controle
sob luz constante. A Figura 20B compara os resultados de
tratamentos unicos (barra a) ou diarios (barra b) para es-
poros secos, verificando-se que tratamentos diarios causam
uma grande promogao da germinac3do, mas que nao atinge 0s
valores de germinacdo sob luz continua. Na Figura 20C en-
contram-se os resultados de tratamentos Tuminosos unicos
(barra a) ou diarios (barra b) para esporos pré-embebidos em
vapor de agua. Observa-se que tratamentos diarios causam
promocao de germinacao. que nao atinge os valores de luz
contTnua,‘como mostra a Figura 20A.

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

de 1 minuto de duracao, apos 24 e 48 horas de pre-indugac, ou




FIGURA 20 - Tratamentos luminosos de 1 minuto de duragao, unicos e
diarios, aplicados apds 24 horas de embebigao no escuro.
A - Comparacao entre tratamentos luminosos para e€sporos
pre-embebidos em vapor de agua e esporos secos  de
Cyathea delgadii.
- Tratamentos ltuminosos aplicados a esporos secos.
Tratamentos luminosos aplicados a esporos pre-embe-
bidos.

LY - Fonte c.

oy
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tratamentos diarios, com inicio apos 48 horas de embebicao
no escuro. A Figura 21A compara os efeitos de tratamentos
luminosos Unices ou diariocos aplicados a esporos secos ou
esporos pre-embebidos. Para esporos secos (barras a,¢), O
tratamento Tuminoso unico & mais eficiente em promover a
germinac3o quando aplicado apos 48 horas de embebigcao  no
escuro, como foi observado nas figuras 18 e 19. Para espo-
ros embebidos (barras b, d) o tratamento Gnico e mais efi-
ciente apos 24 horas de embebicao no escuro. Nesse experi-
mento, o tratamento luminoso aplicado apos 48 horas de em-
bebicao no escuro, a esporos pre-embebidos, causou respos-
ta menor do que a de esporos secos {(barras c, d). 0 efeito
do tratamento luminoso aplicado apos 24 horas de embebicao
no escuro, para esporos prée-embebidos e confirmado nas fi-
guras 18 e 19. As barras e (esporos secos) e f (esporos pre-
embebidos) representam tratamentos Tuminosos diarios, com
inicio ap0s 48 horas de embebigao no escuro. Nesse caso,0b
serva-se gue a major promogcao ocorreu para esporos Secos .
As figuras 21B e 21C, comparam o efeito dos tratamentos 1lu
minosos para esporos secos {21B) e para esporos pre-embebi
dos (21C), tornando mais evidentes os resultados apresenta
dos na figura 21A.

Na Figura 22 est@o os resultados de tratamentos lu-
minosos de longa duracdo (8 horas) fornecidos apos 24 ou
48 horas de embebicaoc no escuro para €sporos secos e espo-
ros pre-embebidos. A Fﬁgura 22A compara os efeitos de tra-
tamentos luminosos aplicados & esporos secos € @sporos pr§—
embebidos. Na barra a, o tratamento foi aplicado apos 24
horas de embebicao no escuro. A maior promogcao da germina-

¢c3o ocorreu para esporos pre-embebidos, sendo que a respos




FIGURA 21 - Tratamentos luminosos de 1 minuto de duragao, unicos,
apiicados ap0ds 24 ou 48 horas de embebicao no escuro;
diarios, aplicados apos 48 horas de embebigao no escu
re. w

A - Comparacao entre tratamentos lTuminosos para espo-

yos pre-embebidos em vapor de agua e esporos ser
cos de Cyathea delgadii.

- Tratamentos luminosos aplicados a esporos secos.

Tratamentos luminosos aplicados a espaoros pre-em-

bebidos.

LV - Forite ¢,

D
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ta de germinagao obtida apss esse tratamento foi estatisti
camente igual a do controle (esporos pré-embebidos sob luz
vermelha constante). Houve promocao da germinacao de espo-
ros secos, mas esta foi menor do que a de esporos embebi-
dos em vapor de agua. Na barra b, o0s tratamentos luminosos
foram aplicados ap0s 48 horas de embebigao no escuro. A
maior promocac da germinacao ainda ocorreu.para esporos pre-
embebidos, mas houve um aumento da resposta de germinagao,
para esporos secos. A Figura 22B mostra o efeito dos trata
mentos luminosos em esporos pré-embebidos. A promocao da
germinacao foi igual a do controle de luz continua quando
os tratamentos foram aplicados apds 24 ou 48 horas de pré-
embebicao. Na Figura 22C estio os resultados dos tratamen-
“tos luminosos fornecidos a esporos secos. A maior promogao
ocorreu quando o tratamento foi aplicado apos 48 horas de
embebigao no escuro, mas a resposta de germinagao nao atin
giu o valor enéontrado para o controle de luz continua.

0s resultados apresentados nas figuras 20, 21 e 22
confirmam as observacoes de que a pré-embebicdao nac so ace
lera o periodo de pré-inducdoc, como tambéem aumenta a  fo-
tossensibilidade dos esporos. Respostas de germinagao semg
Thantes as do controle sob luz continua foram obtidas so-
mente para esporos pré-embebidos que receberam tratamentos
luminosos de 8 horas de duracao, apos 24 ou 48 horas de em
bebicao no escuro. Esporos pré-embebidos que passaram a
receber tratamentos diarios de 1 minuto de 1ﬁzvémmlha apos
48 horas de embebicao no escuro, parecem sofrer uma dimi-
nuicao em sua fotossensibilidade cujo "mgximo" parece ocor

rer apos 24 horas de embebicao no escuro.




FIGURA 22 - Tratamentos luminosos de 8 horas de duragao, aplicados

apos 24 ou 48 horas de embebigao no escuro. '

A - Comparacaoc entre tratamentos luminosos para espo-
ros pre-embebidos em vapor de agua e esporos secos
de Cyathea delgadii.

B - Tratamentos luminosos aplicados a esporos pre-embe
bidos.

C - Tratamentos luminosos aplicados a esporos secos.

LV - Fonte c.
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3. PRE-EMBEBICAO EM SOLUCAO OSMOTICA DE
POLTETILENOGLICOL

A pré-embebicdo em solucac osmotica de polietileno-
glicol (PEG) 6.000, na concentracao de 288g/litro foi rea-
lizada com o objetivo de se verificar se esse tratamento
acelera a germinacao de esporos de Cyathea delgadii.Portan
to, nestes experimentos, as contagens de germinagaoc foram
feitas somente ate o 70 dia, ja que, em geral, a estabili-
zagao ocorre nesse periodo.

A Figura 23 representa as curvas de germinagao para
esporos pre-embebidos por 7, 14, 21 e 28 dias em solucao
de PEG e que a seguir foram transferidos para solugac nu-
tritiva sob luz fluorescente branca constante e temperatura
de 25°C. Esporos pre-embebidos em solugao de PEG, durante
uma semana, apresentaram os maiores valores de germinacao,
do segundo ao quinto dia, em comparagao ad controle {espo-
ros nao pré-embebidos). No sétimo dia, a germinagao foi me
nor do que a do controle e no sexto dia, os valores foram
semelhantes estatisticamente. A medida que se aumentou 0
perjodo de pré-embebicao em solucdo de PEG, houve uma ini-
bicdo da germinagdo, embora nos primeiros dias de embebi-
cdo, a germinagao tenha sido acelerada. Esporos pre-embebi
dos durante 7 e 28 dias em solucao .de PEG, apresentaram os
maiores valores de germinacdo, no segundo dia de contagem.
O0s esporos pre-embebidos por 28 dias apresentaram 0s valo
res de germinagao mais baixos no 79 dia.

A pré-embebicao em solugao de ﬁolieti?enog?icol,per

um periodo de uma semana acelera e sincroniza a germinacgao




FIGURA 23 - Germinagao sob luz fluorescente branca constante, a 25°¢,
para esporos de (yathea delgadii, pre-embebidos em solu
cao osmotica de polietilenoglicel,

PEG 6.000 foi usado na concentracao de 288g/1itro.
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de esporos de Cyathea delgadii, mas causa uma inibigao da
porcentagem final de germinagao. Periodos mais prolon
gados de pre-embebicao em sclucao de polietilenoglicol, em
bora tambem sincronizem o processo, parecem causar danos
aos esporos, visto que causam redugao nas porcentagens fi-
nais de germinacao, aléem de ocorrer grande incidencia de

fungos nesse material.
4. EFEITO DE 3-4 DICLOROFENILDIMETILUREIA

0 DCMU foi usado com o objetivo de verificar se a

fotossintese influencia a germinacao de esporos de (yathea

delgadiz.
A Tabela 17 mostra os resultados de um experimento
onde o efeito de DCMU nas concentragoes 1073w, 10 %m e

EO“SM foi testado sobre a germinagao de esporos de (Cyathea
delgadii. DCMU na concentragao de }O"3M inibiu completamen
te a germinacao de esporos, sob Tuz continua. Concentracao
de 107 *M causou inibicao parcial e nao houve inibicac quan-

SM, sendo que 0Ss game-

do se utilizou a concentracao de 10
tofitos se apresentaram semelhantes aos do controle,ou se-

ja, a celula protonemal apresentiou cloroplastos.

5. PESO SECO E PESO FRESCO

A Tabela 18 mostra . peso fresco e seco. de espo
ros secos (dia zero) de Cyathea delgadii e apos 7 e 14
dias de germinacao. A amostra inicial continha 50 mg de es

“poros. Nao houve alteracao no peso fresco entre os dias zg
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TABELA 17 - Efeito de DCMU, na germinagao de esporos de
Cyathea delgadii sob luz fluorescente bran-
ca constante, a 25°C

Germinacao
VYalor angular

Controle 54,971 ¢
DCMY 10™°M 51,67 ¢
peMu 10” y 18,63 b
peMu 10”3 0,0 a

DMSS% (Tukey) 5,54
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TABELA 18 - Peso fresco e peso seco de esporos secos (dia
zero) de Cyathea delgadii e apos 7 e 14 dias
de germinacgao sob luz fluorescente branca con
tTnua, a 25°C.

Dias de Peso fresco Peso seco
germinacgac mg mg

0 . 50,0 a 47,23 a

7 49,0 a 28,37 b

14 61,96b 30,32 b

DMS ¢ o (Tukey) 5,06 4,03




-102-

ro e sete, mas houve uma grande diminuigao no peso SeCco,
neste periodo. Houve aumento de peso fresco entre o setimo
e o decimo quarto dia, periodo em que grande parte dos es-
poros germinaram e que tem inicio o desenvolvimento do
gametofito. Nao houve diferencga entre os pesos secos de ma

te;ial com 7 dias e com 14 dias.

6. EXTRACOES E DOSAGENS

Foram feitas extracoes e dosagens de lipidios 1i-
vres, clorofila, proteinas soluveis, acucares soluveis to
tais, acucares redutores e amido para esporos secos{dia ze
ro) e apos 7 e 14 dias de embebicao para a germinagao sob

luz fluorescente branca constante, a 259¢.

- Lipidios
A Figura 24 representa o conteldo de lipidios 14~
vres para esporos secos (dia zero) e apos 7 e 14 dias de

germinacao. A ordenada da esquerda representa o0s valores
de dosagens em mg/100 mg de esporos {peso inicial); a da
direita representa a germinacao em valor angular e a abs-
cissa, 0s dias de germinacao. Aproximadamente metade dos
1ipidios livres foi consumida durante os primeiros 7 dias
de germinacao. 0s valores obtidos para os dias 7 e 14 fo-
ram iguais estatisticamente.

A Tabela 19 mostra a relacao entre conteudo de 1ipi
dio e pesos fresco e seco {(Tabela 18) para esporos secos ,

e apos 7 e 14 dias de germinacdo. Observa-se gue o conteu-
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FIGURA 24
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FIGURA 24 - Contelido de Tipidios livres em esporos secos (dia zero)
de Cyathea delgadii e apos 7 e 14 dias de germinacao
sob luz fluorescente branca constante, a 259C.
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TABELA 19 - Relacao entre conteudo de lipidio e pesos
fresco e seco (dados da tabela 18) em es-
poros secos de Cyathea delgadii e apos 7
e 14 dias de germinacao sob luz fluores—
cente branca continua, a 25°C
PF - peso fresco
. PS -~ peso seco
Dias de mg 1ipTdio/mg PF mg TipTdio/mg PS
germinacao P P ‘ :
0 0,43 0,406
7 0,28 0,48
14 0,14 0,30
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do de lipidio diminuiu durante os 14 dias, em relacac ao
peso fresco. Manteve-se constante do dia 0 ao dia 7, em re
lagao ao peso seco € diminuiu no dia 14.

