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“INTRODUGAO

Comentarios gerais

Atualmente s3ao conhecidas por volta de 12000 espécies de
pteridofitas, distribuidas em aproximadamente, 400 géneros(CRABBE
et al., 1975). Estas espécies ocorrem nos méis variados habitats,
apresentando umélérande variédade de formas .e tamanhos, tanto dq
~esporofito como do gametofito (PAGE, 1979). Apesar de grande di-
versidade de espécies, & relativamente recenté o conhecimenté do
“ciclo de viaé'completo'das pteridofitas.

| A maior parte dos estudos feitos com pteridéfitas_séo 50
brevq esporofito adulto. Isto acontece porque O esporofito e a
fase mais evidente e duradoura do ciclo de vida, embora existam
excegBeé. Em Actinostachys‘sp o esporofito & diminuto e o game-
téfito & grande e dominante no_ciclb (BIERHORST, 1870). O primei
ro trabalho mostran@o.o ciclo de vida completo das pteridéfitas;'
"desde a germinag&o-dos esporos ate a formagé§ do esporofito, foi
ﬁublicadé somenfe em 1827, por Kaulfuss, embora désde o] século
XVI 65 esporos ja houvessem sido reconheciacs como estruturas. re
produtivas (NAYAR e KAUR; 1971; RANAL, 1983).

Os esporos de pteridofitas sao éétruturas unicelulares,"
resultantes da divisdo meidtica das ‘clulas-mie dos 'espcjréingios,
presentes na face abaxial das frondes. Se um esporb méduro encon

tra condicoes adequadas de luz, temperatura e umidade, ocorreger



minacio e por meio de varias divisBes mitéticas & formado um ga-
metofito hapldide. Os eventos entre a germinacaoc do esporo e a
diferenciagdo do jovem gametofito variam de espécie para espécie,
mas geralmente quando a germinagao se-completé, o gametofito com
preende trés celulas que diferem em fungao, estrutura e cresdmen
to potencial, originadas de duas divisoes celulareé. A primeira
divisio da origem i célula basal do protonema e a célula rizoi-
dal primadria. A célula basal divide-se novamente, produzindo a

primeira célula protonemal. Posteriormente a célula protonemalso

fre varias divisoes para formar os filamentos do protonema, e a
célula rizoidal primaria alonga-se e divide-se para formar os ri
w5ides secundarios (GANT e ARNOTT, 1965; MILLER e GREANY, 1974 ;
DYER e CRAN, 1976).

0 gametofito desenvolvido & fixo ao substrato pelos rizdi
des e pode ser autotrdfico ou heterotrdfico (RANAL, 1983). Nesta
fase sao formados os anteridios e os arquegdnios(ou ambos), que
ppstépiormente irdo produzir respectivamente os anterozdides e
as gosferas; estes sdo os gametas "masculinos" e "femininos". Nos
casoé em que os anterozdides s3o movels, como em Lygodiwn e Marsilea,
estes movimentam-se em direcdo a cosfera por movimentos flagela-
res que consistem de uma sequéncia de ondas helicoidais propaga-
das-da base até o final do flagelo (BILDERBACK et al., 197u). A
g£eragao esporofiticé tem infcio quando ocorre a unido do antero-
z0ide com a oosfera, formando um zigoto dipldide (BELL, 1978).

Em relacao aos aspectos reprodutivos e genéticos, as pte
ridofitas podem ser divididas em doié grupos, as homosporadaé e
aé heterésporadas. As pteridéfités heterosporadas formam um .Qe-
queno grupo de oito géneros, distribuidos em cinco familias:
Selaginellaceae, Isoetaceae, Marsileaceae, Salviniak:eaé e Azollaceaé
(KLEKOWSKI e BAKER, 1966; KLEKOWSKI, 1979). Nas pteridofitas homos

poradas os ésporangios produzem. somente um tipo de esporc que dara



origem a gametofitos hermafroditas, com anteridios e arquegﬁnios
presentes no mesmo gametofito. Nas pteridofitas heterosporadas
esporangios diferentes produﬁem dois tipos de esporos. Os megaes
porangios produZem megésporos,'que véo desenvolver-se em gameto-
.fitoslfemininos com arquegdnios, enquanto que os microesporan
gios produzem micrdsporos, que daraoc origem a gametofitos mascu-
linos com anteridios. O ciclo de vida das pteridéfitas heterospo
radas &, geneticamente, muito semelhante ao ciclo de vida .- das

plantas com sementes (KLEKOWSKI, 1972, 1879).

Varias alteragdes podem ocorrver no ciclo de vidadas pte-
ridofitas. Aposporia ocorre quando o gametofito e produzido vege
tativamente pelo esporofito, sem a produgao de esporos; nestes
casos o gametofito geralmente & funcional, porém € morfologica—
ménte diferente dos produzidos no ciclo normal (MILLER, 1968
* BELL, 1979; WALKER, 1979; SHEFFIELD e BELL, 1981). A apogamia é
o processo pelo qual um esporofité é'prdduzido vegetativamente a
'partir de um gametofito, sem que ocorra fertilizagao e formacdo
de um zigoto. Apogamia ocorre somente eﬁentualmente, porém em al
gumas espécies que produzem esporos dipléides durante uma esporo
génese modificada a apogamia & um meio de manter o mesmo namero
de cromossomos na geragao e5porofifica e gametofitica, através de
varios ciclos de vida. Nestes casos, O processo recebe oncme de
~apomixia ou agamosporia (WHITTIER, 1964, 1965,1966,1370; EVANS,
1964 ; MANTON, 1950; WHITTIER e PRATT, 1971; BELL, 1979; WALKER,
1979). Uma outra variagdo bastante comum no ciclo de vida &. a
reprodugio vegetativa, predominante em hibridos estéreis. A re-
produgao vegetativa nos esporofitos adultos da-se por ramifica-
¢des dos rizomas, estoldes ou bulbilhos (WALKER, 1979)., Os gaﬁemA
tofitos também podem reproduzir-se vegetativamente, através de
gemas que se destacam e ddo origem a novos individuos ( MILLER;

1968; FARRAR, 197h4).



Germinacio de esporos : luz e temperatura

A luz controla varios aspecfos do ciclo de vida das pfeu
riddfitas, entre eles a germinagdo dos esporos. O térmo fotomor
fogénese aplica-se a todos os aspectos do crescimento e'deéénvoé
vimento que estdo sujeitos a regulagao por estimulos luminosos
(HOWLAND e EDWARDS, 1979).

A germinagdo dos esporos de pferidafitas pode ser dividi

da em trés fases sequenciais conhécidas como pré-indugdo, indu-
cio e pbs-indugdo (TOWILL e IKUMA, 1975a).
- Durante a fase de pré-indugdo o esporo estabelece a sua
sensibilidade a luz. Esta fase pode ocorrer no escuro e inicia-se
com a expdsigéo do esporo a agua, condigdes aerdbicas e tempera-
tura adequadas (TOWILL_e IXKUMA, 1975a;.CHEN e iKUMA, 1979). Se-
‘gundo MILLER(1968), o {empo de hidratagao varia de espécie . para
espécie, com um minimo de 3 hofas e um méximo.de 36 horas. Em
Cyathea delgadii o periodo total de pré~iﬁdugéo € de 48 horas (FER-
REIRA NETC, 1983).

A presenca de oxigénio durante a fase de pré-indugao mos
trou-se fundamental para que esporos de Onoclea sensibilie esta-
belecessem a sua fotossensibilidade. E possivel que sob condigoes
anaerdbicas o esporo produza etanol,que seria responsavel  pela
inibigdo da germinagao (TOWILL e TKUMA, 1975a; HOWLAND e EDWARDS,
1979). SMITH e ROBINSON (1969) demonstraram Qué etanol inibe a
divisdao celular ém Polypodium vulgare.

Provavelmente o oxigénio molecular também atua diretamen
te no pfocesso de estabelecimento da fotossensibilidade, pois es
poros sob condigoes anaerﬁbicas recgpefam—se rapidamente quando
expostos a oxigenio. Este processo pode sér re\}ertido repetida-
mente‘(TOWILL e IKUMA, 1975a; HOWLAND e EDWARDS, 1579). |

Experimentos realizados com esporos deOnoclea sensibilis .



por TOWILL e IKUMA (1975a) demonstram que durante a preé-indugdo
ocorre sintese de proteinas, responsavel pelo estabelecimento e
manutengdo da sensibilidade a luz. A germinagéo dos esporos embe
bidos sob condigdes aerdbicas decai a taxa de 1% por minuto  de
tpatamento com cicloheximida,, um inibidor da sintese protéica.

Quando a cicloheximida & removida pela lavagem dos esporos,a ger
minac3o & recuperada, sugerindo que a sintese de proteinas funda

mentais para o estabelecimento da fotossensibilidade foi novamen

te iniciada.

A fase de indugdo & o periedo onde o esporo necessita de
luz para desencadear o processo de germinacac. A maioria das es-
pécies de pteriddfitas tem esporos sensfveis a luz durante a ger
minagdo (MILLER, 1968); esses esporos sao denominados de fotoblas
ticos, um térmo criado para sementes por EVENARI (1865). Esporoé
fofoblésticos positivos sdo os esporos em que a luz branca inibe
a germinagio.

Em eéporos de Onoeclea sensibilis foi demonstrado que a
indugdo & um processo que ndo requer oxigénio e & independente da
températura. A luz & o Unico fator necessario, cohsiderando—segg
t30 que a indugdo & um evento fotoquimico puro (TOWILL e IKUMA,1975a
HOWLAND e EDWARDS, 1979).

Os comprimentds de ondé do espectro visivel gque promoven
‘majior taxa de germiﬁagéo geralmente encontra-se na féixa de 600
a 680nm, na regido do vermelho (MILLER,1968; SUGAI,1971; TOWILL
e IXKUMA, 1973; HOWLAND e EDWARDS, 1979; FERREIRA NETO, 1983).'

A inducido da germinagac pela luz vermelha indica que pos
sivelmenté o fitocromo esteja envblvido no processo, atuandc como.
um receptor f_otossensivel. A fotorrever'sibiiidadé vermelho/verme
lho-extremo regula a germinagdo em varias espécies: P%eristnﬁtaﬁa.

(SUGAT e FURUYA, 1967), Asplenium nidus (RAGHAVAN,1871), Cheilantes



farinesa (RAGHAVAN, 1873), Lygodium japonicum (SUGAIE&FUﬁﬁﬂ51977)
Thelypteris kunthii (HUCKABY e RAGHAVAN, 1981) e  Cyathea delgadii
(FERREIRA NETO, 1983). |

Para que se caracteriza é presenca de fitocromo ( reacao
de baixa energia) vermelho/vermelho-extremo € necessario que se
demonstre a_fotorreversibilidade do efeito estudado, por vermelho
e vermelho-extremo (HILLMAN, 1967). Muitas egpécies de pteridofi
tas apresentam um pico de germinagdo sob luz vermelha(MILLERJBGS}
porém este efeito ndo € revertido por vermelho-extremo, como acon
tece em Onoclea sensibilis (TOWILL e IKUMA,1973)e Mohria ecaffrorum
(REYNOLDS e RAGHAVAN, 1982). E possivel que outros pigmentos além
do fitocromo regulem a germinagao de esporos. Eéporos de Onoclea
sensibilis nio dependem de fotossintese para gefminar, porém ne-
cessitam desta quando tratados com etileno, um inibidor da germi
nagio nesta espécie (TOWILL e IKUMA, 1973;FISHER e MILLER,1975).
£ provavel também que um pigmento receptor de luz azul esteja en
volvido na germinacdo de esporos de algumas espécies. A conversao
do fitocromo vermelho(Fv) para fitocromo vermelho-extremo (Fve)
pode ser aumentada com a exposigdo do esporo a luz azul (MILLER,
1968), Luz azul inibe a germinacao de esporos em Pteris vittata
(SUGAI e FURUYA, 1967), Cheilantes farinosa (RAGHAVAN, 1973 )},
Lygodium japonicum (SUGAI e FURUYA, 1877), Thelypteris kunthii
(HUCKABY e RAGHAVAN, 1981) e Cyathea deZgadii(FHﬁEﬁRA§ETO,1983%
0 espectro de absorgdo do carotendide violaxéntina e o' espectro
de agao da luz azul, atuando como inibidora, sdo muito semelhan-
tes. Segundo SUGAT (1971), a violaxantina poderia ser o pigmento
fotorreceptor de azul; a irradiagao deste carotenoide com a luz
azul §0deria converté-lo em subsfénci‘as inibitérias da germinagao,
por exemplo dcido abselsico.’ |

Em esporos de algumas especies a germinagao pode ocorrer

na total ausencia de luz:Ceratopteris thalietroides,Osmunda regalis




e Pteridium aquilinum (MILLER, 1968). Esporos - de Bothrychium
dissectﬁm'germinam somente no escuro (WHITTIER, 1873).