0 espectro de transmissao de Tuz do oleo bruto de
esporos secos, na faixa da luz visivel (400 a 800 nm) foi
feito (Figura 25) e comparado ao espectro de transmissac
do oleo bruto de sementes de algodao (Gossypium hirsutum/
(Figura 26) com o objetivo de se verificar se havia muita
diferenca no padrao de transmissao de oleos diferentes,ex-
traidos por metodos semelhantes. 0 oleo de esporos (Figura
25) absorveu totalmente a luz azul, sendo gue ocorreu aumen-
to de transmissao da luz verde e vermelha, havendo um a
queda a 660 nm e novamente aumentando a 680 nm. As porcen-
tagens de transmitancia foram baixas para luz vermelha (ma-
ximo em torno de 13%) e vermelho extremo (maximo em torno
de 30%), em relacdao as sementes de algodao, cujo oleo bru-
to (Figura 26) tambem absorveu comp?etamente a luz azul e
houve aumento gradativo da transmitancia a medida que 0
comprimento de onda aumentou. As porcentagens maximas de
transmitancia ocorreram para vermelho extremo(ao redor de 72%).

A Figura 27 € o grafico de cromatografia gasosa dos
acidos graxos componentes do oleo de esporos secos de (ya-
thea delgadii, tendo como padrao o tempo de retencao do
dcido oléico. Foram observados 9 picos. Os calculos d a s
porcentagens de cada acido presente no cleo de esporos es-
t3o na Tabela 20. 0 acido oleico {46,87%) &€ o principal
constituinte, seguido do acido palmitico (27,5%),e do aci-
do linoléico (20,71%). Acidos palmitoleico, estearico, li-
nolénico, ficosenoico e beenico ocorrem em pequenas quanti

dades, alem de um acido graxo nao identificado pelo tempo
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FIGURA 25
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FIGURA 25 - Espectro de transmissao de Tuz do oleo de esporos
secos na faixa da Tuz visTvel (400 a 800 nmj.
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FIGURA 26
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FIGURA 26 - Espectro de transmissao de luz do oleo de sementes de
algodio (Gossypiwm hirsutum) na faixa da luz visivel
(400 a 800 nm).




FIGURA 27 - Qromatografia gasosa dos acidos graxos componentes do
oleo de esporos secos de Cyathea delgaditi.

Padrao: tempo de retencao do acido oleica.
As setas indicam picos que sao mostrados na tabela 20.
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TABELA 20 - Composicao de acidos graxos de oleo de es-

poros secos de Cyathea delgadii.

Padrao: tempo de retencao do acido oleico.

Pico Acido graxo % do Total

i Palmitico 16:0 27,5

2 Palmitoleico 16:1 2,2

3 Estearico 18:0 1,3

4 Oleico 18:1 46,87
5 LinoTeico 18:2 20,71
6 Mao jdentificado 0,89
7 Linolenico 18:3 tragos
8 Ficosenoico 20:1 0,22
9 Beénicq 22:0 0,22




-110-

de retengao.

- Clorofila

A Figura 28 representa os espectros de absorcao de
luz® (400 a 700 nm) para a fragao eter (Figura 28A) e fra-
c3o acetona 80% (Figura 28B), extraidas de esporos secos
As figuras indicam que nao ha clorofila nesses esporos,pois
nao foram detectados picos de absorcao na faixa de luz ver
melha.

0 pico de absorcao que ocorreu na fracao eter pode
ser resultante da extracaoc de outros pigmentos, como caro-
tenoides, que sao removidos juntamente caom Tipidios livres.

Na Figura 29 estdo representados os valores de clo-
rofila para esporos secos e apos 7 e 14 dias de germinacao.
A ordenada da esquerda representa os valores de «clorofila
em mg/100 mg de esporos (peso inicial). Apos 7 dias de ger
minagao, o conteudo de clorofila foi de 301 ug/ 100 mg de
esporos e apos 14 dias, foi de 1,65 mg/100 mg de esporos.
Observa-se um grande aumento no conteudo de clorofila, en-
tre os dias 7 e 14, Nessa fase, a maior parte dos esporos
ja germinou e ocorre desenvolvimento dos gametofitos  jo-
vens.

A Tabela 21 mostra que o conteudo de clorofila au-
menta no decorrer da germinacdo tanto em relacao ao peso
fresco como ao peso seco. 0 aumento foi proporcionaimente

maior em relacac aoc pesoc seco.
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FIGURA 28 - Espectros de absorcac de luz de extratos de esporos
secos de Cyathea delgadii.
A - Fragao eter dietilico
B - Fracao acetona 80%
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FIGURA 28
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FIGURA 29 - Contelido de clorofila em esporos secos de Cyathea del-
gadii e apds 7 e 14 dias de germinagao sob luz fluores
cente branca constante, a 259C.
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TABELA 21 - Relacao entre conteudo de clorofila e pesos
fresco e seco (dados da tabela 18} em espo-
ros secos de Cyathea delgadii e apos 7 e
14 dias de germinacao sob luz fluorescente
branca continua, a 25°C.

PF - peso fresco

PS - peso seco

Dias de

germinacao ug clorofila/mg PF ug clorofila/mg PS

14 13,0 27,0




4o

- Proteinas Soluveis

*
9

A Figura 30 representa os valores de proteinas solu
veis para esporos secos € apos 7 e 14 dias. A ordenada da
esquerda mostra o conteudo de proteinas em mg/100 mg de es
po;os (peso inicial). Esporos apresentaram um conteudo de
1,20 mg de proteTnas em 100 mg de esporos. Nc setimo dia,
o conteldo de proteinas sollveis aumentou para 3,07 mg/
100 mg de esporos e no décimo quarto dia para 5,95 mg/100
mg de esporeos. Esses valores foram estatisticamente dife-
rentes.

Observa-se que ocorre sintese de proteTnas durante
a germinacdo de esporos de Cyathea delgadii.

A Tabela 22 mostra a relacao entre o conteudo de
proteina e pesos fresco e seco (ver tabela 18) em esporos
secos e apos 7 e 14 dias de germinagﬁd, Observa-se que 0
contelido de proteina aumentou tanto em relagao a Pp e s O
fresco quanto em relacao ao peso seco. O aumento de pro-
teinas durante a germinac3ao foi proporcionalmente maior em

relacao ao peso seco.

- Aciicares e Polissacarideos Soluveis

0 conteldo de aclicares ® polissacarideos solUveis em es~
poros secos e apos 7 e 14 dias de germinacao e mostrado na Figu-
ra 31. Na ordenada da esquerda estdoc representados os valg
res de aclucares soluveis totais em mg/100 mg de esporos(pe
so inicial). 0 conteludo de agUcares soluveis totais de es-
poros secos foi de 1,84 mg/100 mg de esporos. No setimo

dia, o conteudo encontrade foi de 1,65 mg/100 mg de espo-
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FIGURA 30
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FIGURA 30 - Conteudo de protefnas’solﬁveis, em esporos secos de
Cyathea delgadii e apos 7 e 14 dias de germinagac
sob luz fluorescente branca constante, a 250C.
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TABELA 22 - Relacao entre conteildo de proteina e pesos

fresco e seco (dados da tabela 18) em espo

ros secos de (yathea delgadii e apos 7 e

14 dias de germinacao, sob luz fluorescen-

te branca continua, a 259¢.

PF - peso fresco
PS - peso seco

Dias de ug proteina/ ug proteina
germinagao mg PF mg PS
0 12,0 12,0
7 31,0 54,0
14 48,0 98,0
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ros. 0s valores encontrados nos dias 0 e 7 foram diferen-
tes estatisticamente, indicando que houve redugao no con-
telido de acucares soluveis totais durante a germinacao de
esporos de Cyathea delgadii., No decimo quarto dia, o valor
encontrade foi de 8,0 mg/100 mg de esporos, mostrando que
hotuve aumento no conteldo de aclcares solliveis totais en-

tre ¢ 79 e o 140 dia,

Na Tabela 23 estd a relacao entre conteldo de agucares e po-
lissacarideos soluveis e pesos fresco e seco (Tabela 18), em es-
poros secos e apos /7 e 14 dias de germinagao. 0 conteudo
de acucares e polissacarideos soluveis d imimnui no
d i a 7, em relacao ao peso fresco. Ocorre aumento de
acucares sollGveis totais, durante os 14 dias, em relagao

a0 peso seco.

- Acucares Redutores

A Figura 32 mostra o conteldo de aglcares redutores
presente em esporos sSecos e apos 7 e 14 dias de germinacao.
Na ordenada da esquerda estao os valores de acucares redu-
tores em ug/ 100 mg de esporos (péso inicial). Em gsporoes
secos foram encontradas 162,60 ug de acucares redutores em
100 mg de esporos. Apos 7 dias de germinagao, O valor en-
contrado foi de 24520 ug/100 mg de esporos e apos 14 dias,
634,20 yg/ 100 mg de esporos. Os tres valores sao diferentes
estatisticamente, indicando que houve um aumento no contel
do de aclicares redutores nesse periodo.

A Tabela 24 mostra a relacac entre o conteldo de
acucares redutores e os pesos fresco e seco {Tabela 18),em

esporos secos e apos 7 e 14 dias de germinacao. Observa-se
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FIGURA 31

10+
(15
2 -90
¢t
O [
5-) 7 _80 o

[

o %
U, . —
£ 70 >
o
e 7 60 &
:‘3 5 0 z
3 =
\3 >
o - a0 =
o 2
< 7] 30 i‘z}
S =
g - - 20 =
I . =
- b Eg
E ] {0

0- i 1 -0

0 7 14

DIAS DE GERMINACAO

® - acucares e polissacarideos sollveis
O - germinacao

U T ' 1i laveis  (fracdo -
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FIGURA MCW e fracao etanol 10%), em esporos Secos de Cyathea del
gadii e apos 7 e 14 dias de germinagao sob tuz fluorescen

te branca constante, a 250C.

Fracio MCW - acucares sollveis_ o
Fracg;'é'ﬁ etanol 10% - polissacarideos soluvels
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TABELA 23 - Relacdo entre contedo de aclcares e polissacaridess
solUveis e pesos fresco e seco{dados da tabe
Ta 18), em esporos secos de Cyathea delgadii e
apos 7 e 14 dias de germinacao sob luz fluo
rescente branca continua, a 25°C.
PF - peso fresco
PS - peso seco
Dias de Aug acucares soluveis/ Mg acucares sollveis/
germinagao mg PF mg PS
0 18 19
7 16 28
14 64 | 130
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FIGURA 32

$000+
3
) § . -90

wi o
o <
E 5

o)
o
e 2
~ <t

o
S &
L |
2 b
r Pest
g
a Y
g b
© zZ
58 d
& =
u
. ®

0"‘ T ] "‘0
0 7 14

DIAS DE GERMINAGAO

@ - acucares redutores

O - germina¢ao

FIGURA 32 - Contelido de aclcares redutores (fracdao MCW e fracao
etanol 10%) em esporos secos de Cyathea delgadii €
apos 7 e 14 dias de germinagao sob luz fluorescente
branca constante, a 250C.
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TABELA 24 - Relacao entre contelido de acucares redutores

e pesos fresco e seco (dados da tabela 18), em
esporos secos de Cyathea delgadii e apos 7 e
14 dias de germinagao sob Tuz fluorescente
branca continua, a 25°C.

PF - peso fresco

PS - peso seco

Dias de Mg agucares reduto- Mg agucares reduto-
germinagao res / mg PF res / mg PS
Q 1.6 1,0
7 2,4 4,0
14 5,2 10,0
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que o contelido de aglUcares redutores aumentou, tanto em reg
lacao ao peso fresco, como em relacac ao peso seco. 0s va-
lores foram pronorcionalmente maiores em relacao ao peso

seco.

- Amido

0 conteido de amido para esporos secos e apos 7 e
14 dias de germinacaoc & mostrado na Figura 33. Na ordenada
da esquerda estao representados os valores de amido em mg/
100 mg de esporos (peso inicial). Em esporos secos foram
encontrados 421 ug de amido em 100 mg de esporos. Apo0s 7
. dias de germinacdo o conteudo encontrado foi de 567,80 ug e
no decimo quarto dia, foi de 5113,80 ug em 100 mg/esporos .

Os tres valores sao estatisticamente diferentes, indicando

haver um aumento no conteldo de amido durante esse periodo.

A Tabela 25 mostra a relacdo entre o conteudo de
amido e os pesos fresco e seco {Tabela 18) em esporos se-
cos e apos 7 e 14 dias -de germinagao. Observa-se que o copn
teldo de amido aumentou durante esse periodo, tanto em re-
lagao ao peso seco como ao peso fresco.

Em resumo, 0 peso seco sofre uma redugao de 1,66 ve
zes entre os dias O e 7. Embora os conteudos relativos de
lipidio se mantenham constantes nos-dias 0 e 7, consideran
do-se os valores de peso seco, os conteudos absolutes real
mente diminuem no sétimo dia, visto que o peso seco sofre

uma reducdo. Com relagdo aos acucares sollveis totais, ha

um. aumento de seu contelido, em relacao ao peso Seco, no
dia 7. Em termos absolutos, ha uma pequena redugao dos acl

cares sollveis no sétimo dia, considerando-se a redugao do
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FIGURA 33 - Conteudo de amido em esporos secos de Cyathea delgadii
e apos 7 e 14 dias de germinacao sob luz fluorescente

branca constante, a 250C.
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Relagao entre conteldo de amido e pesos fresco

TABELA 25 ~
e seco (dados da tabela 18), em esporos Secos
de Cyathea delgadii e apos 7 e 14 dias de ger-
minacao sob luz fluorescente branca continua,a
25°%¢.
- PF - peso fresco
PS - peso seco
Dias de_ ug amido / mg PF A Mg amido/ mg PS
germinagao
0 4,0 4,0
7 5,0 930
14

41,0 - 84,0
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peso seco. Quanto as proteinas, agucares redutores e ami-

do, estes aumentam durante o periodo estudado.