A fase de pbs-indugdo & o periodo compreendido entre a
fotoinducdo e o término da germinagdo do esporo, com a protru-
8ao do rizéide ou da célula protonemal. Esta fase & totalmente
dependente do sucesso da pré-indugd@o e indugao (HOWLAND e EDWARDS,
1879). |

A pés-indugdo ndo requer luz, porém ﬁeceééita de oxigenio
e temperaturas adequadas (TOWILL e IKUMA, 197SQ;CHﬂﬁE:IKUMAJE79).
As exigéncias aerdbicas da pos-indugdo sdo bastante diferentes da
pré-indugdo. Esporos de Onoclea sensibilis tém 50% da germinagdo
inibida quando colocados sob condigCes anaerdbicas, 5 horas apds
a fotoinducdo. Condigdes anaerdbicas aplicadas aos esporos 10 ho
ras apds a fotoindugao ndo inibem a germinagao (TOWILL e IKUMA,
1875a).

A pds-indugdo pode ser recuperada, apos a sua inibicdo
. por; anaerobiocse. A recuperacac sob atmosfera de oxigénioc e lenta;
os esporos atingem a metade da gefminagéo maxima somente apds 26
horas de tratamento (TOWILL e IKUMA, 1975a).

Durante a fase de pés—indﬁgao ocorre grande atividade de
sintese de proteinas (TOWILL e IKUMA, 1975b) e sintese de &acidos
nucleicos (EDWARDS e MILLBR, 1972).'

A tempefatura otima para a germinaggo dg esporos varia de
espécie para espécie. Seguﬁdo a revisdo bibliografica realizada
:por MILLER (1968), os extremos em que ainda ocorre germinagao va-
piam de 1°C em esporos de Pteridium até 35°C em um grande numero
de espécies, como por exemplc Onoclea sensibilis. Nestaeﬁpécﬁ; a
fase de.préwindugao € inibida em températuraé de HpoC; temperatg
ras entre 30 e 35°C estimulam a germinagao e 25°C inibem ligeira
mente a germina¢do. Durante a fase de pSs-indugSo a fémperatura

atua de modo semelhante, porém niao ocorre inibicao se os esporos .



réceberem temperéturas deVHO?C seis horas apos a fotoindu¢do (CHEN
e IKUMA, 1979). |

Muitas sementes germinam sob temperaturas constantes, po
rem algumas apresentam um otimo de germinagdo sob temperaturas al
ternadas (FELIPPE, 1978). O processo ainda ndo esta explicado, em
5ora parececa ter algum significade ecoldgico.

Esporos de Cyathea delgadii germinam sob luz branca, em
temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C e pares de temperaturasde 5-25,
10-25, 15j25, 20-25;e 3@—259C, alfernando~se a cada 12 horas. As
maiores taxas de germinagdo ocorrem a 25°C constantes e pares de
-temperaturas 20-2% e 30-25°C. Nenhum tratamento de temperatura pro
moveu germinagd@o na auséncia de luz (FERREIRA NETO, 1983).

0 efeito de temperatura talvez seja de&ido a alteragdo nos
niveis endogenos de reguladores de cfescimento; FELIPPL et al.
(1970) mostraram que o nivel de giberelinas & aumentado guando
sementes de Rumex obtusifolius 550 expostas a altas tTemperatu-
ras, tratamento este que aumenta a germinagao. 

Temperaturas por volta de 30% podem induzir a germina-
cao de esporos fotoblasticos positivos na auséncia de luz. Espo-
ros de,Onoélea sensibilis apresentam uma germinagao igual a 95%
daquela induzida por luz vermelha, a 30°C (MILLER, 1968; TOWILL,
1978).

Giberelina pode, em alguns casos, substituir a luz neces
saria para que © esporo gerﬁine. A adigao de giberelina ao medio
de cultura promove a germinagao de esporos de Anemia phyllitidis
no escuro (HOWLAND e EDWARDS, 1979), porém induz somente 2%  de
germinagéo no escuro em esporos de Matteueccia struthiopteris{ JAR-
VIS e WILKINS, 1973). As duas espécies sdo fotoblasticas positi-
vas. |

A importancia de giberelinas durante o proceéso de germina

cdo fica clara com os experimentos realizados com AMO-1618, ini-



bidor da sintese de giberelinas, em esporos de Anemiagﬁqﬂliti&is.
Esporos tratados com este inibidor nao germinam a este efeito po
de ser revertido com a adicdo de giberelinas ao meio de cultura.
Provavelmente a sintese de gibérelinaré uma resposta ao gstimulo
,;uminéso, pois meios de cultura com esporos que permaneceram em
luz apresentaram atividade giberelinica, nac observada nos trata
mentos de escuro (HOWLAND e EDWARDS, 1979)., GEMMRICH (1982) estu-
dou os efeitos da luz vermelha e do dcido giberélico no metabolis

mo de lipidios durante a germinagdo de 4dnemia phyllitidis. Tanto

o dcido giberélico como a luz vermelha aumentaram a atividade de
-lipase e isocitrato liase. A degradagdo dos lipidios e a ativida
de de lipase eram, entretanto, mais ativas sob luz vermelha. Na
germinagao a luz,vermelha‘e o dcido giberélico tinham efeito adi
tivo. |

Cinetina e Zcido indolil-3-acético induzem 4 e 7% ,respec
tivamente, de germinagao no escuré em .esporos. de Matteucecia
" struthiopteris (JARVIS e WILKINS, 1873).

h  S3o poucos oS trabalhos,realizados com inibidores da ger
minacdo. Acido abscisico ocorre naturalmente em esporos de Anemia
phyliitidis e a indugdo da germinagd@o ndo € alterada por aplica-
¢coes exdgenas de até 50 mg.ml—l(CHENG e SCHRAUDOLF, 1974). Cuma-
rina inibe a germinacao de esporos de Gymnogramme calomelanos
- (SOSSOUNTOCZOV, 1961'22 HOWLAND e EDWARDS, 19879).

Como ja foi mencionédo, etileno inibe a germinag¢doc em es
poros de Onoclea sensibilis; este processo. € fotorreversivel e
dependente da intensidade luminosa (EDWARDS e MILLER,1872; FISHER
e MILLER, 1975), sugerindo uma qependéncia da fotossintese. O
inibidor da fotossintese di—cloro—metilnuréia (DCMU) impede éue
a reversibilidade da inibigdoc por etileno ocorra quando os espo-
YOS Sa0 exposfos a altas intensidades luminosas (FISHER e Mﬂiﬁﬁ;

1975), mas ndo afeta a germinagdo de esporos nao tratados por
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etileno (TOWILL e IKUMA, 1973).

Morfologia de esporos

Graos de pSlen e esporos de pteridofitas apresentam uma
parede dividida em dois extratos, denominados intina e exina. Na
exina podem ser observadas duas camadas: uma interna, denominada
nexina e outra externa, a sexina..Esta Ultima corresponde & par-
te esculturada da exina. Muitas vezes o térmo esclerina & utili?
‘zado como sindnimo de exina, porém em esporos de algumas pteridd
fitas a esclerina compreende uma outra esturtura sobre a exina,
a perina ou perisporo (ERDTMAN, 1952).

Esporos de pteridéfitas nao apresentam‘uma abertura ver-
dadeira. 0 que se observa sic cicatrizes na face proximal resul-
tantes da unido dos esporos naltétrade, durante © processo de
meiose. Esporos com uma s& cicatriz sao dengminados monoletes.
Triletes sio esporos que tém trés cicatrizes radiais, unidas no
pélo proximal (ERDTMAN, 1952).

0 éspecto‘da superficie do esporo e das cilcatrizes, asso
ciado a forma e ao tamanho dos esporos, sao caracteristicas im-
portantes em estudos taxondmicos de pteridofitas, porém tém sido
pouco utilizadas. Uma das excessoes & o estudo palinoldégico em
esporos de Cyatheaceae, reaiizado por GASTONY (1974, 1979) e
GASTONY e TRYON (1876).

Estudos em Cyatheaceae utilizande microscopia Optica e
microscdpia eletrdnica de varredura indicam que nesta familia os
esporos dos oito géneros (TRYON, 1970) podem ser divididos  em
dois grupos: os que apresentam ou ndo perina (GASTONY, 1974).

© BOWER (1923 in GASTONY, 1974) considera a perina comouma

caracteristica presente nas mais primitivas pteridéfitas,incluin
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do entre elas a familia Cyatheaceae.

ERDTMAN (1947) observa que, embora muitos_esporos apresen
tem perina, esta muitas vezes & de difiecil observagéo em esporos
imaturos. Posteriormente, o mesmo autor sugere que a perina e
produto da atividade do periplasmddio e parece ter propriedades
fisico-quimicas proximas a da exina (ERDIMAN, 1952),

| Formagdo de perina foi descrita em micrdsporos de Marsilea,

um género heterosporado, demonstrando-se que esta realmente 3

originada do periplasmodio, sem nenhuma contribuigdo do esporo
PETTITTI, 1979).

“ 6 género Trichipteris & um dos géneros caracterizados pe
la presenca de perina em Cyatheaceae (GASTONY,'i979). RIBA(1967)
descreve algumas espéecies do geénero Trichipterié (sob o nome de
Alsophilal) e caracteriza os esporoé como trilete, radiais e trian
gulares em vista polar, com o didmetro variando de 27 a 35 ﬁm,
Porém, GASTONY (1979) observa que esporos de outras espécies do
género apresentam um didmetro consideravelmente maior, embora ndo
apresente medidas no seu trabalho. | |

Segundo GASTONY (1979), esporos de Trichipteris . corcovadensis
relatiﬁamente maduros apresentam uma perina tipica. A exina pode
ser observada ao microscdpio eletrdnico de varredura em esporos
menos maduros ou tratadeos com alcalis, mOstrando—se finamentep@g
furada, particularmente em vista equatorial e distal. “Prokimalu
mente, finas perfuracgdes também ocorrem proximas de perfuragdes

maiores ao redor do trilete.

Objetivos‘

Poucos trabalhos sobre fisiologia de pteridofitas tém si
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do realizado no Brasil, apesar da grande diversidade de espécies
existentes. Varias espécies de pteridofitas tém sido sistematica
mente coletadas em grandes quantidadeé das maﬁas, para ornamen-
faggole fabricagdo de xaxim. Além disso, as matas como um  todo
‘estdo sendo devastadas, alterando todo o equilibrio entre as es
pecies.