7. ASPECTOS CITOQUIMICOS

Aspectos citoquimicos de esporos secos e apos 4 e
7 dias de embebicao para a germinagao, foram estudados com
o objetivo de se detectar possiveis diferengas no padrao
citoplasmatico, no conteudo de radicais cationicos totais
e radicais anionicos.

A coloracdo pela hematoxilina eosina foi usada para
se evidenciar o contetdo nuclear e radicais negativos (co-
raveis pela hematoxilina) e radicais positivos ( coraveis pe
la eosina).

Cortes corados pela hematoxilina-eosina (HE) s a o
mostrados na Figura 34. Esporos corados por esse metodo
apresentam os nucleos evidenciados pela hematoxilina. 0 ci
toplasma mostrou-se globular e foi corado pela eosina, in-
dicando a presenca de estruturas contendo radicais cationi
cos. No material germinado (com 7 dias); as caracteristi—
cas observadas para a célula protonemal se assemelharam as
do esporo seco. Os rizoides apresentaram suas paredes cora
das pela hematoxilina, indicando a presenga de radicais anio
nicos. O conteUdo citoplasmatico foi corado pela eosina (Fi
gura 35}.

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

Esporos secos (dia 0) apresentaram seus nucleos evi



FIGURA 34 - Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados pela
hematoxilina-eosina.
Podem ser notadas as exinas evidenciadas pela hematoxili
na e citoplasma globular corado pela eosina. -
Aumento: 2.680 X

FIGURA 35 - Cortes de gametofitos de Cyathea delgadiz, com 7 dias de
embebicao, corados pela hematoxilina-eosina. _
Nota-se o citoplasma globular corado peia eosina e o nu-
cleo da celula protonemal (seta) e as paredes corados pe
la hematoxilina.
Aumento: 1.850 X
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denciados em azul e um conteldo citoplasmatico pouco cora-
do. A exina apresentou-se levemente ortocromatica (Figura
36). A ortocromasia ocorre devido a baixa disponibilidade e
o0 grande distanciamento entre os radicais anionices (gru-
pos fosfato, carboxila e sulfato). Ocorre pouca associagao
do corante devido 3 escassez desses radicais. No decorrer
da germinagae (Figura 37) ocorreu um aumento na metacroma-
sia do contelido citoplasmatico das celulas protonemais e
rizoidais. A ortocromasia apresentada pela-exina foi sali-
entada. A metacromasia ocorre quando ha maior disponibili-
dade e maior proximidade dos grupos anionicos, permitindo
um maior empilhamento das moleculas do corante, Na Figura
38, nota-se a forma de trilete da cicatriz e a metacroma-
sia ao nivel das paredes celulares, tambem em material com
7 dias de embebicao.

Na Figura 39, observa-se que gametofitos intactos (7
dias), tambem foram intensamente corados, sa?ientanao a me
tacromasia das celulas rizoidais.

Na Figura 40, observa-se que as moleculas formado-
ras da exina exibem birrefringencia, quando observados em
luz polarizada com analisador e polarizador cruzados. Um
corpo birrefringente & o que apresenta duas diregoes de
propagacao de luz, com um indice de refracao para cada uma
delas. Notam-se granulos de amido no interior do esporo e menor birre-
fringencia na regiao da cicatriz.

Nas figuras 41, 42 e 43 sao mostrados cortes (O e
7 dias de embebicao) de esporos e gametofitos intactos (7
dias de embebicao) corados pelo xylidine ponceau a pH 2,5
para radicais cationicos totais.

Xylidine ponceau & um corante acido cujas moleculas



FIGURA 36 - Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados pelo

azul de toluidina a pH 4,0. _
Observam-se os nucleos corados em azul (seta), conteudo

citoplasmatico pouco evidenciado e fraca coloracao da

exina.
Aumento: 1.850 X

FIGURA 37 - Cortes de gametofitos de Cyathea delgadii, com 7 dias de
embebicao corados pelo azul de toluidina a pH 4.0.
Percebe-se um aumento da ortocromasia na exina e metacrg
masia nas celulas protonemais e riZoidais.
Aumento: 1.850 X
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FIGURA 38 - Cortes de gametofitos de Cyathea delgadii, com 7 dias de
embebicao, corados pelo azul de toluidina a pH 4,0.
Observa-se a cicatriz em forma de trilete e metacromasia.

Aumento: 2.960 X

FIGURA 39 - Gametofito intacto de Cyathea delgadii, com 7 dias de em
- bebicao, corados pelo azul de toluidina a pH 4,0.
Observa-se conteudo granular no interior do rizoide e
metacromasia de sua parede.
Aumento: 925 X
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FIGURA 40 - Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados pelo
azul de toluidina a pH 4,0, observados em microscopio de

polarizacdo com analisador e polarizador cruzados.
Nota-se birreFringencia ao nivel das exinas e a presenca
de granulos de amido (seta).

Aumento: 1.850 X
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FIGURA 40
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possuem o agrupamento —503' tivre, 1igando-se aos radicais
amino das proteinas, que se encontram protonados no pH uti-
1izado para a coloragao.

Esporos secos quando corados com xylidine ponceau
revelaram a presenca de material em forma de globulos em
seu interior (Figura 41). Foi observada uma gradativa per-
da do padrio globular no material corado, nas celulas pro-
tonemais, durante a germinagao. Nos rizoides, observa-se
a presenca de material corado pelo xylidine ponceau, para
gametofitos com 7 dias (Figura 42).

Durante a germinacao, houve. um aumento na intensida
de de coloragcao do material evidenciado por esse corante
Pode ainda ser observado um deslocamento desse material,em
direcao Elcicatriz e rizoide, o que foi salientado quando
observados 0s gametofitos intactos, com 7 dias de embebi-
cao (Figura 43).

As Figuras 44 e 45 mostram esporos Secos e apos /
dias de embebigao, tratades pela pepsina ou tripsina, am-
bas enzimas ﬁroteo1?ticas. O0s controles utilizados para os
tratamentos enzimaticos apos coloragao pelo xylidine pon-
ceau revelaram um padrao de proteinas semelhante ao obtido
pelo material corado por esse método, sem gualquer trata-
mento enzimatico previo (Figuras 41 e 42).

Esporos e gametofitos jovens tratados pela pepsina
ou tripsina tiveram seu contetdo de proteinas removido. O
padrao de remocao diferiu entre esporos secos (Figura 44)e
germinados (Figura 45). As extracoes foram mais eficientes
para o material germinado. Aparentemente, o0s tratamentos
com pepsina ou tripsina tiveram o mesmo efeito.

Esporos secos apresentam suas proteinas contidas em
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corpos protéicos globulares altamente agregadas. Essa agre
gacao pode dificultar a acao das enzimas. Gametofitos Jo-
vens apresentam as proteinas desagregadas. Nao se verifica
presenca de corpos proteicos nesse material, o que deve fa

cilitar a agao das enzimas proteoliticas.




FIGURA 41 -

FIGURA 42 -

Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados pelo
xylidine-ponceau a pH 2,5.

Nota-se a presenca de material globular corado no  inte-
rior dos esporos. As exinas nao se coram pelo xylidine-
ponceau.

Aumento: 1.850 X

Cortes de gametofitos de Cyathea delgadii, com 7 dias de
embebigao, corados pelo xylidine-ponceau a pH 2,5.
Observam-se perda do padrao giobular das proteinas pre-
sentes na célula protonemal e reacdao positiva ao corante,
nas ce€lulas rizoidais.

Aumento: 1.850 X
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FIGURA 43 - Gametofitos intactos de C(yathea delgadii, com 7 dias de
embebicao, corados pelo xylidine-ponceau a pH 2,5.
Observa-se a presenca de material fortemente coradc  na
regiao da cicatriz e no interior dos rizoides.
Aumento: 740 X
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FIGURA 44 -

FIGURA 45 -

Cortes de esporos secos de (yathex delgadii submetidos &
digestao pela pepsina e posteriomente corados pelo xyli=-
dine-ponceau a pH 2,5.

Nota-se a remocao de grande parte do material evidenciado
pelo corante.

Aumento: 2.680 X

Cortes de gametofitos de Cyathea delgadii, com 7 dias de
embebicao, submetidos a digestao pela tripsina e a seguir
corados pelo xylidine-ponceau a pi 2,5.

Nota-se a remogac total do material evidenciado pelo co-
rante.

Aumento; 2.680 X
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8. CONCLUSOES DOS RESULTADOS OBTIDOS

a) 0 periodo de pre-inducao para esporos de Cyathea

delgadii compreende um minimo de 24 horas de embebigao.

b) Esporos sempre respondem ao tratamento de 1 minu
to de luz vermelha, quando este & fornecido apos um perio-
do de 48 horas de embebicao no escuro,independentemente da

coleta e do periodo de armazenamento a 4%¢,

¢) Tratamentos lTuminosos diarios de 1 minuto de du-
racao promovem altas taxas de germinacao, porem menores do

que a germinacao sob luz constante.

d) 0 tempo de escape da reversao do efeito de trata
mento curto de luz vermelha por tratamento curto de verme-

lho extremo € de 8 horas.

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

sar inibicoes irreversiveis da fotossensibilidade.

f) Quanto menor o tempo de exposicac a temperatura
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alternante (10, 15, 20 e 309C) durante o periodo de pre-in
ducao, maior o e feito indutor d o tra-

tamento luminoso.

g) Tratamentos de 4 horas de luz vermelha ou branca,
apos o periodo de pré-inducao, causam as majores respostas
de germinacao, que, no entanto, nao atingem as taxas dos
controles em luz constante, Tratamentos de 48 ou 120 horas
de luz, utilizando-se lampada gro-lux induziram respostas

semelhantes aos controles em luz continua.
h) Luz azul causa uma pequena inducao da germinacao.

i) A pre-embebic3do em vapor de agua reduz o periodo
de pre-inducao e aumenta a fotossensibilidade dos esporos

aos tratamentos Tuminosos de curta duracao.

j) A pre-embebic3o em solugao de polietilenoglicol,
por uma semana, acelera e sincroniza a germinacao de espo-

ros mas reduz a taxa final de germinacgao.

1) Lipidios livres diminuem durante os primeiros: se
te dias de germinacao; aclicares soluveis totais tambem di-

minuem e aumentam proteinas, clorofila, aciucares redutores

e amido, durante esse periodo,

m) O peso fresco dos esporos se mantem constante nos
primeiros sete dias de embebicao e o0 peso seco diminui.Nao

ha alteracao do peso seco entre os dias 7 e 14.
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n) Estudos citoguimicos mostraram gue o conteudo ci
toplasmatico e granuiar, para esporos secos e que o nucleo
& ovalado. Estas observacoes foram feitas apos coloracgao
com hematoxilina eosina.

A coloracac com azul de toluidina mostra que espo-
ros secos apresentam a exina ortocromatica, ¢ mesmo ocor-
rendo para o citoplasma. Os nlcleos se coraram em azul. Dy
rante a germina¢do houve aumento da metacromasia das pare-
des celulares e do conteldo citoplasmatico, apos essa colo
ragao.

Pela coloragao com xylidine-ponceau, observa-se que
as proteinas sao globulares em esporos secos e que tornam-
se difusas e em maior quantidade apos a germinacao. A di-
gestdo enzimatica pela pepsina ou tripsina confirmou que o
material corado pelo xylidine-ponceau e de natureza pro-

teica.



-DISCUSSADO -

A Cyathea delgadii Sternb. & uma especie de pterido
fita arborea gue cresce em uma grande variedade de :condi-
coes ecologicas atraves de sua ampla faixa de distribuigao
fitogeografica. Ocorre na America do Sul e no Brasil se
concentra na Mata Atlantica, principalmente nos Estados de
Santa Catarina, Parana, Sao Paulo e Rio de Janeiro (TRYON,
1986} .

Nesté trabalho, foi mostrado que a germinagao de es
pbros de Cyathea delgadii teve inicio entre os terceiro e
quarto dias, confirmando os dados de MARCONDES-FERREIRA({1983) .
A partir do 79 dia, a curva de germinacao atingiu a estabi
lidade. Ja, MARCONDES-FERREIRA (i983),'observou gue a cur-
va de germinacgao atingia'a estabilizagao a partir do 129
dia, para esporos da mesma especie. Essa diferenca na esta
bilizacao das curvas de germinacao pode ser explicada pelo
fato de que as respostas de esporos sao bastante variadas.
A variacao ocorre nao somente entre especies, mas entre
amostras de esporos de uma mesma populacao (SUGAI et al.,
1977). Possivelmente, MARCONDES-FERREIRA (1983) deve ter
trabalhado com umé amostra cuja germinacao era um pouco
mais lenta.