Agsim, decidiu-se verificar os efeitos de luz, temperatu

ra e substancias de crescimento na germinacao . de. esporos de

Trichipteris corcovadensis,

Posteriormente, os resultados obtidos levaram-nos a uma
nova linha de trabalho, em que foi feita a andlise palinoldgica
dos esporos. O objetivo nesta fase foi verificar se diferengas mor
foldgicas entre esporos colefados de varios exemplares da mesma
espécie poderiam indicar porque somente ocorria germinagao em eé

poros de um Gnico exemplar.
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MATERIAL E METODOS

Material

A eépécie estudada neste traball’xo & a Trichipteris corcovaden—
rsis (Radgi) Copel!, uma pteridéfita de porte arboreo. Essa espe-
cie ocorre haturalmente na Reserva Bioldgica do Parque Estadual
dés Fontes do Ipiranga. A reserva esta situada no municipio de
Sdo Paulo, a cerca de 10,2 Km Sul e 0,8 Km Leste do centro de S3o
Paulo (Praca da S&), & latitude de 23°38"-S é 3 longitude de 46°38' W,
numa altitude de 780 m (MELHEM et al, 1981).

| Material fértil foi Coletado para identificagdo e inclul
do no herbario do Departamento de Morfblogia e Sistemadtica da
UNICAMP (UEC 21065; coletores G.AM. Feliﬁe, W. M. Ferreira e L.
M. Esteves, n¢ 11066-A). O material foi identificado por Dr. Pau
lo Windish do Departamentd de Botanica de Sdo José do Rio Preto.
Por&m coletados cinco eXemplaPes, queAforam denominados 11066-A,
11066-B, 11066-C, 11066-D ' e 11066-E. ‘ |
o Esporos do exemplar 11066-A féraﬁ coletados em tres oca
‘sices, com intervalos de um ano: 10/03/80, 23/03/81 e 29/03/82.
Os esporos dds exemplares 11066-B e C féram coletados em 29/03/82
é 23/03/83. 0Os esporos dos exemplares D e E foram cgletados em

29/03/82. S
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Métodos

Viabilidade dos esporos

A viabilidade dos esporos (11066-A,B,C,D.e E) foi verifi
cada com carmim-acético, preparado de acordo com MANTON (1$50).
Foi verificado que o carmim-acético ndo penetrava em esporos in
tactos, havendo necessidade de previamente partir-se a parede dos
esporos. Os esporos foram colocados_eﬁ uma lamina de microscopio
com uma gota de carmim-acético., A laminula foi entdo, colocada e
pyessionada com © éedo polegar para quebrar a parede dos esﬁo«
ros. A leitura foi feita 36 ﬁoras apos as.iaminas tefem‘sido mon
tadas. Foram contados 0§ esporps com a parede partida, corados ou
nao. Os>dados s30 apreséntaéos como porcéntagem de esporos em re
lagao‘ao nimerc de esporos com paredes partidas (os esporos com
" paredeg intactas eram ignoradas). Foram examinadas 15 repeticces

para cada material,

Consumo de oxigenio

Foi medido o consumo de oxigénio pelos eéporos_do mate-
riai 11066-A, através do aparelho de Warburg (UMBREIT et al. ,
‘1964). Foramlusados esporos armazenados por doze meses a 4eC. Em
cada frasco,-foram colocados 50 mg de esporos, 2,0 ml de éguad@g
tilada e, na cisterna, 0,5 ml de hidrdxido de potassio (KOH) a
20% para a absorgao do gas carbdnico liberado. 0s esporos perma-
neceram embebendo na agua destilada pdr,ZQ horaé, As leituras pa
ra determinar o consumo de oxigénio foram feitas apGs essas 24

horas por 120 minutos, em intervalos de 15 minutos ( frascos a
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259C, e em luz branca). 0 KOH s6 foi colocado na cisterna na ho-
" ra em que as leituras iriam ser iniciadas. Os frascos, durante a
embebicdo, eram vedados com parafilme e colocados em camara de
crescimento, com luz fluorescente brancé continua(ihtensidade de
320 uw. mez) a 25°C. Foram utilizados cinco frascos como repeti

goes. O consumo de oxigénio foi expresso em pl Uz.g-l.min"l.

Germinacao

0s esporos foram armazenadoé em tubos de vidro hermetica
mente fechados, envoltos em papel aluminio e mantidos em geladei
ra a 49C (SUGAI e FURUYA, 1867; SUGAI, 1971 ). Em um. exXperimento
(periodos diferentes de armazenamento) foram utilizados esporos
do exemplar 11066-A armazenados a HQC.e QS?C,

Como meio de cultura foi utilizada a solugio de Knop com

. as modificagles introduzidas por DYER (1879):

MgS0,, . 7TH,0 510 mg/l
KNO,, 120 mg/1 -
Ca(NOg4), . 4H,0 1440 mg/1
KH, PO, ‘ 250 mg/1
FeSO, .7H,0 + Na,EDTA 1 ml/1

A solugdo de ferro & acrescenta@a somente no momento do

ensaio. Esta solucdo & preparada com 33,2 g de Na, EDTA, 3,65 g
de NaOH e 25 g de FeSO,.7H,0 para um litro de agua destilada.

lEm erlenmeyers de-125 ml foram colocédés 25 ml de solu

ggq de Knop. 0s esporos foram semeados no meio com o auxilio de

uma espatula, a qual foi mefgulhada no frasco onde estavam arma-

zenados os esporos (misturados com espordngios) e os esporos.
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‘aderiam a espétula. As paredes internas do erlenmeyer foram toca-
das com a espatula, ocasionando a queda dos esporos sobre o meio
de cultura. Os esporos nao foram esterilizados, @ofém, o meio de
éultu?a, os erlenmeyers e ¢ algodao que tampa-os erlenmeyers fo-
‘ram autoclavados a 12000, por vinte minutos; as espatulas foram
esterilizadas em chama.

Apds a autoclavagem, ao meio de cultura foram acrescenta
dos 50 unidades de Nystatin (BDH Chemicals Ltd) para cada 1 mlde
meio de cultura (DYER, 1879). Os experimentos'foram sempre mon-
tados em cimara asséptica.

Os experimentos foram realizados em camaras de crescimen
to "Forma Scientific", modelo 24, com temperatura constante de
25°C, a nao ser quando o_efeito de temperatura era testado.

Nos experimentos com lﬁz fluorescenée branca constante
fdfam utilizadas duas l&mpadas fluorescentés'de 15W 'e intensida-
de totai de 320 uw.cmnz. 0s tratamentos de escurc foram feitos
'envolvendo—éé os erlenmeyers em papel aldminio ou entao recobrin
do-te com tres sacos plasticos pretos.

0 tratamento com luz fluoréscente branca constante, a
25°C, fol o controle para. todos os‘experimentos.

As leituras dos experimentoé foram feitaé em geral apos
14 dias, a partir do inicio do experimento. Uma das excessoes foi.
.0 experimento em que foi determinada a curva de germinagdo;neste
casc as leituras foram feitas 2,3,6,7,11,12,14,15,18,20,24 e 25
diaS”ap5é o infcio do experimento. 0 padrdo utilizado para se
considerar um esporo germinado foi a protrusdo do rizdide. |

Para cada tratamento foram montados trés erlenmeyers.
Para cada erlenmeyer foram feitas trés ISminas, fetirando~se uma
gota da supefficie do meio de cultura (os esporos fhﬁﬁmrx>méﬁﬂaé
recobrindo-a com uma laminula. De cada ldmina foram  examinados

cinco campos ao microscdpio, contando-se o numero total de esporos




17,

presentes no campo e contando-se a seguir os esporos germinados.
Tem-se entao para cada tratamento 5 repeticoes. Foram contados

os esporos de 45 campos, mesmo quando nao ocorria a germinagcao.

1) Temperatura

Foram testadas temperaturas constantes de 5,10,15,20,25,
30,35,49 e HSOC, com os erlenmeyefs mantidos em luz fluorescente
branca constante e escuro. |

0 efeito de alternadncia de temperatura fol verificada sob
luz fluorescente branca continua, e escuro com os seguintes pa
res de temperaturas: 25-5, 25-10, 25-15, 25~—2o;. 25-25, 25-30,25-
35, éSuNO e 25-45°C. * Cada temperétura do par‘alternavawse a ca

da 12 horas em um total de 14 dias.

2) Reguladores de crescimento

_ FoQam também verificados os efeitos do acido indolil-3-
acético (ATA), &cido giberélico (GA;), B-benziladenina(8-BA) e
dcido 2-cloro-etilfosfonico (CEPA) na germinacac de esporos sob
luz fluorescente branca continua, a 25°C. Os quatro reguladores
de crescimento foram testaéés nas concentragéeé de 0,5,25, 50 e
100 pg.ml-l.. Nos tratamentos com reguladores de crescimento, es
tes foram acrescentados ao meio de cultura apds a autoclavagem.
Nos tratamentos com CEPA. as solugoes foram preparadas imediata~
mente antes do experimento; neste caso:os erlenmeyers‘foram subs
tituidos por frascos, com a tampa rosqueada, qﬁe nao permitiam a

perda de etileno para o meio ambiente.



.18,

3) Intensidade luminosa

Foli tambéem estudado o efeito de diferentes'intenéidades
luminosas. As intensidades luminosas foram as seguintes:. 220,
900, 1400, 1900 e 2500 uW.em™%. Essas intensidades foram coﬁse—
guidas envolvendo os erlenmeyers com gase até obter as intensida
des desejadas. As intensidades luminosas foram determinadas com

o auxIlio de um radidmetro U.D.T. modelo 40X. O experimento foi

realizado a 25°¢.

4) Fotoperiodo

0 efeito do periodo diario de luz foi verificado  ( luz
fluorescente branca) na germinagdo. Seis fotoperiodos diferentes
(24, 16, 12, 8 e 1 horas de luz, alem de escuro continuo foram

utilizados. A temperatura foi de 25°¢.

5) Vermelho, vermelho-extremo, azul e verde

Os comprimentos de onda vermelho, vermelho-extremo, azul
- e verde foram cobtidos de acordo com RANDI (1880 ):
a) vermelho: 1§mpada fluorescente vermelha, marca Sylvania, de

20 W, com maximo a 660 nm.

b) vermelho-extremo: lampada incandescente de 6 W e filtro forma

do por trés folhas de papel celofane_azul'e duas de vermelho;

pico a 730 nm.

¢) azul: lampada fluorescente azul, da Phillips, de 15W, e fil-

tro formado por uma folha de papel celofane azul; pico a 450 nm.
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d) verde: lampada fluorescentg verde,'marca G.E. de'20w; e fil;
tro formado por uma folha de papel celofane verde; pico a 525 mm.
A intensidade luminosa foi de 1,2 uW. cmﬂg. nmmlp
Foi verificado o efeito de luz monocromatica aplicadacon
tinuamente, portanto os erlenmeyers permaneceram nas c%maraé sob
luz monocromatica por 1lu dias.

Todos os experimentos com luz monocromdtica foram feitos

a 25°C constante.

6) pH do meio de cultura

Féi verificada a germinagao dos esporos do exemplar 11066-B
em varios pH, em meioé‘de cultura nao tamponados. Foram prepara-
dos meios com pH 3,5,,-9,0.514,53,45,04, 5,5 , e 6,0, Os varios
pH foram obtidoé acreécentando“se gotas de HCL ou NaOH 0,05 M 2
solugao de XKnop. No 79 e no 149 dia do experimento, aléem da lei
tura da germinacao dos esporos fol verificado o pH do meio. Foram
preparados‘também meios nos quais nao foram semeados esporos,com
os mesmos pH; também aqui foi verificada a variacdo dos pHs no

79 e 1uy9 dia.

Dosagem de lipidios

Foi feita a estimativa do conteldo de lipidio total em
esporos secos, sem embebicao, dos exemplares llDBB—A; 11066-B e
11066-C. .Foram utilizados esporos do éxemplar 11066-A coletados
em trés datas diferentes; os. esporos das coletas de 10/03/80 e
23/03/81 foram armazenados a 4°C e a 25°C. Do exemplar 11066-C

foram utilizados esporos coletados em 29/03/82 e 23/03/83. N3o
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foi possivel obter uma quantidade suficiente de esporos dos exem
_plares 11066-D e 11066-E para realizar as dosagens.

A dosagem do conteido de lipidio total foi feita de acor
do com o método de GEMMRICH (1977): 50 mg de ésporos sao homoge-
‘neizados no almofariz, com areia, usando eter dietIlico como sol
vente (20 ml). O material fol agitado durante 24 hdras e acresci

do--de sulfato de sédio (Na sou) para retirar tragos de agua. A

2
seguir foi feita a filtragem em papel de filtro, tomando-se o)

cuidado de remover todos os tracos de lipidio do papel, com éter
_dietilico. A evaporagio do solvente foi feita a vacuo, a 40°¢c,
em bal3o de peso conhecido. 0 baldo com o lipidio € mantido  em
dessecador ate apresentar peso constante, determinando-se gravi-
metricamente o cohteldo de lipidio.
A dosagem do conteldo fotal de lipidio foi feita também
Iapés 4,.7, 11 e 14 dias apdés o inicio da embebigio de esporos- do
exemplar 11066~B. 50 mg de esporos por erlenmeyer foram semeados
em sblugéo Knop.e mantidos sob luz fluorescente branca constante,
a QBOCf No dia da dosagem esse meio de cultura era filtrado a
vécué, em papel de filtro. A superficie do papel foi raspada cui-
dadosamente e a seguir esse material foi tratado do mesmo modo
ja descrito anteriormente para esporos nao embebidos,
| Para cada material foram feitas tré§ vrepetigdes, nilmeroc
- que se mostrou suficiente em experimentos prévios devido &  pe-

quena variabilidade dos resultados obtidos entre as amostras.

Dosagem de proteinas soluvels

A dosagem de proteinas solliveis foi feita pelo método dd
"Dye-Binding" (BRADFORD, 1976), modificado,em esporos dos exem-

plares_llﬂﬁﬁwA, B, C, D e E. Para o exemplar 11066-A foram reall
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zadas dosagens em esporos coletados em 1981, 1982 e 1983,

foram utilizados 200 mg de esporos para cada dosagem. As
amostras foram colocadas em almofariz e maceradas com areia. em
4 ml de hidrdxido de sddio (NaOH) 1%. Este material foi coloca-
do em tuboé de ensaio, permanecendo 1 hora a 4°C. A seguir fol
feita a centrifugagdo durante 15 minutos a 2.000 rpm. Colocou~se
o sobrenadante em novo tubo de ensaio e o precipitado fol descar
tado. “

Deste extrato retirou-se 0;1 ml, ao qual foram acrescen-
tados 0,9 ml de cloreto de sédio (NaCl) 1%. Desta diluigao do
extrato foi retirado 0,1 ml e acrescentados & ml de reagente
Bpilliant Blue G-250. Apds um tempo de aproximadamente 5 minu-
tos a absorbancia foi lida em'espectrofotametro a 595 nm. Os re-
sultados obtidos foram expreésos em ug.mg"l, usando-se uma solu

1

gdo padrao de albumina na concentragéo'de 1 mg.ml —. Usaram-se

trés repetigOes para cada tratamento.

Morfologia dos esporos

1) Mieroscopia optica

0 métod5 utilizado para o estudo da morfologia dos espo
ros fol a acetéliSe, introéﬁzida por ERDTMAN (1943) no estudo do
.grac de polen e mais tarde modificado pelo mesmo autor (ERDTMAN,
1960, 1969). Este método elimina o matefial protoplasmatico do

esporo, deixando-o reduzido a exina, transparente, aléem de remo

ver as substancias estranhas da superficie tornando os detalhes
. L3 .

da escultura mais distintos.
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a. Acetdlise

A técnica da acetdlise consiste na hidrélise acida do ma

terial a ser observado.

| Os esporos (soltos ou nos espordngios) sao colocados em
tubos de vidro Pyrex com 5 ml de acido acético, glacial onde per
manecem por um periodo do minimo de 24 horas. O material assim
fixado & centrifugado, para que sedimente e permita a eliminacdo
do sobrenadante.

Esse material e tra{ado a seguir com a mistura de acetd-
lise, formada de anidrido acético e dcido sulflirico na proporgdo
de 9:1. A mistura de acetdlise & preparada na hora do uso,sendo
adicionados 5.ml da mesma em cada tﬁbo contendd_o material,sendo
entdc mantido em banho-maria por um periocdo de dois minutos, na
temperatura de 100°%¢. -A seguir os tubos sac centrifugados ( com
a mistura ainda quente) e o scbrenadante €& eliminado. O residuo
€ lavado com 10 ml de Agua destilada com 3 gotas de alcool etili
co; o sobrenadante & eliminado pof centrifuéagao e decantacao.
Em seguida o material € tratado com 5 ml de gliceﬁina pura e
agua destiiada (1:1), durante um periodo de aproximadamente 30
minutog. ApSs este periodo centrifuga-se novamente (2000 rpm du-
rante 5 minutosi, elimina-se o sobrenadante e mantém-se os tubos
de boca pafa 5aixo sobre papel de filtro.

Posteriormente, as l&minas s3o montadas com gelatina gli
cerinada, preparada segundo é método proposto por KISSER,em 1935
(ERDTMAN, 1952).

Com um estilete esterilizado, um pequeno pedago de gela
tina glicerinada & posta em‘contacto_éom os ésPofos ~acetolisa-
dos, no fundo do tubo. A gelatina coﬁ.os eSporoé aderidos € colo
cada sobre uma.lamina de micfoscépio e esta € aﬁuééida ﬁumé pla-

ca aquecedora até a fusdo da gelatina. Coloca-se - a laminula,
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t&mandoﬂse o cuidado de esperar a gelatina esfriar'para‘ evitar
deformagoes nos esporos (MELHEM e MATO0S, 1972).

~ Para a preparacio de laminas permanentes, estas sao luta
das com parafina fundida (MULLER, 1950; in ERDTMAN, 19525. Com o
guxilio de um bastio a parafina & levada até uma das mdmém&hdas
da laminula que cobre a preparacac; com ¢ aquecimento a parafi-
na penetra por capilaridade entre a 13mina e a laminula, contor-
nando a preparagac de gelatina glicerinada‘Qﬁe contém o esporo.

A limpeza final da lamina & feita com xilol.

b. Técnica do carbonato de sddio

Utilizou-se a técnica do carbonato de sddio (Na,CO )a 3%
para observagdc da perina ao microscépio Sptico. Esta técnica foil
desenvolvida para tratar graos de polen pouco resistentes éAace~
t6lise (MORBELLI, 1974).

Preparou-se inicialmente uma solucdo de 3g de Na,CO, em
100 ml de agua destilada. Em um tubo de ensaio, capacidade de
10 ml, qué?éontinhavos esporos foram colocados 5 ml desta solu-
gaos; o'tubo‘era aquecido lentamente até ferver durante um minuto,
fomando-se cuidado para que a fervura nao fosse muito violenta.
Acrescentou-se agua, cerca de 4 ml, e foi feita a centrifugagao
a 1500 rpm durante 5 minutos, descartando~ée o sobrenadante. Re-
petiu-se esta lavagem novamente e o residuo foi a seguir trata-

do pelo processo de acetdlise, ja descrito.

c. M&todo de Wodehouse

0 método de Wodehouse (WODEHOUSE, 1935) foi utiliiado pa

ra verificar se a acetolise ndc estava deformando os esporos.
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Por este método & possivel tambem determinar se os esporos apfe—
éentam ou'néo conteldo, pois este ndo € removido como na acetdli
se.

Os espofos foram colocados no centro de uma lémina, com
uma géta de dlcool estilico. Com um algodidc removeram-se os resi
duos e o 6leoc que se foram depositando em torno da preparagao,co
mo um anel. A seguir levou-se a lamina a chama de uma lamparina,
até secar o alcool. Acrescentou-se uma gota de fucsina em solu-
gdo aquosa bem diluida e levou-se novamente a chama para secar.
Uma pequena porgao de gelatina glicerinada, preparada segundo
lKISSER (1835 in ERDTMAN, 1952), foi posta sobre uma laminula e
levada a chama para fundir. A laminula foi invertida e colocada
sqbre a preparagae que se encontrava sobre a lamina.

Para a.preparagéé de lﬁminas permanéntes, estas foram 1lu

tadas com parafina pelo método de MULLER (1950 in ERDTMAN,1852).

d. Medidas

As medidas dos egsporos foram feitas em um'microscépio bi
nocular Zeiss G.F.L., com o auxilio de uma oculap micrométrica
Leitz 12,5 X de tambor giratdrio.

| Para cada material foram preparadas cinco laminas, no mi
‘nimo. As medidas dé tamanho foram feitas ac acaso em 25 esporos
acetolisados, distribuidos em pelo menos trés laminas, visando
uma “uniformidade da amostra (SALGADO-LABOURIAU et al., 1965).

Logo no iniciec do trabalho féi constatada, em amostras de
alguns eiemplares, uma variagéo-marcante_na forma dos esporos;cg

mo € mostrado nas figuras 1-3 (fotografiasﬂpalo microscdpio de

varredura). Foram. definidas duas formas extremas: a forma I (fi-

gura 1), que & triangular em vista polar, com os lados do tpidn-



Figuras 1-3

Variagdes na forma de esporos de T. corcovadensis:
microscopia eletronica de varredura.
Figura 1 - vista proximal do esporo: forma I.

aumento: 6480X

Figura 2 - vista distal do esporo: forma II

aumento: 6480X

Figura 3 - vista proximal de um esporo mostrando uma das:

formas intermediarias entre I e II.

aumento: 6480X



figura 3
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gulo retos, e a forma II (figura 2), também triangular eﬁ vista
‘polar, porém com os lados do triangulo cdnecavos, dando um aspég
to lobado ao esporoc. Entre a forma I e a forma II havia  formas
intermediarias, um exemplo sendo‘a apfesentada na figura 3, em.
gque os lados do triangulo eram levemente curvados para o centro.
Quandc em uma amostra de esporos fol encontrada essa variagao de
formas foram tomadas medidas das formas extremas I e IIL.

Os esporos foram medidos no maximo até sete dias apos o
preparo da lamina. Este cuidado foi tomadec para evitar inchamen
to do esporo, como foi observado em graos de pélen por MELHEN e
ﬁATOS (1972). Foram tomadas medidas do diadmetro equatorial do es
poro, ‘do comprimento do trilete e largura da margem do trilete.
A representagdo esquematica das medidas tomadas no esporo ( em
vista polar) estdao na figura b, |

As porcentagens das formas I, IT e das formas intermedié
rias encontradas em cada coleta de esporos foram verificadas ao
microsedpio Sptico em 45 campos, distribuidos em pelo menos treés
13minas. Contou-se o numeroc total de esporos presentes no campo
e a seguir os esporos de cada forma. 0 mesmo metodo foi utiliza-
do para se verificar presenga ou nao de perina nos esporos de ca
da amostra.

| Os‘espords tratados pelo meétodo de Wodehouse foram somen

te observados, sem fazer qualquer quantificacao.

e. Fotomicrografias

Para a obtengao das fotomicrografias foi utilizado um fo
tomicroscdpio Olimpus, Vanox com cimara de exposigdo automitica
incorporada. Foil utilizado filme Kodak Panatomic-X; ASA 32, empre

gando~se filtro verde para salientar os detalhes dos esporos.



Figura 4

Representagdo esquemdtica do esporo de T. eorcovadensis,

em vista polar, mostrando como foram tomadas as medidas.