A germinacdo de esporos fotossensiveis pode ser di-
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vidida em tres fases seqglienciais: fase de pre-indugao, no
escuro, na qual os esporos embebem agua e tornam-se sensi-
veis a radiacao; uma fase de indugao, onde a luz pode indu
zir a maxima germinagdao e a fase de pos-indugao, onde 0s
fotoprodutos desencadeiam 0s processos que irao terminar
em protusao de rizoide ou da celula protonemal (TOWILL e
IKUMA, 1975a).

Em um experimento preliminar foi constatado gque os
esporos de Cyathea delgadii respondem com uma baixa
germinacao @ um tratamento de luz vermelha, de 1 minuto de
duracao. Esse tratamento foi realizado apos 48 horas de em
bebicao no escuro. Segundo resultados de MARCONDES-FERREIRA
e FELIPPE (1984) esse seria o periodo de pre-indugcao para
esporos de Cyathea delgadii. Esses autores trabalharam com
periodos Tongos de radiacao. Procurou-se entao confirmar
esses dados utilizando-se o tratamento indutor de curta du
racao: 1 minuto de luz vermelha. Essé tratamento foi fixa-
do e foi variado o tempo de embebicao no escuro. Foi cons-
tatado que sao necessarias pelo menos 24 horas de embebi-
¢30 no escuro para que 0S esporos se tornem sensiveis a es
se tratamento Tuminoso. Portanto, para esporos de Cyathea
-delgadii, o periodo de pre-indugao parece ser de no minimo
24 horas de embebigao n o e s curo. A germinagao foi
méior apos 48 horas de embebi¢3ao no escuro. Neste trabalho,
foi sempre utilizado como periodo de pré-indugao, as 48
horas de embebigdao no escuro .- Assim, 0S5  tratamentos lu-
minosos foram aplicados apos esse periodo, na maior parte
dos experimentos.

0 tratamento luminoso foi aplicado a diversas cole-

tas, com diferentes periodos de armazenamento, apos o pe-
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riodo de pre-inducdo. Todas as amostras responderam ¢ o m
baixa ~germinacao e ‘houve diferenca de amplitude da
resposta entre as coletas. Apos 275 dias de armazenamento,
houve uma diminuicadao da resposta, quando se trabalhou com
a mesma coleta. Novamente, e confirmado o fato de que as
respostas de esporos a luz sao muito variadas e parecem se
alterar dependendo do local, epoca de coleta e armazenamen
to (FURUYA, 1983).

0 efeito do tratamento luminoso de 1 minuto de dura
cio que foi aplicado apds o periodo de pré-indugac, foi re
vertido por aplicacao subsequente de vermeiho extremo de
5 minutos de duragao. Ha uma corre?agio direta e positiva
entre a germinacao de esporos de Cyathea delgadii e 0O
numero crescente de horas de escuro(Z a 8 horas) intercala
das entre os tratamentos de luz vérme?ha e vermelho extre-
mo. 0 “"escape” da reversao do efeito da luz vermelha pelo
vermelho extremo se completa apos 8 horas de escuro inter-
calados entre os dois tratamentos de luz. Esse tipo de res
posta indica que o fitocromo esta envolvido no processo de
germinagao desses esporos. MARCONDES-FERREIRA (1983) traba
lhando com tratamentos luminosos diarios, de 1 hora de du-
ragéo,-observou a reveré&o do efeito da luz vermelha pelo
vermelho extremo, em esporos de (Cyathea delgadii. 0Os resul
tados atuais confirmam sua observacao.

Quando foram realizados 1, 2, 3, 4 ou 5 tratamentos
de 1 minuto de luz vermelha, com inicio apos a prée-indugao
e intercalados por periodos de 24 horas de escuro, houve
uma correlacao positiva entre as porcentagens de germina-
cao e o numero de tratamentos Juminosos fornecidos.

Foram tambem testados tratamentos luminosos de lon-
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ga duracao (1,2,4,6,8 e 10 horas de luz). Esses tratamen-
tos foram realizados apos o periodo de pre-inducao. Foram
utilizadas 3 fontes luminosas. A germinacao atingiu a esta
bilizacao apos 4 horas de luz para lampadas fluorescentes
branca e vermelha. Valores de germinacao aumentaram :gra-=
dualmente com uso de lampada gro-lux e filtro de papel ce-
lofane vermelho. As 3 fontes luminosas causaram a mesma pro-
mogao de germinacao apos 8 horas de luz. Tal promocgao, en-
tretanto, nao atingiu os valores de germinacao encontrados
para esporos submetidos a iluminacao continua. Paralelamen
te foi testado o efeito do tratamento luminoso de 1 minuto,
utilizando-se as 3 fontes luminosas. Observou-se que a lam
pada gro-lux associada ao papel celofane vermelho foi a
que promoveu as mais altas porcentagens de germinacao.  As
diferencas encontradas para as 3 fontes luminosas devem ser
provenientes de diferencas na qualidade das luzes que cada
lampada emite. A lampada gro-lux & a mais eficiente péra
0s tratameﬁtés de curta duragao. Para os tratamentos de
longa duracao, entretanto; a estabilizacao sO ocorreu apos
8 horas de luz, com o uso dessa Tampada.

A lampada fluorescente branca emite radiacoes de to
dos 05 comprimentos de onda do espectro Tuminoso, mas com baixa emis-
sao de vermelho extremo e alem. A lampada fluorescente ver
melha exibe alguma contaminacao com luz azul, o que foi ve
rificado pelo uso de especfroscﬁpio manual Carl Zeiss-Jena..
0 sistema Tampada gro-lux-papel celofane vermelho foi o que
exibiu luz vermelha isenta de contaminacoes.

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

horas de luz, utilizando-se o sistema filtro-lampada gro-
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Tux, atingiram os valores de germinacao obtidos para Tluz
continua. Ha evidencias de que existem dois tipos de res-
postas de esporos de Cyathea delgadii aos tratamentos Tumi
nosos: resposta aos tratamentos de curta duragao e respos-
ta aos tratamentos de longa duracao.

Respostas semelhantes tambem ocorrem em esporos de
outras espécies. Para Lygodium japonicum, SUGAI et al.(1977),
trabalhando com 3 amostras coletadas em anos diferentes e
estocadas por periodos e em temperaturas diferentes, obser
varam que em 2 amostras a germinacao ocorria apos rapida
exposicao a luz vermelha (2 minutos). Na terceira amostra,
varias horas eram necessarias para que a germinacao atin-
gisse o valor alcancado pelas outras apos receberem poucos
minutos de luz, Observaram também que tratamentos intermi-
tentes de 5 minutos de luz vermelha, realizados a cada 1,
2 ou 4 horas, em um periodo de 24.horas, causavam a mesma
promog¢ao de germinagao due o tratamento de 24 horas conti-
nuas de luz vermelha. Os autores comentam que o papel fi-
'sioldgico dos tratamentos intermitentes & obscuro.

Para esporos de Thelypteris kunthii, HUCRABY e RA-
GHAVAN (1987a), observaram que tratamento de 18 horas de
Tuz vermelha induzem a maxima germinagao. Tratamento de 5
minutos de Tuz vérme1ha fornecidos a cada hora, durante um
periodo de 18 horas induzem alta promogao de germinacgao
que entretanto foi menor do que.o tratamento de 18 horas
continuas. Esses autores verificaram que o efeito do trata
mento de 8 horas de luz vermelha e revertido por tratamen-

to de 5 minutos de vermelho extremo.
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Para e xplicar o eféito . da promocgao
da germinacao pelos tratamentos luminosos intermitentes,os
autores sugerem que a fotoinducao da germinagao de esporos
tanto para Lygodium japownicum como para T. helypteris Kunthi<
nao possui reciprocidade. A germinacao nao dependeria ape-
nas do numero de quanta de luz interceptados pelos espo-
ros, mas tambem da duracdo do periodo no qual a luz esta
sendo oferecida.

Uma resposta diferente foi encontrada para esporos
de Pteris vittata (FURUYA -2t al., 1982). 0s autores verifi
caram que os esporos apresentam 61,4% de germinagac apos
receberem tratamentos luminosos de 5 minutos (luz vermelha
1,0 W.m-z), apos um perijodo de 7 dias de pré-inducdo. Apa-
rentemente, apenas um tipo de resposta a luz ocorre nesses
esporos.

Para esporos de Lygodium japonicum, que tambem ger-
minam apds curtos periodos de exposicao a 1uz, TOMIZAWA et
al., (1982) encontraram uma correlacao entre os niveis de
FVe e a porcentagem de esporos germinados. Observaram que
os niveis de FVYe diminuem gradualmente no escuro subsequen-
te ao tratamento luminoso indutor. FVe desaparece totalmen
te apos 8 horas de escuro. Entretanto, quando tratamento
subsequente de vermelho extremo foi fornecido apos esse pe
riodo, ha resposta de germinacao, indicando que houve esca
pe da reversao do efeito da Tuz vermelha pelo vermelho ex-
tremo. Houve atuacao de FVe embora esse pigmento nao esti-
vesse mais sendo detectado espectrofétometricamente.FURUYA
(1983), mostra um modelo para a atuagao do fitocromo na
germinacao de esporos onde o FVe tornaria ativo um compos-

to desconhecido X, que estaria inativo no espaoro mantido
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no escuro. FURUYA (1985) também sugere que a fototransfor-
macao de FV a FVe seria sincronica e gradual em uma amos-
tra de esporos. Entretanto, alguns esporos germinariam com
baixas porcentagens de FVe e outros, somente com altas por
centagens de FVe.

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

BUTLER et alZ. (1963) mostraram que a forma FVe do
fitocromo & muito menos estavel que a forma FV e que a
destruicao irreversivel de fitocromo, ocorre devido a des-
truicao dessa forma. Concluiram tambem que as formas FV e
FVe nao absorvem apenas luz nos comprimentos de onda 660
nm e 730 nm respectivamente. Esses comprimentos de onda se
riam os picos de maxima absorgao para cada forma do pigmen
to. Ambos teriam amplas bandas de absorgao. 0 Fve tambem
teria alguma absorciao a 660 nm. Irradiacoes muito pro-
Tongadas com comprimentos de onda que poderiam ser absor-
vidos pelas duas formas do pigmento, levariam a um equili-
brio dinamico entre as duas formas. Uma fonte de luz mono-
cromatica levaria ao "estado fotoestacionario”, no qual as
proporcoes de FY e FVe sao mantidas constantes. Luz verme-
Tha continua estabeleceria um estado fotoestacionario com
alta proporcao de FVe. Parte do "peol" de FVe poderia ser
destruida se o tratamento luminoso fosse prolongado e par-
te reverteria a FV, mantendo-se niveis baixos de FVe.

Um mecanismo semelhante poderia explicar o efeito
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de tratamentos luminosos longos, na germinacao de esporos
de Cyathea delgadii. Esses tratamentos mostram uma satura-
cao entre 4 a 8 horas de luz, dependendo da fonte lTuminosa
utilizada (ou tambem da intensidade).

Como. a fototransformagao do fitocromo de esporos pa
rece ser sincronica e gradual, o fitocromo FV gradualmente
seria convertido a FVe. Tratamentos de 1 hora de luz forma
riam um bequeno "pood" de FVe, visto que, parte dele retor
naria a FV e parte seria destruida pela propria luz. Al-
guns esporos seriam capazes de germinar com esses niveis
de FVe. Tratamentos de 4 horas ou mais excitariam um "pool”
major de FVe. Luz continua levaria ao "estado fotoestacio-
nario", mantendo niveis muito baixos de FVe. As interacoes
poderiam ser resumidas no seguinte esquema (baseado em

SMITH, 1975a,b):
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Especies como Cyathea delgadii, na verdade, poderiam
responder a niveis muito baixos de FVe, ou, numa segunda
hipotese, o FVe seria rapidamente utilizado para a germina
cao. SMITH (1975b) propoe um modelo para explicar o envol-
vimento do fitocromo em.sementes, atuando indiretamente, via

conjugacao com um metabolito ja existente:

Luz vermelha  — pyo 45 o n FVES

Fv Luz branca e I

z

germinacao

S seria um composto ja existente, instavel. Sua con
jugacdao com FVe induziria a sintese de um outro composto Z.
Este promoveria a germinacao.

Para esporos de Cyathea delgadii, 0 FVe poderia se
conjugar rapidamente a S formando Z; permitindo sua atua-
caoc antes da destruicao, no caso de tratamentos Tluminosos
de longa duracao.

No casoe dos tratamentos luminosos curtos e intermi-
tentes, observa-se também uma resposta de saturacao de luz,
mas os resultados sao semelhantes para esporos tratados com
4 a 8 horas de luz ou que receberam 5 minutos de Tuz inter
mitente (1 minuto) num periodo de 5 dias. Nesse caso, po-
der-se-ia sugerir que o FVe formado em baixos niveis apos
esse tratamento luminoso seria mais estavel no escuro, do
que quando submetido a tratamentos luminosos mais prolonga
dos. A destruicao de FVe no escuro seria mais lenta, permi
tindo sua conjugagao com S e subsequente formagao de Z. 0s

niveis de 7 variariam tambem para cada esporo .Poder-se-ia
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considerar que Z formado apos tratamentos intermitentes, po
deria ser estocado ate atingir os niveis jdeais para indu-
zir a germinacao. Alguns esporos teriam quantidades sufici
entes de Z para induzir a germinacao apos 1 minuto de luz.
Qutros necessitariam estocar Zlapés subsequentes tratamen-
tos luminosos intermitentes.