- diametro equatorial

E =
C = comprimentoc do trilete
M = largura da margem do trilete
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figura 4
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' 2) Microscopia eletrdnica de varredura

A microscopia eletrdnica de varredura foi utilizada para
uma melhor visualizagdo dos detalhes de escultura dos espOroé. A
preparacgdo foi iniciada, em cdmara asséptica, com a separagao
dos esporos dos residuos do esporangioc. Isto foi feito com o au-
xI1lio de uma espatula, podendo-se entdoc coletar o5 esporos em
uma 1l3mina de vidro utilizande um pincel. A seguir, um pequeno dis
co metdlico (toro) de aproximadamente 1,5 cm‘de'diémetro foi re-
coberto com uma fina camada de esmalte incolor; 08 esporos foram
entdo colocados sobre o esmalte, com o auxilio de um pincel. E
necessario que o esmalte esteja quase seco para que 0s espofos
n3o afundem ou sejam recobertos por ele (CRUZ, 1982);

A etapa seguintg foi a metalizagao a ouro dos toros com
-é preparagio, em um vaporizador construids no ﬁepartamento de Fi
sica do Hidrogénio, do Instituto de Fisica da UNICAMP. Para a ob
tencdo das fotomicrografias foi utilizado um microscopio de var-

redura da marca GO, modelo JSM P15, e filme Kodak PX-135 ASA 100.

Apresentacac dos dados e andlise estatistica

Para os ekperimentos de germinagdo, a relagdo entre o nu
mero total aétesporos observados em um campo ac microscdpio e o
numero de esporos germinados nesse campd foi transformada em por
centagem. A porcentagem de germinagao de cada amostra (campo do
microscépio) foi transformada em valor angular'(argo seno da raiz
quadrada da porcentagem). Os dadés'finais sao apreéentados em
tabelas, em valor singular. A andlise estatisfica dos' .experimen
tos de germiﬁagao fol realizada com os dados em valor angular.

Para comparacao de dois ou mais tratamentos ( germinagao
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ou medidas dos esporos) foi feita a analise de variincia e nos
'casos em que houve diferenga significativa entre eles, foi calcu
lada a DMS 5% (Tukey). Nas tabelas letras minﬁsculas diferentes
mostram que os tratamentos sao diferentes.

Foram c&lculados os intervalos de confianca para as va-+
riacoes do pH dos meios de cultura apcs 7 e 14 dias. Para as me-
didas da margem do trilete foram somente calculadas médias, por-
que estas medidas sao pouco precisas. Os tesfes e anilises esta-

tisticas foram apresentadas por SNEDECOR (1962) e as tabelas uti

1izadas as de FISHER e YATES (1971).
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“RESULTADOS

Viabilidade dos esporos

A porcentagem de viabilidade (coloragao por carmim-acéti
co) € apresentada na tabela 1, onde pode ser observado que a por
centagem de esporos vivos esta entre 76 e 88% nos cinco exempla-
res utilizados.

£ bom lembrar que foi determinada apenas a viabilidade
dos esporos que tiveram a parede partida em razdo do esmagamento
‘pela laminula, j& que © carmim-acético n3o penetrava nos esporos

intactos.

. - . - »
Consumo de oxigenilo

Foi determinado o.consumo de oxigeénio por esporos do exem
- plar 11066-A. O consumo de oxigénio pelos esporos, ép65,24 horas
de embebigao sob luz branca constante foi de 0,225 ploz.min*l.-g
de e§p0rd. Este dado confirma o resultado apresentado na tabela

1, mostrando que o esporo do exemplar 11066-A esta viavel.

Germinagao

Todos os experimentos de germinagao foram-feitos cam esporos



TABELA 1
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Porcentagem de viabilidade, determinada pelo carmim-acé-

tico, em esporos (com a parede quebrada) de cinco

plares de 7. corcovadensis.

o
Esporos armazenados a 4°C.

exem--

exemplar

llOSB—A.
11066-B
11.066~C
11066-D
11066-E

viabilidade

(%)

79
88
86
77

76
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dos exemplares 11066-A e 11066-B. Em nenhum dos experimentos ooor
reu_germinagéo do exemplar 11066~A. Também foi testada a germina
gdo de outros tres exemplares em luz branca e escuro constantes
e a 25°C; pode ser observado na tabela 2 que sO germinaram espo-
ros provenienteé do exemplar 11066-B. Portanfo, em todos os expe

rimentos a seguir foram usados esporos do exemplar 11066-B.

Curva de germinagao

A germinacdo foi verificada 2, 3, 6, 7, 11, 12, 14, 15,
18, 20, 24% e 25 dias apds o inicio do experimento, para os espo-
ros do exemplar 11066-B. Os resultados podem ser observados na
figura 5. A germinagdo inicia-se no 79 dia e o nimero de eéporos
germinados estabiliza-se no 149 dia. Nos‘experimeﬁtos seguintes
(com excegdo do experimento sobre efeito de pH a germinagao foi
. sempfe verificada apds 14 dias. Nunca ocorreu germinagaoc no escu
ro. Nos experimentos seguintes os ésporos do exemplar 11066-B
foram sempre colocados para germinar sobhluz fluorescente branca
constante (a ndo ser nos experimentos com vermelho-extremo, ver-

melho, verde e azul).

Efeito de temperatura

1) Temperaturas constantes

Os esporos foram mantidos em luz fluorescente branca cons-
tante nas seguintes temperaturas constantes: 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 e 45°C. O0s resultados estdo na tabela 3. -Como pode

ser visto, 55 ocorreu germinagdo de esporos do exemplar 11066-B a




'33.

TABELA 2

Germinagdo de esporos recem-coletados de cinco exempla- -
res diferentes de T. corcovadensis em luz branca e es-

o
curo constantes a 257C.

germinag3o (valor angular)

- exemplar ) 1gz constante escuro constante
+11066-A ' 0 0
11066-B o 18,6 . 0
.11066-C 0 | 0
-11066-D 0 _ 0

11066-E S0 0
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xR
1

angular)
fy ]
o

(valor
Land
\n
1

L.

gegginaqao
Q
1)

i i 3 1 i

5 10 - 15 20 25

dias

Figura § - Curva de germinagao dos esporos de T, corcovadenstis,
exemplar 11066-~B, sob luz branca constante.
As barras verticais representam os intervalos de con

fianga.
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TABELA 3

- " Efeito de temperaturas constantes na germinagao de espo-

ros do exemplar 11066-B, de 7. corcovadenstis, mantidos

sob luz fluorescente branca constante.

Temperaturas (°c)

germinagao (valor angular)

5 0
10 0
15 0
20 3,09
25 16,67
30 10,4°€
35 0
40 0
45 0
DMS (Tukey) .1,8

5%
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20, 25 e SGOC, sendo que a germinagao maxima ocorreu a 257C. A
. ~ O, = . . . - .

germinagao dos esporos a 20°C e baixissima, muito proxima de ze

IO.

2) Temperaturas alternadas

Os esporos foram mantidos em luz fluorescente branca, cons
tante, nos seguintes pares de temperaturas: 25—5, 25-10, 25-15,
25~20, 25-25, 25-30, 25-35, 25-40 e 25-45°C. Os resultados es-
rtao na tabela 4. Ocorreu germinagao de esporos do exemplar 11066-B
nos pares 25-20°C, 25-25°C e 25-30°C. A germinagdo maxima ocor-
reu a 25-25°C (ou:25°C constante). Os pares ZS-ZO?C e 25-30°¢
apresentaram uma germinagao igﬁal entre si,.porém menor que O con

trole 25-25°C.

Efeito de reguladores de crescimento

1) Acido indolil-3-acético (AIA)

Os esporos foram mantidos em luz constante, a ZSOC, nas
seguintes concentragaés de AIAE 0, 5, 25, 50 e 100 pg/ml. Os re-’
"sultados estao na tébela 5. A melhor germina§5o dos esporos do
exemplar 11066-B ocorreu na auséncia de ATA. Houve um decréscimo
da germinagcdo na presenga de 5 pg/ml de AIA e uma diminuigao mui
to maior com 25 pg/ml, Nao ocorreu germinagdao em concentragoes de

50 e 100 ng/ml.




TABELA 4
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Efeito de pares de temperaturas alternadas na germinagdo .

de esporos do exemplar 11066-B de 7. corcovadensis, man-

tidos sob luz fluoréscente branca constante.

Tratamentos (°C)

germinacao (valor angular)

25-5 0
25-10 0
25~15 0
25-20 12,72
25-25 16,67
25-30 13,02
25-35 0
25-40 0
25-45 0
DMS., (Tukey) 2,4
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TABELA 5

Efeito de acido indolil-3-aceético (AIA) na germinagado de -
esporos do exemplar 11066-B de T. corcovadensis, manti-

dos sob luz fluorescente branca constante.

Concentracao (pg/ml) "germinagao (valor angular)
0 18,82
5 18 ,1P
25 " ' . 3,8°
50 0

100 ) 0

DMS¢ ¢ (Tukey) , | 2,2
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2) Acido giberélico (GA,)

Os esporos foram mantidos em Iuz constante, a 2506, nas
segui?tes conceﬁtragées de GAB: 0, 5,.25, 50 é 100 pg/ml. = Como
pode ser visto na tabela 6, a concentragao de 5 pg/ml deGA3 nao
alterou a germinagdo dos esporos do exemplar 11066-B em relacdo
ao controle. Concentragao de 25 ug/ml de GA3 diminuiu a germina-
gdo em relagio ao controle, porém quando esta concentrag@o € do-

brada (50 pg/ml) a quantidade de germinagao pérmaneceu igual., A

concentracao de 100 pg/ml de GA3 provocou uma queda substancial

na germinagao dos esporos.

3) 6-benziladenina (6-BA

Os esporos foram mantidos‘em'constante, a ZSOC, nas se-
‘guintes concentragdes de 6-BA: 0, 5, 25, 50 e 100 pug/ml. Os re-
sultados estdo na tabela‘7. 8o qcorreu'germinagéo de esporos do
exemplar 11066-B na ausencia de 6-BA e com a concentragao de

5 pg/ml, sendo esta estatisticamente menor do que o controle.

4) Kcido 2-cloroetilfosfdnico (CEPA)

Os esporos foram mantidos em luz constante, a 2500,' nas
seguintes concentragdes de CEPA: 0, 5, 25, 50 e 100 pg/ml. Como
pode ser verificado na tabela 8, nao ocorreu germinagao de espg

ros do exemplar 11066-B na presenga de CEPA em nenhuma concentra:

gao.

Efeito de luz branca



- TABELA 6
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Efeito de acido giberélico‘(GAS) na germinagdo de espcros

do exemplar 11066-B de T. corcovadensis, mantidos scb luz

fluorescente branca constante,

Concentragao (ng/ml)

. germinagdo (valor angular)

o 18,52

5 17,22

25 10,2"

50 11,7°

100 3,3°
1,8

DMS % ( Tukey)
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TABELA 7

Efeitos de 6-benziladenina (6-BA) na germinagd@oc de espo
ros do exemplar 11066-B de T. corcovadensis, mantidos sob

luz fluorescente branca constante.

concentracgao (ug/ml) germinagao (valor angular)
0 o 16,92
5 g,7P
25 .0,
s0 o 0
100 0
Teste t.q significativo para 0 e 5 ug/ml.
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TABELA 8

Efeito de acido 2-cloroetilfosfonico (CEPA) na germina-
gao de esporos do exemplar 11066-B de T. corcovadensis,

mantidos sob luz fluorescente branca constante.

concentragao (ug/ml) gérminagéd (valor angular)
0 - 17,9
5 0
25 - - 0
50 )

100 ' 0
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1) Intensidade luminosa

A germinacgao dos esporos fbi verificada sob seis intensi
dade luminosas: 2500, 1900, 1400, 900, 320 e 220 pW.cm 2. A ger-
minagao dos esporos do exemplar 11066-B foi maior nas inténéida—
.des de 320 e 220 ;.1W.c:m_2 do que nas outras testadas. Nas outras
intensidades luminosas os valores da germinagdo foram iguais en-
tre si, como pode ser visto na tabela 9. A intensidade de 320 uW.

-—

om & a normalmente usada como controle.

2) Fotoperiodo

Foi verificado o efeito de éeis fotopeffodos diferentes
na germinacdo dos esporos: 24, 16, 12, 8, 1 e 0 horas didrias de
luz. Os resultados sdo apresentédos na tabela 10. A germinagao
dos esporos do exemplar 11066-B nos fotoﬁeriodos de 16, 12 e 8
horas foi igual a germinagdo em luz continua (2% horas de luz) ;

ndao houve germinagao no escuro e com fotoperiodo de 1 hora.

Efeito de vermelho, vermelho-extremo, azul e verde

Os esporos do exemplar 11066-B foram submetidos a trata=
mentos com vermelho, vermeiho—extremo, azul ‘e &erde constantes. 0s
resultados estdo na tabela 11. Todos. os comprimentos de onda in-
duziram a mesma taxa de germinac¢@o, que foi sempre menor do que

a obtida no tratamento com luz fluorescente branca constante.

*

Periodos diferentes de armazenamento
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TABELA 8

Efeito da intensidade luminosa na germinacdo de esporos

do exemplar 11066-B de 7. corcovadensis.

intensidade luminosa germinacao (valor angular)
(uW.om™ 2y
220 C 18,09
320 | ~18,9%
90Q’ | 13,8P
1400 . o 13,4P
1900 | - 12,9°
2500 " 13,8P

DMS o (Tukey) 3,0
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TABELA 10

Efeito do fotoperiodo na germinagdo de esporos do exem—

plar 11066-B de 7. corcovadensis.

fotoperiodo (horas) germinacdo (valor angular)

’ 0 oP
1 o

8 17,6

12 o 1é,Sa

16 17,72

24 3 | 18,9%

Fgg ndo significativos para os fotoperiodos de 8, 12,

16 e 24 Horas.




TABELA 11

OL;B.

Efeito de vermélho, vermelho-extremo, azul e verde constantes

~na germinagao de esporos do exemplar 11066-B de 7. corcovadensis.

Tratamento germinagao (valor angular)
a
vermelho 4,3
vermelhd-extremo S,Sa
azul 3,7a
verde S,Ga
luz fluorescente branca
constante (controle 9,2b
escuro o€
DMSS% (Tukey) 1,7

UNIC AMP
BIRIICTECA (ENTR AL
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1) Exemplar 11066-A

Com os esporos do exemplar 11066-A foi montado um experi
mento.para se verificar se ocorria germinacdc com o aumento do
tempo de armazenamento, isto &, se inicialmente os esporos esta-
vam dormentes e se com o tempo de armazenamento em duas tempera-
turas diferentes a dorméncia era quebrada. Os tempos utilizados
foram 15, 40, 60, 70, 90, 150, 270, 360, 600, 780 e 360 dias.
Nao ocorreu germinagdo a 25°C e sob luz fluorescente branéa cong

tante em nenhum periodo de armazenamento, a 4°c e 25°C.

ke

2) Exemplar 11066-B

Na tabela 12 faraﬁ reunidos os controles de alguns expe-
rimentos realizados com os espdrbs 11066-B coletados em 29/03/82,
sempre sob luz fluorescente branca e tempergtﬁra de 25°C constan
te. A leitura foi feita 14 dias apds o inicio do experimento.
Pode-se observar que até 135 dias apds a coleta a germinacdo man
' tém—se‘iguél a inicial e que apbs 238 dias a germinagdo & aproxi

madaménte 50% da inicial.

pH do meio de cultura

Os‘esporos foram semeadoé em meios de cultura com pHs
3,5.,.4,0., 4,5 , 5,0 e 6,0, e mantidos sob luz Ffluorescente bran
ca de 25°C constante. Os resultados estdoc na tabela 13, No 79dia
a germinagdo maxima ocorreu no controle (pH inicial 4,9) ‘e no
meio com pH 5,0 inicial., No lHQ.dia'a germinagdo maxima ocorreu
nos pHs 4,0 , 4,5 e 5,5 iniciais e a minima no pH‘3,5'Erdcial.

As variagoes dos pHs dos meios no 79 e 149 dia, bem como



TABELA 12
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Germinagéo de esporos do exemplar 11066-B de T. corcovadensis,

‘armazenados a 4°C por periodos diferentes de tempo.

Tempo apos a
coleta (dias)

Germinagao

(Valor angular)

15
67
92
96
102
108
134
135
238
239
254

19,12

17,02

DMS o (Tukey) = 2,9
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as variagOes em. relagdc aos meios sem esporos podem ser.observaw
das tambem na tabela 13. Somente o meio com pH 5,5 manteve-seéem
variagoes, quando semeado com os esporos. 0 meio éem esporos com
pH 5,0 e o controle sem esporos'(pH 4;9) mantiveram-gse constan;

tes até o 149 dia.

Dosagem de lipidios

A dosagem de lipidios em esporos nio embebidos (resulta-
dos na tabela 14) mostrou que os esporos do exemplar 11066-A, co
leta 10/03/80 (armazenados a 25°C) t&m uma quantidade de lipidio
total significativamente maior do que a encontrada em esporos
coletados em 23/03/81;‘Com esporos deste mesmo exemplar verifi-
cou-se que a temperatura de armazenamento néorinflui na quantidg
de de lipidio tétal dés esporos. Esporos das coletas de 10/03/80 e
23/03/81 armazenados a 4°C e 25°C ndo apresentaram diferenga sig
nificativa. A quantidade de lipidio total dos esporos foi a mes
ma em todos os exemplares coletédos, quando armazenados a 4%c,

A dosagem de lipidio total em esporos do exemplo 11066-B,
embebidos a?és b, 7, 11 e 14 dias (tabélé 15) nao mostrou difef
reﬁga significativa. Mesmo apds o sétimc dia, onde j3 se observa
germinagdo, a quantidade total de lipidio mantém-se igual a en-

contrada em esporos embebidos.

Dosagem de proteinas soliveis

Apenas os esporos do exemplar 11066-A coletados em 1980

- ‘4 Ll
apresentaram um nivel de protelna soluvel menor que a dos exem-




TABELA 13

11066-B de T. corcovadensis.
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Efeito da variagdo de pH na germinagiao de esporos do exemplar

7 DIAS
pH inicial Germinagao pH do meio pH do meio
do meio (60! COm esporos sem esporos
3,5 5,39P¢ 3,69+0,07 3,74+0,08
4,0 7,810 4,42+0,13 4,5140,03
4,5 5,720¢ 4,99+0,06 4,99+0,01
5,0 12,43% 5,1740,20 5,10+0,10
5,5 6,507 5,3840,14 - 5,30+0,31
6,0 5,03° 5,21+0,0, 5,20+0,00
controle 12,272 5,1040,02 4,97+0,37
(4,9) '
DMS5%(Tukey) = 2,61
14 DIAS

pH inicial - Germinacgao pH do meio pH do meio
do meio (X com esporos Sem esporos
3,5 26526%" 3,54+0,09 3,74+0,01
4,0 y2,2u2 5,18+0,65 5,17+0,03
4,5 42,282 5,39+0,26 5,05+0,05
5,0 37,107 . 5,4640,33 © 14,9940, 04
5,5 41,123P 5,6040,40 ' 5,39+0,09
6,0 33,480 5,4540,09 5,20+0,09
~controle 36,98b 5,26+0,13 4,99+0,14

(4,9)

DMSS%(Tukey) = 4,88
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TABELA 1Y

Dosagem de lipidio total em esporos de T. corcovadensis.

mg de lipidio.100mg™ ' de esporos

ARMAZENAMENTO
EXEMPLAR 4°¢ 25%¢
11066-A
coleta 10/03/80 58,93P 64,43
11066-A -
" coleta 23/03/81 47,5P 47,8P
11066-A
coleta 29/03/82 ug,8P -
11066-B
coleta 29/03/82 4y, 2P -
11066~C
coleta 29/03/82 50,1P -
11066~C
coleta 23/03/83 45, 0P -
DMSS%(Tukey) = 13,9




TABELA 15
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Dosagem de lipidioc total em esporos embebidos de T.corcovadensis

Tempo de

Embebicao (dias)

mg de lipidio

100 mg tde €Sporos

Germinagao

(Valor angular)

11
14

45,0
41,5
42,3

47,0 -
42,8

0@
02
,1257b

14, 5P

18,3°

F nao significativo -

DMSS%(Tukey) = 3,0
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plares 11065-B e C (tabela 16),

Morfologia dos esporos

Foram estudados esporos dos exemplares 11066-A (figura -
6~8), 11066-E (figuras 9-12), 11066-C (figuras 13-14), 11066-D
(figura 15) e 11066~E (figura 16). Os esporos de cada exemplar se -

rao descritos quanto a forma, trilete e aspecto da superficie,

Forma

Nas amostras preparadas os esporos predominantemente to-
mam a posigao em Aue pode ser cobservada a vista polar. Em varias
amostras fofam constatadas variagses na forma dos esporos, mas
podem ser definidos d01s tipos extremos: as formas I e IT. .

Os-esporos com a forma I apresentam um aspecto triangu-
larnem vista polar, com os lados do tridngulo retos (figura 1) .
Os‘ésporos com a forma II também sao triangulares em vista polar,
porém os lados do tridngulo sd3o cdncavos, dando um aspecto loba-
do ao*ésporo (figura 2). Foram observados também- esporos com for
més intermediirias entre as formas I e II, com os lades do tridn
gulo levemente curvados para o centro (figupa 3).

Os esporos do exemplar 11066-B foram os Gnicos Que _ nao
épresenfaram vériagéo de fofmas; todos os esporos observados ti-
nham a forma I (tabela 17). 0s esporos coietados do exemplar
11066-A em 10/03/80 e 23/03/81 apreéentaram uma variagéo. minima
de formas, com grande predom1nanc1a da forma I e pequeno niimero
de esporos com formas intermediarias (tabela 17). "Amostfas de
todos os outros exemplares apresentaram esporos com formas I, I1

ou intermediarias.



TABELA 16
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Dosagem de proteina soliivel em esporos armazenados a 4°C,  ndo

embebidos, de 7. corcovadensis.

Exemplar ug:de proteina solivel, mg-lde €sporos
11066-A
coleta 10/03/80 8,2
. coleta 23/03/81 10,13P
coleta 29/03/82 g,3aP
11066-B
coleta 29/03/82 11,42
11066-C
coleta 29/03/82 11,12
11066-D
‘coleta 29/03/82 9,8
11066-E :
coleta 29/03/82 10,2ab

DMS¢, (Tukey)




Figuras 6-8

Superficie do esporo de ! T. eorcovadensie, exemplar

11066-A, ao microscdpio optico e de varredura.

Figuras 6 e 7 - andlise de L.0. Exina granulocsa

aumento: 1330X

"Figura 8- Perfuragbes e granulos em torno do trilete, ao

microscdépio de varredura.

aumento: 16200X




figura 8
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Figuras 9-12

Superficie do espovro de T. corcovadensis, exemplar

11066-B, ao microscopio Optico e de varredura.

Figuras 9 e 10- andlise de L.0.,: aspecto granuloso (?)

+

aumento: 1330X

L]

Figura 11- superficie com perina, '‘ao microscdpio de varredura.

aﬁﬁento: 36000X

Figura 12~ esporo sem perina, mostrando em detalhe 'a regiao
do trilete, ao microscdpio de varredura.

aumento: 36000%




figura 10

Figura 11. . I 'nfigura 1)



Figuras 13-1y

Superficie do esporec de T, eorcovadensis, exemplar

ilOGﬁwC, microscopia de varredura.