Entretanto, todos os modelos propostos para expli-
car a atuacao do fitocromo nos diversos processos por ele
mediados, sao apenas hipotéticos. E dificil aliar a esses
modelos, as inlUmeras interacOes metabolicas que estao ocor
rendo paralelamente as respostas mediadas pela luz.

Tratamentos longos de luz azul aplicados apos a pré
inducao, induziram pequenas respostas de germinacgao.Quan
do foram associados tratamentos Tongos de luz vermelha com
tratamentos longos de luz azul, esta nao impediu a manifes
tacao do efeito indutor da luz vermelha. MARCONDES - FERREIRA
(1983) verificou que a luz azul promovia baixa porcentagem  de
germinagao de esporos de Cyathea delgadii. A promogao foi
revertida beio vermelho extremo. 0 efeito inibidor do ver-
melho extremo foi fracamente revertido pela Tuz azul.

SUGAI (1971) observou que a luz azul revertia 0
efeito promotor da Iﬂz vermelha, em esporos de Pteris vit-
tata. 0s espectros de agao dé luz azul tiveram picos a 440
nm e 380 nm sugerindo que é sistema fitocromo nao estaria
envolvido nas respostas mediadas pela luz azul. Esporos de
Matteucceia struthiopteris tem a germinacao dependente da
luz. Comprimentos de onda entre 400 e 750 nm promovem sua
germinacao, mas os dois picos maiores de promogac ocorrem
a 550 e 625 nm e o menor a 450 nm (JARVIS e WILKINS, 1973).

A promocac da germinacgao pela luz azul foi verificada tam-
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bém para esporos de Onoclea sensibilis (TOWILL e IKUMA, 1973).
Luz vermelha e vermelho extremo tambem promoveram a germi-
nagao dessa especie. 0 espectro de absorgao dos esporos in
tactos revelou a presenca de clorofila e de carotenoides
RAGHAVAN (1973), trabalhando com esporos de Cheilanthes fa
rinesa verificou que a exposicao desses esporos a tratamen
tos luminosos de luz vermelha de baixa intensidade promove
sua germinacao. Essa promogao nao e revertida pela exposi-
cao subsequente ao vermelho extremo, mas & revertida por
luz azul fornecida antes ou depois do tratamento com Tuz
vermelha. Propoe que a presenca de um pigmento gque absorve
a luz azul interfere nos processos de transformagao do fi-
tocromo. Sugere que o pigmento que absorve luz azul, na
forma reduzida evita a transformacao FVe a FV, mas na forma
oxidada inibe a transformacao do FV a FVe. TOMIZAWA et al.
(1983), verificaram que em esporos de Lygodium japontcum,a
Tuz azul inibe totalmente a germinagao, mas permite a manu
tencao de niveis de 16% de FVe. Eles sugerem que o sistema
que absorve Tuz azul poderia eliminar um passo especifico
do processo de germinacao e nao estaria atuando diretamen-
te na fotoconversaoc do fitocromo. SUGAI et aZ. (1984) de-
terminaram um espectro de acgao entre 250 e 800 nm para a
inibicao da promocdo da germinacao de esporos de Pteris vit-
tata, induzida pela luz vermelha. Observaram que nao ocor-
reu nenhuma transmissao de luz atraves das paredes dos es-
poros na faixa entre 260 a 340 nm. Os comprimentos de onda
mais efetivos em reverter o efeito da luz vermelha tiveram
os picos a 370, 440 e 730 nm. Sugerem que o0s compostos re-
lacionados as flavinas seriam os mais provaveis fotorre—

ceptores das luzes Uy, UVlonga e azul. SUGAI e FURUYA (1985)
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determinaram tambem o espectro de agao para a inibicao da
germinacao de esporos de Adiantum captillus-veneris, induzi
da pela luz vermelha. Foram observados dois grandes picos
a 275 e 440 nm. Observaram tambem que as paredes dos espo-
ros apresentaram um pequeno pico de transmitancia a 270 nm.
A transmitancia teve um aumento abrupto em torno de 350 nm
e foi de mais de 80% na faixa compreendida entre 400 a 500
nm. A luz UV & mais efetiva em Adiantum, do que em Pteris
vittata {(SUGAI et al., 1984}.

0 espectro fotoacustico de esporos secos e paredes
de esporos de Cyathea delgadiz mostra que a amplitude do
sinal diminui em ambos na faixa compreendida entre 300 a
aproximadamente 750 nm. As amplitudes foram menores para
0s esporos intactos. Esses resultados indicam que a trans-
mitancia foi crescente nessa faixa.

Nessa especie, o pigmento que absorve luz azul nao

parece interferir nos processos de fototransformagao do fi

tocromo, mas parece causar uma promocao muito baixa da ger
_minagéo. Isto poderia ocorrer devido ac fato de que as pa-
redes dos esporos absorvem grande parte da luz azul, dimi-
nuindo sua absorcao pelo sistema de pigmentos em questao,
ou por contaminacgao por outros comprimentos de onda.
MARCONDES-FERREIRA e FELIPPE (1984), verificaram que
esporos recem coletados de Cyathea delgadii germinaram a
15, 20, 25 e 30°C, com a maior germinacdo a 25°C e os arma
zenados por 7 meses somente germinaram a 20, 25 e 30°¢C. Es
poros armazenados por 14 meses foram submetidos a tempera-
turas alternadas; nao ocorreu germinagao a 25-35, 25-40 e 25-45°¢C.
Neste trabalho foi verificade o efeito de temperatu

ras constantes (5 a 45°C) durante o periodo de pré-indugdo
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ou durante os perfodos de pre e pos-inducdo, na germinacao
de esporos de Cyathea delgadii. 0s esporos receberam trata
mentos unicos de 1 minuto de luz vermelha, apos a pre~indu
¢ao, ou tratamentos intermitentes diarios de 1 minuto de
tuz vermelha, intercalados por periodos de 24 horas de es-
curo. Para esporos que receberam tratamento Unico de 1 mi-
nuto de Tuz vermelha, nao houve inducao da germinacao nas
temperaturas de pré-inducdoc de 5, 10, 15, 20, 35,40 e 45°C,
A germinagao para esporos pré-induzidos a 30%¢C foi mengor
do que a obtida a 25°C. Para esporos que receberam trata-
mentos Tuminosos diarios, houve um aumento gradual da ger-
minacao, de 5 a ZSOC, indicando reversao parcial da inibi-
¢ao causada pelas temperaturas baixas durante a pré-indu-
¢3o. A pequena inibicao causada a 30°C foi totalmente re-
vertida. 0 efeito inibidor das temperaturas de 35, 40 e
45°C ndo foi revertido pelos tratamentos luminosos dia-
rios. Quanto mais baixa a temperatura de ﬁré—indugéo,menor'
foi a fotossensibilidade dos esporos.
As temperaturas testadas na pré e pos-indugao causaram inibi

cao da germinacav, em vrelacdo a 25%¢, para esS poros que
receberam tratamentos luminosos unicos. Quando se forneceram

tratamentos luminosos didrios as temperaturas de 5,10, 15,
30, 35, 40 e 45°C inibiram totalmente a fotoindugao. A tem
peratura de 20°C causa reducao da germinacao.

Temperaturas alternadas (25-506 a 25“450C}'f0 ram
aplticadas em ciclos de 8-16 horas, 12-12 horas e 16-8 ho-
ras, durante a pre-inducao ou durante a pré e pos-inducao.
Nesse caso os esporos receberam apenas tratamento luminoso
unico, de 1T minuto de durac3do. Quanto menor o tempo de ex-

posigao a temperatura alternante, durante o perijodo de pre
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inducao, maior O efeito indutor do tratamento luminoso, pa
ra as temperaturas alternantes de 10, 15, 20 e 30°%¢C. Tempe
raturas alternantes de 5, 35, 40 e 45°C causaram inibicao
total da germinagao.

Para esporos que receberam tratamentos de alternan-
cia de temperaturas durante a pré-indugao e a pos-indugao,
abservou-se que quanto menor © tempd de exposicao a tempe-
ratura alternada (entre 10 3 ZDOC) maior foi a resposta de
germinagao.

As temperaturas de 5, 30, 35, 40 e 45°C, inibem o
efeito do tratamento luminoso, guando alternadas com a de
25°C, durante a pré-inducao e a pos-indugao.

A fase de pré-inducao de esporos de Onoclea sensibt
1is & dependente de oxigenio e & inibida pela aplicacao de
cicloheximida (TOWILL e IKUMA, 1975a,b). A fase de pos~indu
cao tambem envolve processos oxidativos e g inibida pela
cicloheximida, se esta substancia for aplicada imediatamen
te ap0s o tratamento luminoso indutor. A fase oxidativa da
pas—indugéo pode ser inibida pela anaerobiose € © processo
de "escape” da inibicao e lento, jmplicando em sintese de
uma substancia ou substancias (possivelmente enzimas)neces
sarias para o processo de germinacgao.

TOWILL (1978) verificou que a germinagcao de esporos
de Onoclea sensibilis & controlada pela luz e temperatura.
Temperaturas de 30°C podem induzir maxima germinacao no es
curo, em torno de 60 a 95% da germinabi1idadeindmﬁda por
uma dose saturanie de luz vermelha. Sugere que d mecanismo
de termossensibilidade e diferente do de fotossensibilida-
de . Utilizando substancias que parecem atuar a nivel de membranas

celulares, sugeriu que 0 grau de hidratagac e possiveis mu
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dancas na propriedade das membranas exerceriam um papel na
mudanca da sensibilidade de esporos de Onoclea as tempera-
turas.

CHEN e IKUMA (1978), trabalhando com esporos de Ong
clea 'sensibilis, verificaram que tratamentos de 8 ou mais
horas de 40°C aplicados durante a fase de pre-inducao redu
zem reversivelmente o desenvolvimento da fotossensibilida-
de.

Temperatura de 40°¢ aplicada Togo apos o tratamento
Tuminoso indutor também inibe a germinacac, reversivelmen-
te. Temperaturas abaixo de 25%C causam inibigao da germina
cao, quando aplicadas durante a pré e pos-indugao e 30 e
359C estimulam a germinacdo. Os esporos de Omoclea semsibilis S A O
mortos a SOOC {(CHEN e IKUMA, 1979). Eles sugerem gue a ciclohe—
ximida aplicada na pré e a pos-inducao inibe a sin—
tese de uma proteina de curta duracao, que e necessaria na
fase de pos-inducdo. Entretanto, ndo esta claro, em gue
processo ou processos especificos as temperaturas altas e
a anaerobiose estariam atuando. Acrescentam gue a fase de
pre-inducdo esta envolvida na preparacao da maxima fotos-
sensibilidade enquanto que a pos-inducao, com processo es-
pecificos que levam a germinacgao.

REYNOLDS (1982) observou que esporos de Sphaeropte-
ris cooperi apresentam duas fases oxidativas:'uma fas e
inicial {0 a 120 hofas de embebicao) que € resistente ao
cianeto de potassio e uma fase posterior a esse periodo que
@ inibida pelo cianeto de potassio. Tratamento de alta tem
peratura (50°C por 90 minutos) durante a fase resistente ao
cianeto de potassio induz a fase respiratoria sensivel ao

cianeto de potassio e inibe completamente a germinacao, re
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versivelmente. Sugere que nessa especie hajam mecanismos
respiratorios alternativos.

A germinagao de Cyathea delgadii foi drasticamente
afetada pelas temperaturas. As inibigoes causadas por tem~
peraturas altas foram irreversiveis, mas nao se sabe se
ocorreu morte dos esporos. As temperaturas poderiam estar
agindo principalmente a nivel metabdlico, nos esporos de
Cyathea delgadii. Sabe-se que a fase de pre-inducao e meta
bolicamente ativa. Essa fase envolveria uma serie de eta-
pas que tornariam o esporo preparado para receber o estimu
lo luminoso e germinar, quando em condigoes adequadas. Tem
peraturas devem atuar tanto na fase de pre-indugao como na
de pods-indugao, considerando-se principalmente, que nessas
fases processos enzimaticos e respiratorios estao ocorren-
do.

Sementes de algumas especies, cuja umidade e equili
brada em atmosfera saturada podém vir a germinar mais rapi
do. Por exemplo, sementes de AllZum porrum que estiveram
em equilibrio com atmosfera saturada de umidade por 30
dias, a 10°C. tiveram .seu T 50 (dias para atingir metade da
germinacao final) reduzido de 8,5 para 0,5 (HEYDECKER e
COOLBEAR, 1977). 0 pre-tratamento inicia a formacao de
compos tos ricos em energia, aumenta o DNA e especialmente
RNA, nas regioes de crescimento, diminui a atividade ribo
nucleasica e torna mais ativa a renovacao da sintese protei
ca. Quando as sementes novamente s3ao desidratadas ate a
umidade inicial, aumenta a atividade mitocondrial, melhora
a preservacao da ultraestrutura aliada a mudancas seglen-
ciais na elasticidade e viscosidade do protoplasma. Isto e

acompanhado da desrepressao de genes que conferem as plan-
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tas resistencia a desidratacado, ao aquecimento, ao resfria
mento e salinidade. Tais fatores tendem a desidratar o pro
toplasma (HEYDECKER e COOLBEAR, 1977}.