Figura 13- detalhe das perfuracdes da parede

aumento: 32400X

Figura 1u- detalhe das perfuragSes jﬁnto ao trilete

aumento: 16200X
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figura 13

figura 14



Figura 15

Superficie do esporo de T. corcovadensis, exemplar
11066-D, microscopia de varredura.

Superficie com pequenas perfuragaes. Auséncia de per
furacdes maiores junto ao trilete.

aumento: 32400X

Figura 16

Superficie do esporo de T, corceovadensis, exemplar
11066~E, microscopia de varredura.

Perfurag¢ces maiores ao redor do trilete.

aumento: 16200X
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figﬁra 15

.

”igu}a 16
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TABELA 17

Variacdo de formas (%) encontradas em esporos de cinco exemplares

de T. eorcovadensis,

FORMAS ENCONTRADAS (%)

Exemplar Forma I forma II intermediarios
11066-A

coleta 10/03/80 98,1 0 1,8

coleta 23/03/81 - 96,4 0 3,5

coleta 29/03/82 28,6 27,1 4y, 2
11066-B

coleta 29/03/82  100,0 0 0
11066~C

‘coYeta 29/03/82 30,4 22,7 46,4
11066-D

coleta 29/03/82 28,5 14,2 57,1
11066~-E

coleta 29/03/82 31,5 22,3 46,0
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Quase todos ©s esporos tratadés pelo métodode Wanhouse,
em todos os exemplares, revelaram possuir conteddo celular (figg
ra 17), e que confirma os dados da tabela 1. Isto & vilido para
formas I, II e intermediarias, aiiminando~se a possibilidade’ de
que as variagdes de formas fossem decorrentes da auséncia de con
teGdo celular.

0 maior didmetro equatorial foi encontrado nas amostras de
esporos do exemplo 11066-B. Porém, oS esporgs do exem?lar 11066-A
coletados em 23/03/81l apresentam um didmetro equatorial eétatisf

ticamente igual ao dos esporos do exemplar 11066-B (tabela 18).

Trilete

0 comprimento do trilete em esporcos de todos os exempla
res € aproximadamente 1,6 vezes menor que O diametro equatérial
(tabela 19), indicando que existe uma proporcionalidade entre as
duas medidas. As medidas da margem do trilete sio dificeis de se

obter e variam bastante dentro de uma mesma amostra.

Superficie

Muitas vezes & diffcil interpretar e definir o padraq de
escultura da superficie dos esporos, principalmente quéndo - se
comparam oS resultados obtidos em microscopié optica e de varre-
dura. O aspecto da superficie dos esporos varia bastante, néo sob
entre 08 diversos exemplares como também dentro de uma mesma amos
tra de um exemplar. Porém, ‘& possivel definir um pédrao predomi-
nante'para os esporos de cada exémplar; A superficie dos esporos
varia de psilada finamente perfurada (figura 15)a granulosa (?),
(figuras 9-10) como pode ser observado na tabela 203 as perfura-

¢Ses ao redor do trilete podem ser grandes e nitidas (figura 16) ou .



Figura 17

Esporos do exemplar 11066-C, tratados pelo método de
Wodehouse, mostrando conteldo celular.

aumento: 1000X
Figura 18
Aspecto da perina ao microscépio 6ptico, apos trata-

mento com carbonato de sodio, em esporos do a«mm&abjﬂﬂ66~8.

aumento: 400X
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figura 17

.
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figura 18



Difimetro equatorial de esporos de cinco exemplares de T.corcovaden

TABELA 18

- :

5,404

gtis.,
Foram realizadas trés coletas do exemplar 11066-A.
DIAMETRO EQUATORIAL (um)
X
Exemplar forma I forma II
11066-A
d o od
coleta 10/03/80 57,79 56,989
coleta 23/03/81 71,492 57,794
coleta 29/03/82 64,25°C 58,349
11066~B
coleta 29/03/82 73,092 -
11066-C
' b d
coleta 29/03/82 65,52 57,44
11066-D
coleta 29/03/82 68,5220 61,13°9
11066-E
coleta 29/03/82 68,51P 62,32°
DMS o (Tukey) = 3,17




TABELA. 19
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Medidas do comprimento e da margem do trilete em esporos de cin

co exemplares de

T. eorcovadensis.

Foram realizadas tres coletasdiferentes do exemplar 11066-A.

COMPRIMENTO DO TRILETE(um) =~ MARGEM IO TRILETE(ym)

Cv

X X

Exenplar Forma I forma II forma T forma IT
11066-A
coleta 10/03/80 35;9° 3y, 8° 4,54 1,35
coleta 23/03/81 46,32 45,02 5,85 1,37
coleta 28/03/82 41,60 37,6° b, 74 1,33
11066-B
coleta 29/03/82 ug,0% - 5,80 -
11066-C
coleta 29/03/82 40,5 37,4° 5,76 1,34
11066-D
coleta 29/03/82 43,930 37,3° 5,91 1,06
11066-E
coleta 29/03/82 4y, 02 37,7° 6,1k 1,37

DMS ., (Tukey) = 3,6




TABELA 20
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Aspecto predominante da superficie em esporos de cinco exempla-

res de T. corcovadensis,.
Exemplar Escultura preddminante Perfuragoes ao
' redor do trilete
11066-A granulosa (?2),
perfurada, intercalada nitidas
com pequenos granulos.
11066-B granulosa (?) nitidas
11066-C psilada,nitidémente diminuem ao se
perfurada aproximar da ci
' catriz do trilete.
11066~D psilada, finamente ausentes
perfurada
11066-E psilada, com perfu-
ragoes finas e espa nitidas

cadas
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totalmente ausentes. (figura 15), Em esporos do exemplar 11066-A
foram observados também Pequenos granulos na superficie, interca
lados com perfuragoes (figura 8).

A perina esta presente em esporoé de todos os exemplares
(tabela 21), embora em porcentagens diferentes. 0 aspecto da pe-
rina ao microscopio Gptico, apds tratamento com carbonato de so-
dio, & mostrado na figura 18. Ao microscédpio eletyanico de varre
dura os esporos do exemplar 11066-B apresentdm uma perina bastan
te caracteristica com filamentos grossos (figura 11). Nos espo-

ros dos outros exemplares a perina € mais ténue, com filamentos

finos.




TABELA 21
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Porcentagem de esporos com perina em cinco exemplares de T. cor-

covadensis.

Antes da acetolise os esporos passaram por pre tratamen-

to com carbonato de sodio (3%).

PERINA (%)

EXEMPLAR
11066-A

coleta 10/03/80 79°

coleta 23/03/81 6P

coleta 29/03/82 g1°€
11066-B

coleta 29/03/82 S gud
11066-C

coleta 29/03/82 749
11066~D

coleta 29/03/82 784
11066-F

coleta 29/03/82 67€

DMS

5%

(Tukey)

4,1
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__DISCUSSAO

Como os esporos do exemplar 11066-A de Trichipteris corco
vadengis nunca apresentaram germinagao, foi ievantada a possibi~
lidadé de dbrmancia, que seria quebrada com o aumento do tempo
.de armazenamento, a 4 ou éSOC. HARTT (1925)reporta que Alsophila
australis precisa de um perigdo de armazenamento de um ano para
que ocorra germinagado. Essa hipdtese, porém foi agora afastada
pois apods 32 meses de estocageﬁ ndc ocorreu germinacdo dos espdm
ros. Além disso, esporos do exemplar 119684B'apreseﬁtaram germi-
nagdo imediatamente apds a coleta, demonstrando que ndo hd neces
| éidade de eéfocagem para que haja germinagéo. EDWARDS E MILLER
619725 mostraram também que esporos de Onoclea sensibilis produ-
zidos por diferentes esporofitos apresentam porcehtagens diferen
tes de germinagdo, pelo menos em relagdo a fotoindugdo. -Esses
dados foram confirmados por MILLER e GREANY (1974) e FISHER e
MILLER (1975).

Os es?oros de Trichipteris corcovadensie sdo fctoblésté
cos positivos, como na maioria das especies de pteridéfitas  ja
estudadas. Em uma revisdo bibliografica, MILLER (1968) apresen-
tou uma lisfagem de 75 espécies, dentre as quais somente.l germi
naram na ausencia de luz. ' |

A temperatura &tima para a germinagao de'esporoé - varia
para cada esﬁécie, porém, de um modo geral, os espOroé_de pferif.

dofitas germinam melhor entre 15 e BOOC; as mais altas temperatu
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‘ras que permitem germinagac, estdo.entre 30 e 35°¢ MILLER,(lQSB).
Em esporos de T. corcovadensie a melhor temperatura constante
para germinagdo & 25°¢, segﬁida das temperaturas de SOOC e 20%.
Fora desta faiﬁa de temperaturas (20 a BOOC).nao ocorre germina-
_géo. Em relagao a temperaturas alternadas, os pares de temperatu
ras 25-20°C e 25-30°C sdo os Gnicos em que ocorre germinagdo dos
esporos de T. corcovadensis, porém essa germinacdo & mais baixa
do que a 25°C. Esta série de experimentos mostra que o efeitoini
bitdrio das temperaturas abaixo de 20°C e acima de 30°C & manti-
do mesmo quando diariamente h3 uma alterndncia com a temperatura
-de 25°C. Portanto, 12 horas diarias a 25°C ndo sio - suficientes
para eliminar o efeito inibitério de temperaturas abaixo de 20°¢
e acima de 30%. - |

Em Cyathea delgadit, ﬁma.espécie qﬁe ocorre na mesma hg
giao de T, corcovadenstis, ocorre germinacao dos esporos em uma
faixa maior -de temperatura, indo esté féixa de 15 a 30°C. Neste
' caSOiocorre‘germinagéo com as temperatu:as alternadas de 5—25 e
_iO-ZSCC, 0 que mostra que a temperatura de 25°C reverte o efeito

inibitorio das temperaturas de 5°C e 1O°C3 entretanto, a tempera

tura de 25°C ndoc reverte o efeito inibitdrio de 35, 40 e 45 °c
FERREIRA NETO (1983).
O0s efeitos de auxina na divisac e alongamento celular

_variam de acordo com a espécie (SOSSOUNTZOV, 1961 in HOWLAND e
EDWARDS, 1979). Nos esporos de T. corcovadensis a germinagao
decresce com o aumento de concentragao para 25 pg.ml_l de Aacido
indolil-3-acético. Em concentracdo acima de 25 pg,mlul de AIA
nio ocorre germinagio.

Em Anemia phyllitidie a fotoindugdo para.génmbwgao dos
esporos é impedida por AMO-1618, um inibidor da sintese de gibe-

relinas. 0 efeito inibitdric do AMO-1618 & revertido quando dci-
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‘do giberélico & adicionado ao meio de cultura. A sintese de gibe
relinas pelos esporos de Anemia phyllitidis & uma resposta ao
tratamento de luz (WEINBERG e VOELLER, 1969). Em esporos de T.‘
corcovadensis o aumento da concentragdo de acido giberélico (GA,)
~provocou uma queda na germinagéo dos esporos. Esta diminuigao da
germinagdo ndo & diretamente proporcional ao aumenﬁo da concen-
tragao de GA3; uma concentragdo de 5 ug/ml de GA3 resulta numa
germinacdo igual @ auséncia de GA,; 25 ug/ml e 50 ug/ml de  GA,
produzem uma germinagao igual entre sii

Trabalhos utilizando citocininas na germinacaoc de espo-
ros sao raros na literatura. Cinetina produz ‘em = esporos de
Matteuceia struthiopteria um aumento de 4% de germinagdo no escu
ro, embora ndao seija efetiva em esporos sob ;uz branca(JARVIS e
WILKINS, 1973). Os esporos de T. corecovadensis 830 bastante
sensiveis a 6-benziladenina (S-BA),‘que‘teVeAum efeito inibidor da
germinagao.