“Neste trabalho, esporos de Cyathea delgadii foram
submetidos a pre-embebicao em vapor de agua durante uma se
mana, em condicoes ambientais. 0 objetivo do pr€~trafamen-
to foi verificar se havia aceleracao do processo da germi-
nacao ou se o periodo de pre-inducao seria alterado.A pre-
embebigao aumentou as porcentagens de germinagdo apos 3 e
4 dias de embebicao, em comparacao aos esporos secos.0 pe-
riodo de pre-inducao foi reduzido para 24 horas e houve um
nitido aumento da fotossensibilidade para esporos pre-embe
bidos em vapor de agua. Apos 48 horas, a germinabilidade
desses esporos foi semelhante a encontrada para esporos se
cos. Apos 72 e 96 horas de embebicdao no escuro houve uma
diminuicao da germinacao, tanto para esporos prééembebidos
em vapor de agua, quanto para esporos secos. Esporos pré-
embebidos apresentaram valores de germinacao maiores que
0s encontrados para esporos secds, gquando receberam trata-
mentos luminosos diarios de 1 minuto de duracao. Nesse ca-
so, 0s tratamentos foram iniciados apos 24 horas de embebi
¢ao no escuro (periodo de maxima fotossensibilidade).Quan-
do os tratamentos Tuminosos diarios foram fornecidos a es-
poros pré-embebidos apos 48 horas de embebigao no escuro,a
germinabilidade foi menor do que a de esporos secos. 0s es
poros pre-embebidos tiveram reducgao da fotossensibilidade
apos esse periodo. Quando esporos pré-embebidos receberam
tratamento luminoso de 8 horas de duracao, apos 24 horas
de embebigao no escuro, apresentaram resposta de germina-

cao estatisticamente semelhante ao controle de luz conti-
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nua. A promocao da germinacao encontrada para esporos se-
cos foi menor do que a de esporos pré-embebidos, apos tra-
tamento luminoso igual.

A pre-embebicao em vapor de agua durante uma semana
poderia agir antecipando e sincronizando os processos meta
bolicos que devem ocorrer durante a fase de pré-indugdo .
Tambem a hidratacao do fitocromo parece ocorrer mais rapi-
damente, apos o tratamento de pré?embebiggo, ja que a fase
de pre-inducaoc no escuro foi reduzida para 24 horas, apos
esse tratamento. Observou-se que um maior numero de espo-
ros pre-embebidos germina apos o tratamento ltuminosos de 1
minuto de duracao, quando comparados aos esporos secos. Is
to indica que houve aumento da fotossensibilidade. Duas hi
pboteses poderiam ser langadas para explicar o aumento da
fotossensibilidade:

- um "pool” maior de fitocromo FV ficaria disponi-
vel e sofreria fototransformacao para FVe apos o tratamen-
to luminoso de curta duracao. Como consegliencia, um maior
nGmero de esporos germinaria;

- dentro da amostra, um maior numero de esporos te-
ria atingido as condicbes metabolicas necessarias para a
germinacao, necessitando apenas do estimulo final comple-
mentar, fornecido pelo tratamento luminoso. Se for analisa
do o modelo proposto por SMITH (1975b), da existencia de
um composto S, ja existente nas celulas, este poderia ser
Tentamente sintetizado durante a pre-embebicao atingindo
niveis maiores do que o0s encontrados em esporos secos. Um
maior conteudo de S estaria disponivel para se associar ao
FVe e formar Z, levando a germinacao.

Outro fato'observado foi que tanto esporos pré-embg
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bidos em vapor de agua quanto esporos secos, parecem en-
trar em dormencia secundaria apos periodos prolongados de
embebi¢cao no escuro. 0 processo parece ser mais rapido pa-
ra esporos pre-embebidos, cuja germinabilidade diminui gra
dualmente apos 24 horas de embebigao no escuro. A dormen-
cia secundaria e induzida em sementes de alface c.v. Grand
Rapids, quando embebidas em agua, no escuro, por varios dias
(KHAN, 1980/81). Tratamento osmotico das sementes, na 1luz
ou tratémento com acido giberelico (GA3) no escuro, evitam
a dormén@ia secundaria. Esses tratamentos aceleram a germi
nacao. 0 tratamento osmotico causa um aumento da formagao
de polirribossomos e aumenta a incorporagao de leucina MC.
0 autor sugere que a luz e talvez o hormonio, durante 0
tratamento osmotico, acelerem a germinacao por acelerarem
a sintese de proteinas. Sugere também que giberelinas, ci-
tocininas e inibidores provavelmente estejam envolvidos na
regulaéﬁo das dormencias primaria e secundaria de sementes.
Talvez um processo semelhante poderia também ocorrer para
esporos de samambaias.

Hipoteses alternativas sao tambem propostas por
SMITH (1975b) para explicar a dormeéncia secundaria oy foto
dormencia de sementes. Ele sugere que o fitocromo FY pode-
ria ser instavel e poderia ser destruido se permanecesse
nessa forma durante muito tempo. A irradiacgcao subsequente
com luz vermelha nao causaria a formacao de FVe suficiente
para desencadear a germinagao. Outra hipotese e a de que a
substancia S seria instavel e dependeria de sintese conti-
nua. Com o passar do tempo, a capacidade para sua sintese
diminuiria e seu nivel se tornaria muito reduzido para in-

teragir com FVe. Tambem essas hipoteses parecem convenien-
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tes para se tentar explicar a possivel dormencia secunda-
ria que parece ocorrer em esporos de Cyathea delgadiZ.

0 tratamento osmotico de sementes € um metodo fisio
logico que acelera a germinacao de varias especies. Solu-
coes aquosas de polietilenoglicol, em determinada faixa de
concentracao, mostram um aumento linear doxifS {potencial
osmdotico), com o aumento da temperatura (MICHEL e KAUFMANN,
1973) . HEYDECKER et al. (1975) submeteram sementes de va-
rias espéecies de hortaligas ao tratamento osmotico em solu
coes de polietilenoglicol 6000, a -12,3, -11,6 e -10,8 bars,
nas temperaturas de 10, 15 e 20°C respectivamente. Observa
~ram que esse tratamento reduz o tempo de germinacao das se
mentes testadas. HEYDECKER e WAINWRIGHT (1976) trataram os
moticamente sementes de (yclamem persicum em solugoes de
polietilienoglicol -8,0 e ~11,0 bars (241 e 288 g PEG 6000
por 1 Kg de agua) a 15°C, durante 3, 4 e 5 semanas. Obser-
varam que a velocidade de germinacao aumentou progressiva-
mente, quanto méior 0 iempo de tratamento. Nao houve dimi-
nui¢ao na porcentagem de germinagao.

Varias alteragoes bioquimicas parecem ocorrer duran
te o tratamento osmbtico. Para sementes fotoblasticas posi
tivas o tratamento deve ser realizado na presenga de luz
Segundo.KRAN et al. (1980/81), uma agao continua e inin-
terrupta de FVe @ necessaria para se alcancar o maximo efei
to do tratamento osmotico. Os autores verificaram que em
sementes de alface o tratamento causa uma aceleracgao no
tempo de sintese de RNA, bem como um aumento na sintese de
RNA. Sementes de alface tratadas osmoticamente, na luz,por
14 dias, mostram aceleracao da formacao de polirribossomos

14

e incorporacao de leucina C em proteinas durante incuba
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cao a 250¢. Foi observada tambem & ativacao ou sIntese de
diversas enzimas, incluindo fosfatases scidas e esterases.
0 GA5 2 50 pwM durante O tratamento osmo tico aumenta tambem
a atividade de enzimas. 0 tratamento osmotico poderia afe-
tar processos metabﬁ]icos'chaves, relacionados com a que-
bra de moléculas de prote?nas e lipidios € 2 reciclagem de
Gsteres fosfatados.

Esporos de Cyathea delgadi® pré~embebidos em solu-
cao - o s m 5 tica de pLG 6000 dur ante uma
semana, sob 1uUz continua, apresentaram aceleragao da germi
nagao, do segundo a0 quinto dia de embebigao em. solugao nu
tritiva, em comparagao a0 controle (esporos que nao foram
tratados osmoticamente). Entretanto, @ germinagéo-ﬁnal foi
menor que a do controie. Tratamentos osmoticos mais prolon
gados causaram inibicao da germinag%o final. Ocorrel gran-
de contaminagéc por fungos. apos tratamentos pro]ongados .
que poderiam ser nocivos 305 esporos. A temperaturade 15°¢C
utilizada para © tratamento osmoticos poderia talvez caur-
sar uma termodormenc1a quando fornecida durante um periodo
muito 1ongo. Qutra posswb111dade & a de que 05 tratamentos
osmoticos 10ng0s tenham causado 2 morte de muitos esporos
da amostra.

Qs esporos de samambaias poderéo servir como mate-
rial para o0 estudo de alteragoes fisiologicas @ nivel celdu
iar, que gcorrem ap0s 0% tyratamentos osmoticos.

SUGAL e FURUYA (1968) yerificaram que a reversao da
inibicdo da germinagéo de esporos de Pterts sittata causars
da pela 1uz azul, era obtida por juz vermeliha continua. 0
e feito da 1uZ yermelha nao era afetado pela presenga - de

cMU (3-(p - ciorofenil) - 1,1 - dimetiluréia.Sugeriram que
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esse processo nao estava relacionado a fotossintese.
TOWILL e IKUMA (1973) estudaram o espectro de acao
do fotocontrole da germinacao de esporos de Onoclea sensi-
bilis L. 0 espectro de absor¢ao dos esporos intactos reve-
Tou a presenca de clorofila e carotenoides. Esporos embebi
dos em solucoes de DCMU (3-4 diclorofenildimetiluréia) nas

4 -5 6

concentracoes de 1077, 707~ e 10" °M durante o periodo de

germinagao, nao sofreram inibicao, exceto esporos embebi-

4M e irradiados com luz azul. 0s autores

dos em DCMU a 10~
sugeriram que os processos fotossintéticos nao estariam en
volvidos na germinagao.

ZILBERSTEIN et @l. (1984a), observaram que em €spo-
fos de Pteris vittata, a formacao de clorofila & um proces
so induzido pelo fitocromo. 0 processo ocorfe no escuro ,
apbs irradiagoes curtas de luz vermelha e precede a primei
ra divis3ac.e a protrusdao do rizoide. A formagao de clorofi
la nos esporos mantidos no escuro, difere da sintese de
clorofila mediada pela Tuz em angiospermas e gimnospermas,
onde 0 processo & enzimético, ainda que apresente uma fase
dependente da fotoconversao de fitocromo.

0 DCMU na concentracao de 10°*M causou inibigao da
germinacao de esporos de Cyathea delgadii em luz continua.
Isto poderia significar que a energia fornecida pela fosfo
rilagao fotossintetica seria tambem u t i 1 1z a da du
rante a germinacao. Esporos secos ({nao pre-em-
bebidos em vapor de agua) necessitam de tratamentos Tumino-
sos muito longos (48 horas ou mais) para atingirem os valg
res de germinacdo alcancados pelos tratamentos de luz con-
tinua. Esporos pré-embebidos em vapor de agua atingem ger-

minabilidade semelhante 3 obtida em luz continua apds tra-
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tamentos de 8 horas de luz ou apos tratamentos diarios de
1 minuto. A embebicao em vapor de agua, poderia atuar sin-
cronizando e aumentando a sintese de clorofila, apo0s 0%
tratamentos luminosos realizados depois do periodo de pre-
inducao. Isto poderia aumentar o suprimento energético e
favoreceria a sincronizagao da germinacao.

0 peso fresco de esporos de Cyathea delgadii nao va
riou entre esporos no dia 0 e apos 7 dias de germinagao.En
tretanto, o peso seco sofreu uma grande redugao nesse pe-
riodo. Esses dados indicam que nessa fase ha grande consu-
mo de substancias de reserva e ao mesmo tempo, grande ab-
sorcao de agua. Apos 14 dias, observa-se aumento no peso
fresco e no peso seco, possivelmente por que os gameto fitos.
ja se encontrem em fase de sintese de metabolitos.

O0s lipidios Tivres constituem cerca de 43% do peso
fresco dos esporos secos de Cyathea delgadii. A proporgao
em relacao ao peso seco e praticamente a mesma, visto que
esporos secos apresentam apenas 5% de agua. O conteudo de
1ipidios € reduzido para quase metade, apds 7 dias de embe
bicao e nessa fase, pérece atingir a estabilidade. 0 con-
teudo pouco se altera apos 14 dias. 0s dados indicam que
ha grande consumo de lipidios durante a germinagao, o que
acarreta uma grande diminuigao no peso seco dos esporos.

0 espectro de transmissao de luz do 0leo de esporos
revelou que ha absorc¢ao . total da lTuz azul. O mesmo ocorre
para o0leo bruto de sementes de algodac (Gosesyplum hirsutum).
Entretanto, os dois 0leos apresentaram padroes diferentes
de transmissao. 0 oleo de esporos € muito viscoso e apre-
sentou uma queda da transmissao na regiao da luz vermelha

(660 nm). A grande absorgao da luz azul pode ser devida a
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concentragao de carotenoides nesses 0leos. Aventou-se a
possibilidade do 6leo atuar como filtro de lTuz dentro des-
ses esporos. 0 fitocromo de protonemas de Adiantum capillus
veneris parece estar localizado na membrana plasmatica ou
no ectoplasma (WADA et al., 1983). Sendo assim, parte da
Tuz incidiria inicialmente sobre algumas dessas moléculas
e parte deveria ultrapassar o conteudo citoplasmatico para
atingir o pigmento. Isto dependeria da posicao do esporo.E
importante observar gue a maior transmissao ocorre na fai-.
xa da luz vermelha e do vermelho extremo, nesse 0leo.

A cromatografia gasosa do oleo de esporos revelou
que 0 principal acido graxo constituinte € o acido olé&ico,
seguido do acido palmitico e do linoleico. |

Esporos de Anemia phyllitidis contem 56% de  Tip7-
dios, dos quais 86% sao trigliceridios. Os maiores compo-
nentes dos trigliceridios sao os acidos oleico e linoleico,
seguidos do acido palmitico (GEMMRICH, 1977). O autor ob-
servou que em esporos embebidos, o conteldo de lipidios to
tais diminuiu imediatamente apos a indugac da germinacao
Apos 12 dias, a mobilizacao dos lipidios de reserva e a
sintese de novos lipidios atingiram o equilibrio. Mais de
50% dos lipidios totais foram metabolizados nesse perJodo.

Em Pteris vittata, GEMMRICH (1979). observou que os
Tipidios constituem 42% do peso seco dos esporos. Cerca de
50% desses lipidios ja foram metabolizados apos 10 dias e
nesse periodo ocorre o equilibrio entre mobilizacac e sin-
tese.

Em esporos secos de Adiaﬁtum capillus-veneris L.,08
lTipidios tambem constituem cerca de 47% do peso fresco de

esporos. Mais de 50% desses lipidios sao consumidos apos
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10 dias de embebicao para a germinacao. 0 peso seco dos es
poros também foi reduzido para menos da metade do origi-
nal, apos 10 dias de embebicao (MINAMIKAWA et al., 1984).

DEMAGGIO e STETLER {1985}, apresentaram resultados
bioquimicos sobre esporos clorofilados de Onoclea sensibi-
lis e Matteuceia struthiopteris e nao clorofilados de Dryo
pteris filiz-mas. Em Onoclea € Matteuccia, 0S Tipidios cons
tituem 27% do pesc dos esporos e em Dryopteris,aproximada-
mente 40%. Durante a embebicao, os lipidios foram hidroli-
zados e apos a germinacgao diminu#ram 12,5%. em Onoclea e
Matteuceia e quase 50% em Dryopteris.

O0s esporos de Cyathea delgadii assemelham-se mais
aos padrdoes de distribuicio e mobilizagao de Tipidios, en-
contrados em Anemia phyllitidis, Pteris vittata, Adiantum
capillus—-veneris € Dryopteris filiz-mas.

0s esporos secos de Cyathea delgadi? nao sao cloro-
filados, como os esporos de Dryopteris filix-mas. ApOS 7
dias de germinagae foram encontrados 5,3 ug :de clorofila
por mg de peso seco de esporos e apos 14 dias, 27 ug por
mg de peso seco de esporos. Esporos secos de Pteris vitta-
ta (GEMMRICH, 1980), também n3o apresentam clorofila. Apos
2 ou 3 dias de embebig3o, foram detectados 60 ug de cloro-
fila por grama de esporos. 0 conteudo de clorofila encon-
trado para essa especie apos 7 dias e 15 dias foi semelhan
te ao encontrado para esporos de Cyathea delgadit.

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

nacao de Cyathea delgadii.
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A sintese de proteinas durante a germinacao de espo
ros ja foi verificada para diversas especies de pteridofi-
tas. RAGHAVAN (1976, 1977b) utilizando timidina °H e leuci
na 3H, observou sintese de acidos nucléicos e proteinas du
rante a germinacao de esporos de Amemia phyllitidis, indu-
zida pelo acido giberélico. Ele sugere que a sintese conti
nua de proteinas e essencial para a hidrolise do material
de reserva, aumento do protoplasto, divisao do nucleo do
esporo e formacao da célula protonemal durante a germina-
cio. Em esporos de Pteris vittata, cuja germinagao e indu-
zida por radiacoes curtas de luz vermelha, RAGHAVAN (1977a)
observou a hidrolise dos granulos de proteina de reserva ,
12 horas apbs a radiacao. A sintese de proteinas foi veri-
ficada pela incorporagao de leucina S no niicleo e no cito
plasma, durante as etapas iniciais da germinacao. NAGATANI
et al. (1983) observaram a incorporagao de aminoécidosl4c du
Vrante a germinacao de esporos fotoinduzidos de Adiantum ca
pillus~veneris. ZILBERSTEIN et al. (1984b) também observa-
ram incorporacgao de metionina 353 em proteinas de 30.000 d
e 48.000 d, apos 16 horas da fotoinducao, em esporos de
Pteris vittata. Durante a germinacao de esporos de Onoclea
sensibilis HUCKABY e MILLER (1984) estudaram as proteinas soll
‘veis de rizoides e de celulas protonemais. As pro-
teTnas sollveis encontradas nos rizoides foram quan-
titativamente diferentes nos rizoides. . Eles sugerem
que devam ocorrer proteinas especificas de rizoides.
A diferenca na composicao de proteinas soluveis em
rizoides e celulas protonemais sugere umé distribui
cao diferencial de organelas entre as duas celulas

bem como sintese diferencial de proteinas no
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citoplasma dessas duas celulas.

Em especies como Onoclea sensibilis, Matteuccia stru
thiopteris e Dryopteris filixz-mas as proteinas constituem
14%, 15% e 5% do peso dos esporos, respectivamente. Nesses
casos, elas atuam também como material de reserva. Durante
o inicio da germinacao, ha reducgao de 80% das proieTnas de
reserva (DEMAGGIO e STETLER, 1985).

0s actcares e polissacarideos sollveis constituem
1,9% do peso seco do esporo seco de Cyathea delgadii.0 con
telido destes diminuiu apos 7 dias de germinagao, indicando
que houve consumo de parte desses aclucares durante essa fa
se. No 140 dia houve um nitido aumento dos acglicares soli-
veis totais.

0 conteudo de aclcares redutores e muito baixo para
esporos secos de Cyathea delgadii, correspondente a cerca
de 0,1% do peso seco dos esporos. 0 conteudo destes aumen-
ta apos 7 dias de germihaggo, embora continue baixo (cerca
de 0,4% do peso secovdds esporos) .

“ Ocorre amido em quantidades muito pequenas nos espg
roé secos de Cyathea delgadit (cerca de 0,4% do peso seco
dos esporos). Houve um pequeno aumento de amido apos 7 dias
de embebicao para a germinacdo e apos 14 dias, houve um
grande aumento no conteudo de amido (aumento de cerca de
10 vezes).

TOWILL {1980, 1985) mostrou que em esporos de Ono-
clea sensibilis, a irradiacao com luz vermelha, durante 3
minutos, acelera o acumulo de amido e aumenta a germinacao
dos esporos. Sugeriu que um fotorreceptor comum e 0o media-
dor da germinacao foinduzida e do acumulo de amido. Obser-

vou também que esses esporos apresentam reserva de sacaro-
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se. A sacarose & degradada e o amido e sintetizado durante
a germinacao, enquanto os lipidios seriam mobilizados du-
rante o desenvolvimento jnicéai do gametofito. A degrada-
c3o da sacarose e a sintese de amido nao estao relaciona—
das nessa especie. A degradagao da sacarose e aumentada pela
Tuz e pode ocorrer sem a sintese de amido. A fotoinducao da
sintese de amido pode, por outro lado, ocorrer sem a degra
dacao da sacarose. Os dois processos parecem ser indepen—
dentes.

MINAMIKAWA et gZ. (1984) observaram uma redugao no
conteldo de aciucares totais e acucares redutores, durante
a. germinacaoc de esporos de Adiantum capi llus-veneris. Suge-
riram que os aclUcares soliiveis, incluindo os acgucares redu
tores poderiam participar como fornecedores de carbono e
como fontes de energia durante o periodo de embebigéo,quaﬂ
do as vias de degradacao dos lipidios nao estariam . ainda
em plena atividade. |

Em esporos de Cyathea delgadii, 0s acucares solu-
veis totais poderiam atuar também como fonte de carbono e
de energia durante os primeiros dias da germinagao. Acuca-
res redutores comecariam a ser sintetizados durante a ger-
minacao. ou poderiam se originar da hidrolise dos acucares
totais. Ap6s 7 dias, ocorre aumento de amido. Este pode-
ria estar relacionado com a sintese de novas fontes de car
bono ou com processos de hidrolise dos agucares totais.

A hematoxilina-eosina foi usada para uma visualiza-
c30 geral dos esporos secos e apos 4 e 7 dias de embebigao
para a germinacdo. A eosina € um corante acido e se liga
aos radicais positivos e a hematoxiiina atua como <corante

basico, evidenciando geralmente o conteudo nuclear e radi-
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cais negativos (LISON, 1953; POLICARD et al., 1957} . Por
esse método, os esporos de (yathea delgadi< apresentaram seu
citoplasma granular e corado pela eosina. Os nucleos e as
exinas foram mais evidenciados pela coloragao com hematoxi
lina. 0s rizoides do material germinado apresentaram suas
paredes coradas pela hematoxilina, evidenciando a presenga
de radicais negativos.

0 azul de toluidina & um corante basico portador de
radicais NH3+ 1ivres em sua molécula, Tigando-se portanto
a grupos anionicos, destacando-se grupos fosfato (—904“"),
carboxila (-C007) e sulfato (~so3”) (KIERNAN, 1981; VIDAL,
1977 .

Solucoes de azul de toluidina (AT) em agua, na con-

7M apresentam coloragao azul claro com pi-

centracao de 10~
co de absorcdao a 635 nm. 0 aumento da concentragao para
107%M provoca um abaixamento dos valores de absorbancia ,
ocorrendo um hipocromismo. Um aumento subsequente da con-

6 4

M a 10""M acentua o hipocromismo a 635 nm

centracao de 10~
e surge um novo pico de absorcao a 590-598 nm. Esse fenome
no & denominado metacromasia. E um evento espectral carac-
terizado por um abaixamento do pico da absorcao, acompanha
do pelo deslocamento do pico para comprimentos de onda mais
curtos {deslocamento hipsocromico). Em celulas e tecidos ,
as estruturas metacromaticas apresentam-se roseo-avermelha
das, eﬁquanto as ortocromaticas em azul ou esverdeadas.Uma
das causas para a manifestacao do evento & a formagao de
dimeros, trimeros e tetrameros por empilhamento das molécu
las do corante. A metacromasia dos tecidos torna-se mais

gvidente quanto maior o numero disponivel e a proximidade

dos grupos anionicos (VIDAL, 1987}.
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Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados
por esse método apresentaram os nucleos evidenciados em
azul e o citoplasma pouco corado. Durante a germinacao foi
notado um aumento na metacromasia do conteudo citoplasmati
co das células protonemais e rizoidais. As paredes celula-
res dos rizoides de gametofitos com 7 dias de  germinacao
foram intensamente coradas, salientando a metacromasia. O
aumento da metacromasia indica que houve um aumento da dis
ponibilidade de radicais negativos durante a germinacao,
possivelmente devido 3 sintese de acidos nucleicos (RNA) e
seu acumulo citoplasmatico. I s t o possibilitou um
maior empilhamento das woleculas do corante e conse-
qliente diminuicdo no seu pico de absorcao guando
ligado ao material "in situ”. Fenomeno semelhante foi
observado em cotilédones de sementes de soja(Glyeine max/,
durante a agerminacgaopo - {CORTELAZZIO ,
1986) .

A metacromasia que ocorre em rizoides de gametofi-
tos jovens de Cyathea delgadii deve estar relacionada a
processos de alongamento celular, ja que os rizoides encon
tram-se em fase de crescimento.

Paredes celulares jovens sao ricas em pectinas e ha
pouca celulose. Tambem contém uma glicoproteina rica en
aminoacido hidroxiprolina. Em paredes celulares de Acer
pseudoplatanus € Lycopersicum esculentum,a hidroxiprolina es
ta ligada covalentemente a residuos de arabinose. Essa gl1i
coproteina ja foi chamada de "extensina", mas ainda nao ha
evidencias de que esteja envolvida no controle do alonga—
mento de paredes celulares. Evidencias indicam que a glico

proteina nao se liga covalentemente a nenhum outro polime-
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ro componente da parede celular. 0 processo de alongamento
celular & altamente complexo e controlado por hormonios ve
getais como auxinas, giberelinas e citocininas. Fatores co
mo transporte de agua, diférengas de potencial osmotico e
de turgescéncia e extensibilidade da parede celular tambem
controlam o alongamento celular. As auxinas parecem causar
afrouxamento da parede celular e crescimento em diversas
vafiedades de tecidos caulinares. A teoria para explicar a
acao da auxina considera que ligagoes quimicas entre 0s po
1imeros da parede celular seriam quebradas em resposta a
excrecao de protons HY do local. Condigoes acidas promove-
riam o afrouxamento das paredes. 0 abaixamento do pH pode-
ria enfraguecer certas 1nteragaes ionicas, como as gue en-
volvem grupos carboxilas ou outros, influenciando as pon-
tes de hidrogenio e certos tipos de_associagaes hidrofobi-
cas. H3 evidencias que respaldam @ teoria "acida” do cresci-
mento celiular. Entretanto; ha dificuldades no que concerne
ao periodo em gque o pH abaixa e os meios que induzem a es-
se abaixamento (HALL et al., 1984).

Um abaixamento do pH das paredes celulares de rizoi-
des de gametdofitos de Cyathea delgadii, = poderia estar
ocorrendo devido  aos processos de alongamento celuiar
Fste evento favoreceria possivelmente, a liberagao de radi
cais anionicos, levando ao major empilhamento das molécu-
las de azul de toluidina, com aparecimento da metacromasia.

Esporos nao germinados e observados em luz polariza
da com analisador e polarizador cruzados apresentaram bir-
refringencia das exinas e presenca de alguns granulos de
amido no interior. A birrefringencia ocorre quando o mate-

rial apresenta duas direcoes de propagagao da luz, com um



-170~

Tndice de refracao para cada uma delas {VIDAL, 1987). A birrefringen
cia apresentada pelas paredes dos esporos foi menor na regiao da cica
triz, indicando um menor adensamento dos biopolimeros nessa regiao
que se rompe durante a germinacac.

Xylidine ponceau & um corante acido cujas moléculas possuem o
grupamento ~503 " livre, sendo portanto utilizado para a detecgao de
proteinas totais, ligando-se aos radicais amino das mesmas, que se en
contram protonados no pH 2,5 utilizado para a coloragao (VIDAL,1970).

Cortes de esporos secos de Cyathea delgadii corados

por esse corante revelaram a presenca de corpos protéicos
globulares no interior. Foi observada uma gradativa perda
do padrao globular do material corado, nas celulas protone
mais, durante a germinacao. Presenga de proteinas foi de-
tectada no interior dos rizoides de gametofitos intactos
éom 7 dias de embebicao. Durante a germinacao, o material
parece tamb&m se deslocar em direcao 3 cicatriz e rizoide.
Os tratamentos enzimaticos com pepsina ou tripsina confir-
maram a presenca de proteinas em esporos secos e gametofi-
tos jovens. As extracbes foram, no entanto, mais eficien-
-tes para o material germinado. Possivelmente devido ao de-
sarranjo dos corpos prot@icos observado durante a germina-
cio, a atuacao das enzimas foi mais eficiente nesse mate-
rial. Durante a germinacao observou-se um aumento na inten
sidade de coloragdo do material evidenciado peio xylidine
ponceau., Este fato indica que houve sintese de proteinas
durante os primeiros 7 dias de embebigao para a germina-
cao, em esporos de Cyathea delgadii. O aumento no conteudo
de proteinas soluveis durante a germinacac desses €esporos
‘foi verificado por meio de dosagens bioquimicas.

0 desarranjo dos corpos proteicos verificado durante
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a germinacao de esporos de Cyathea delgadii foi observado
também para celulas de cotiledones de soja (Glycine max) du-
rante a germinacao indicando transferencia desse material
dos locais de reserva para os locais de crescimento (CORTE
LAZZ0, 1986).

" 0 aumento na metacromasia e a diferengca no  padrdo
das proteinas durante a germinacac de esporos de Cyathea
delgadii foram graduais. Essas alteracgoes foram observadas
também para esporos coﬁ 4 dias de embebicao, que nao foram
apresentados neste trabalho. Tais eventos puderam ser nota
dos com nitidez no material com 7 dias de embebicao.

De um modo geral, os trabalhos sobre a citologia de
esporos de pteridofitas d3ao mais enfase aos padroes de di-
visao celular.

RAGHAVAN (1976) estudou aspectos da morfologia celu
tTar e sintese de macromoléculas durante a germinacao de es
poros de Pteris vit%ata. 0 autor fixou o material em solu-
cao a 10% de acroleina, a 5°C, durante a noite. A desidra-
tacao foi. feita iniciando em metil celosolve e apos, 0S es
poros foram .embebidos em glicol metacri?ato. Coloracoes fo
ram feitas com azure B ou azul de toluidina. Foi usada au-
toradiografia para o estudo da sintese de RNA, DNA e pro-
teinas.

0 estudo citoquimico da germinagaoc de esporos de
Anemia phyllitides foi também feita por RAGHAVAN (1976)
Foi usado o mesmo metodo de fixagio utilizado para esporos
de Pteris vittata. 0 autor ut%}fzou tambem o azure B (para
detectar RNA e DNA), reagente de Feulgen (para detecgao de
DNA), acido-periodico de Schiff (PAS) para detecgao de aglu

cares insolUveis. Para deteccao de proteinas, utilizou 0
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azul de bromofenol mercurico e anilina azul black. Metodos
de autoradiografia foram também usados para o estudo da
sintese de DNA, RNA e proteinas.

Resultados desses dois trabalhos mostram granulos
de varios tamanhos e formatos que reagem positivamente aos
corantes para detecc3o de proteinas em ambas as especies
A sintese de DNA, RNA e proteinas- ocorre durante a germing
cao dessas espécies. Lipidios néo.foram visualizados apds
“as preparagoes citologicas. |

RAGHAVAN (1980) apresentou os resultados de estudos
citologicos realizados para esporos de diversas especies
de pteridofitas. As principais conclusoes sa0 que 0S5 €spo-
ros sao estruturas extremamente secas, com um nucleo ro-
deado por uma série de organelas e granulos de reserva. 0
nlicleo ovalado & constituido principalmente de cromatina
desidratada. As espécies citadas pelo autor sdo Osmunda re
galis, Matteuccia strutkiopteris; Onoclea sensitbilis, Pte-
ris vittdta, Anemia phyllitidis, Lygodium japonicum € The
lypteris dentata.

HUCKABY e RAGHAVAN (1981b) estudaram o padrao de
germinacao de esporos de espécies de pteridofitas perten-
centes aos generos Cyathea € Dicksonia. Tanto para (Cyathea
qustralis COMO para Cyathea cooperi, a germinacao se ini-
cia aparentemente pela abertufé da exina apos 3 dias sob
luz vermelha ou varios dias sob Tuz branca. A exina se rom
pe no polo proximal (regiao da cicatriz) do esporo tetrae-
drico, ao longo dos bracos do trilete. O rizoide se forma
apbs uma divisao assimétrica do esporo, pela formagao de
uma parede paralela ao plano equatorial (base do esporc)

0 padr3ao de abertura da exina e formagao do rizoide, em es
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poros de Cyathea delgadii parece ser semelhante ao encon-
trado nessas especies.

Neste trabalho, os esporos foram fixados em solugao
de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,2M a pH 7,4 e
glutaraldeido a 5% (KIERNAN, 1981). 0s metodos de desjdra-
tacao e inclusao em parafina sao os metodos convencionais
de processamento. Entretanto, foi possivel se obter cortes
dos esporos, com 8 um de espessura. Os cerantes,hematoxiii
na-eosina, azul de toluidina e xylidine ponceau utilizados
permitiram evidenciar nucleos, estruturas citoplasmaticas
granulares globosas, corpos protéicos, graos de amido e
deteccoes de alteragGes do padraoc de proteinas bem como ay
mento de metacromasia durante a germinacao. Lipidios nao
foram evidenciados pois foram provavelmente extraidos du-

rante o processo de desidratacao.
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As pteridofitas representam um grupo que produz es-
poros potencialmente Gteis para analises fisiologicas e
bioquimicas da germinagao. No Brasil, ha poucos estudos sgo
bre a germinacao de esporos de samambaias. Decidiu-se en-
t3o realizar estudos dos aspectos da fotomorfogenese de egs
poros de Cyathea delgadii, cuja germinacao & dependente de
luz. Estudou-se também aspectos da mobilizagao e sintese
de metabdlitos durante a germinacao. Paralelamente, foram
feitos estudos citoguimicos.

A germinacao foi realizada em meio de cultura Tigui
da, em camara de crescimento, com temperatura e luz conirgo
ladas. Foi verificada a germinagao sob luz branca constan-
te para esporos coletados em diferentes epocas do ano.Efei
to de tratamentos luminosos curtos unicos ou intermitentes
e de tratamentos luminosos longos foi verificado em espo-
ros Secos € em esporos pré-émbebidos em vapor de agua, uti
lizando-se diferentes fontes luminosas. Foi observada a re
versao do efeito da luz vermelha pelo vermelho extremo. Efei
to de luz azul foi estudado. Esporos foram pre~embebidos
em solucao osmotica de polietilenoglicol e seu efeito na

germinacao sob luz branca foi estudado. Efeito de DCMU tam -
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bem foi estudado. Verificou-se o efeito de temperaturas
constantes e temperaturas alternadas para esporos gue rece
beram tratamentos luminosos indutores de curta duracao.

Extracoes e dosagens de lipidios, clorofila,protei-
nas, agucares soluveis totais, égﬁcares redutores e amido
foram, realizadas para esporos secos e apo0s 7 e 11 dias de
embebicao para a germinagao, sob luz branca continua a
25°¢.

Estudos citoquimicos para deteccdo de radicais anio
nicos e radicais catiﬁniéos totais foram realizados para
esporos secos e apos 4 e 7 dias de embebigao sob luz bran-
ca continua, a 25°¢C.

Os esporos sao produzidos durante o ano inteiro. Em
geral, a germinacao comeca a partir do 3¢ dia de embebicao
e no 70 dia atinge a estabilidade.

A germinacao dos esporos ocorre apos tratamentos cur
tos unicos de Tuz, em baixas porcentagens. Tratamentos lu-
minosos curtos diarios induzem taxas altas de germinacgao.O
efeito desses tratamentos e semelhante a tratamentos de
lJonga duracao (4 a 8 horas de luz) fornecidos apos o pe-
riodo de pre-indugao.

0 periodo de pré-inducdo & de 48 horas de embebigao,
para esporos secos e se reduz para 24 horas para esporos
pré-embebidos em vapor de agua durante uma semana.

A pré-embebicao em vapor de agua tambem aumenta a
fotossensibilidade dos esporos. Estes apresentam porcenta-
gens de germinacao muito maiores que as observadas para es
poros secos, apos tratamentos luminosos de curta duragao.

Tanto a fase de pre-inducao quante a fase de pos -
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inducao sao drasticamente afetadas pela temperatura. Tempe
raturas abaixo de 25°C reduzem a germinagao. Temperaturas
altas (35, 40 e 45°C) causam inibic3o total e irreversivel
da germinacao.

Tratamentos longos de Tuz azul causam uma promogao
muito pequena da germinacgdo. A luz azul nao impede a mani-
festacao do efeito da luz vermelha.

A prée-embebicao em solugao osmotica de polietileno-
glicol durante uma semana acelerou a germinacao dos espo-
ros, mas causou reducao na porcentagem final da germinacgao.
Tratamentos osmoticos mais prolongados reduziram bastante

a germinabjlidade desses esporos.

3 4

0 DCMU nas concentracbes de 10°°M e 10 "M,  causou
inibicao da germinagao.

0 peso seco dos esporos diminui em quase 50% duran-
te os 7 primeiros dias de embebigao. 0 peso fresco se man-
tém constante nesse periodo. Apos 14 dias, 0S pesos seco
e fresco comecam a aumentar.

0s lipidios livres constituem mais de.40% do peso
seco dos esporos de Cyathea delgadii. Cerca de 50% desses
lipidios sdao consumidos durante o infcio da germinagao.

As proteinas soluveis s3o sintetizadas durante a
germinacao.

Aclicares sollveis totais diminuem durante a primei-
ra semana. Apos duas semanas ha um grande aumento no con-
teldo desses aclicares. Acucares redutores que constituem
parcela muito pequena dos agucares totais, aumentam duran-

te a germinacao. Amido também ocorre em pequenas quantida-

des no esporo seco e aumenta durante a germinacgao.
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Esporos secos de (yathea delgadii nao contem cloro-
fila. |

Cortes de esporos secos e apos 7 dias de embebicgao
para a germinagao, corados pela hematoxilina-eosina apre-
sentaram citoplasma. granular globoso. Os nucleos foram
evidenciados pof essa coloragao.

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

A coloracao pelo xylidine ponceau, a pH 2,5 mostrou
a presenca de corpos proteicos em cortes de esporos secos
de Cyathea delgadii. Durante a germinacao ha um desarranjo
desses corpos protéicos. A présenga das proteinas foi con-

firmada por digestoes enzimaticas com pepsina ou tripsina.
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