A a?licagéo de acido 2-cloroetilfosfdnico (CEPA) na fai
xa de 5 a 100 ug/ml inibiu totalmente a germinagdo de esporos de
T. c&rcovadensis. FISHER e MILLER (1975) apreéentam dados que
sugerem um processo dependente da fotossintese na fotorreversibi
lidade da inibicdo da germinagd@o pelo etileno, em esporos - . de
Qn&clea sensibilis. O fitocromo provavelmente ndo estd envolvi-
- do, pois exposigGes‘perSdicas de luz vermelﬁa ou vefmelho—extre~
mo ndo agem sobre a inibicdo causada pelo etileno. A reversao da
inibicdo da germinagao pelo etileno sG ocorre em intensidades de
luz muito maiores do que as necessarias para a germinagdo total
dos esporos nao tratados pelo etlleno. As curvas de fot0551ntese
e de fotorreversibilidade da inibigao pelo ‘etileno sao igualmen-
te dependentes da intensidade de luz. Além disso, o inibiddr dé

fotossintese, diclorometiluréia (DCMU), bloqueia a germinagao de
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.esporos tratados por etileno, que permanecem em luz (FISHER-
MILLER, 1975). mas ndo afeta esporos nao tratados por etileno,os
quais nao requerem fotossihtese para germinar (TOWILL e TIKUMA -
1873). |

| 0s esporos de T..corcovadensis apresentam uma germina
¢c3o melhor sob intensidade de 320 a 220 uw.cm-z, isto &, nas mais
baixas intensidades testadas. Isto também ocorreu com esporos de
Cyathea delgadii (FERREIRA NETO, 1883). A dosagem de luz ( ou

quantidade de quanta) pode ser alterada por ekposigéo dos esporos

a intensidades diferentes da radiagdo ou alterando o periodo de
‘éxposigéo dos esporos a luz (HOWLAND e EDWARDS, 1979). Quando se
aumentam as doses nao saturantes de um comprimento de onda efeti
vo, ocorre um aumento proporcional na resposté selecionada, como
por exemplo, germinagao édiciohal._ .

Em T. corcovadensis  fotoperiodos de 8, 12, 16 e 24 ho
ras causam .a mesma resposta de germiﬁagSO, porém uma hora de luz
" diaria ndo & suficiente para que ocorra germinagao. Em Céathea
delgadii a germinacido também foi a mesma para os fotoperiodoé
de 8, 12, 16 e 24% horas, mas uma exposigdo Unica de 3 horas de
luz fluorescente branca (apds embebigdo por 48 horas no escuro)
ja foli capaz de promover a germinaéao (FERREIRA NETO 1983).

Os esporos de T, gorcovadensis sob vermelho,vermelho-
~~extremo, verde e azul constantes apresentam a mesma ge:minagéo,
embora menor que em luz fluorescente branca. a germinagao - sob
luz vermelha sugere o envolvimento do fitocromo. Entretanto, nes
ta especie a germinagio também € promovida pelo vermelhof@dzémo.
Estaria o fitocromo, assim mesmo, envolvido na germinagao? _Uma_
possibilidade para explicar a‘germinagiolscb vermelho—extremo e
que somente uma baixa concentragdo da forma ativa do  fitocromo

(Fve) & necessaria; esta concentragao pode ser produzida a par
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- tir da forma inativa (Fv) nao somente por luz vermelha, como tam
‘bém por vermelho-extremo. Em experimentos com angiospermas (indu
gdo floral e germinacdo de sementes) 2% da forma ativa do fito-
cromo ja sdo efetivos e esta ﬁaixa concentra§50 pode ser obtida
_por éxposigéo a vermelho-extremo (NAKAYAMA et al., 1960).

A luz azul tem um efeito inibidor da germinacdo de espo
ros em varias espécies, como por exemplo Pteris vittata (SUGAT e
FURUYA, 1967), Cheilantes farinosa (RAGHAVAN, 1973), Lygodium
Japonicum (SUGAI e FURUYA, 1977) e Thelypteris kunthii (HUCKABY
e RAGHAVAN, 1981). Porém, em T. corcovadensis a . luz azul pro-
‘moveu a germinagdo. [ possivel que um outro pigmento além do fi-
tocromo esteja envolvido no processo de germinagao (SUGAI,1971),
mas a indugao da germinagdo -pela luz azul pode ser resultado de
absorgdo da luz azul pelo pr5pfio,fitocromo;

Os esporos de 7. corcovadensis: germinéram sob luz ver-
de na mesma .quantidade. de outros trafaméntos de luz monocromati-
ca., A regulagao do alongamento por protonema por um pigmenfo que
ébsorﬁe na faixa verde-amarelo (P 580), em adigdo ao fitocromo ,
foi prbposta por MILLER e MILLER (1967) entretanto, a demonétrg
gdo bioquimica desse pigmento ainda ndo foi feita.

Os experimentos cdm variagses do pH do meio de  cultura
em que sao postos a gerﬁinar esporos de Trichipteris corcovadensis.
 mostram que estes gérminam numa faixa relativamente ampla,em con
' gGes controladas. Apds 14 dias observou-se que a maior taxa de
germinacdo ocorre em meios de cultura preparados com pH 4,0 , 4,5
e 5,5 porém no sétimo dia a maior taxa de germinacdo ocorreu. no
meio inicialmente ajustado para pH 5,0 e no controle (pH u,e)i
Isto significa que um meio.com pH 5,0, aproximadameﬁte, inicial-
mente acelera o processo de germinagio. |

Em laboratorio, para germinacaoc dos esporos de T. eorco-
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vadensis, utilizando solugao de Knop como meio de cultura, oé me
lhores pH ajustados inicialmente sac 4,0 e 4,5, PAGE (1979) co~
‘menta que a germinagdo de esporos de pteridéfitas ocorre em uma
larga faixa de variagdo de pH, poftanto este nao é um fator eri-
tico. A acidez comeca a ser um fator importante no ciclo de vida
'das pteridéfitas somente ap0s o estabelecimento do esporofito.
CONWAY (1949) observou que para Pteridium aquilinum hid uma faixa
otima para germinagdo dos esporos, em pH 5,5 a 7,5, embora inibi
gao da germinagdo ocorra somente em condigCes extremamente adi-
das, de pH 3,1 ou menos.

A dosagem de ‘lipidios em.espares de .Prichipteris corcovadensis -
mostrou uma grande quantidade dos mesmos, constituindo mais de
50% do peso seco. CRAN (1970 in CRAN, 1979) demonstrou que em es
poros de Dryoptertis pseuéo—mas‘ 1ipidio representa 20% do . peso
sé€co. Em Anemia phyllitidis os lipidios representam mais de 50 %
do pesé seco dos esporos (GEMMRICH, 1977, 1982).

GEMMRICH (1977) observou que em esporos de dnemia phyllitidis
a quantidade inicial de iipidiog diminuiu para mais da metade no
149 dia de germinagdo, chegando ao limite minimo. Nos esporosde
Trichipteris corcovadensis a quantidade de lipidio dos esporos
permaneceu igual & inicial até o 149 dia. £ possivel que nio se
tenha observado variagdo na quantidade de lipidios porque no 149
dia a germinacdo & baixa (18,37) em valor angular, aproximadamen
te 10%, embora seja a mixima obtida.

Neste trabalho, o padrao utilizado para considerar um es
poro como germiﬁado € a protrusdo do rizéide, o que ocorre somen
te no 129 dia na maior parte dos esporos. No sétimo dia,isomente
12,74 (valor angular) de espofoé de T, corcovadensis - ‘germiné~‘
ram; isto corresponde a aproximadaménte 4,5%. Este desenvolvimen
to & bem mais lento do que © observado em Anemia phyllitidis.

Nessa espécie o rizdide rompe a parede apds trés dias de indugdo
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"do esporo embebido. Uma divisao celular ocorre a cada dia resul-
tando em um filamento de 10 células apés 10 dias e um protalo bi
planar com 40 células apds 20 dias.

E interessante observar que embora os esporos coletados
. do exemplar 11066-A e, 10/03/80 foram os que apresentaram maior
quantidade de lipidio em relacdo ao peso seco, esfes estao entre
os menores esporos coletados de todos os exemplares e em todas as
coletas. | |

~ Os esporos de TIrichipteris corcovadensis coletados doscin

co exemplares nao apresentam grandes variagoes no conteudo de
proteinas soliveis, pelc menos quando ndo embebidos. A menor quan
tidade foi encontrada em esporos do exemplar 11066~A coletadosenm
1980 (8,2 pg.mgflde esporos} quando comparados Com esporos dos
exemplares 11066-B e C (11,4 pg.mgflde esporos’.Portanto, ceréa
de 1% do peso seco dos esporos é,constituido'de proteina solvel,
Este dado & bastante diferente do obtido por GEMMRICH (1977) em
esporos de Anemia phyllitidie. Nesta espécie, proteina scllvel
& pvesponsavel por 10% do peso seco dos esporos. Existem -evidén-
cias-que proteinas si3o material de reserva em esﬁoros de Selagt-
nella ¢ Blechnum (GULLVAG, 1871). Em espécies destes géneros as
proteinas formam granulos envolvidos por uma membrana, e estes
sﬁol digeridos junto com as gdtas de lipidios durante a germina-
. gao. Em esporos de Anemia phyllitidis - RAGHAVAN (1976) demonstra
a presenga de grande nimero de grinulos de proteinas em esporos
embebidos até 48 horas no escuroc. ApGs U horas de luz os granu-
los de profeina_diminuem de tamanho e apGs 20 horas desaparecem
tétalmenfe. |

Foram realizados experimentos de gérminaé&o'com- esSporos
de T. eorcovadensis sob diversas.condiQSes de luz, teﬁperatﬁra ;
meios de cultura, fotoperiodos e substdncias de crescimento, ex

cluindo-se assim a hipbtese de que algum fator externo estava
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impedindo a germinagao dos esporos dos exemplares 11066-A, C, D
e E. De gqualquer modo, espoTos do exemplar 11066-B germinaram em
varias destas condigdes, embora em baixa porcentagem.Concluindo,
nﬁncalsé obteve germina¢ao de esporos de quatfo exemplares de
Trichipteries corcovadensis, em varias coletas realizadas. Germi
nagao somente ocorreu, embora pequena, em e€spOros das duas cole
tas do exemplar 11066-B. Nem o conteldo de lipidios, nem o depro
tefna sollGvel, explica a diferenga de germiﬁagéo entre os exempla
res. Fm decorréencia disso, surgiu a hipotese de que os exemplares
seriam hibridos de ocorréncia natural.

A hibridizagao natural pode ter muitas formas e diferen-
te implicagdes genéticas e taxondmicas. Em plantas com sementes,
hibridos entre duds espécies podem algumas vezes produzir uma ge
racio fértil, isto &, capaz de produzir sementes e progénie. Isto
& parc em pteridéfitas, porém existem excegbes (REICHSTEIN,1981).
Em Pteris quadriaurita ‘e P. multiaurita ocorre hibridizagdo, po-
rém a meiose.na progénie & perfeitamente regular. Neste caso po-
dem ser observados dois tipos extremos de hibridos, com uma am-
pla faixa intermedidria, porém todos sdo férteis (WALKER, 1958).

' Porém encontradas evidéncias de hibridizagao introgressi
va entre Thelypteries serra € T, grandis. Os espécimes tipicos
podém ser facilmente fecbnhecidos, mas em algumas areas ocorrem:
intermediarios. Os_ésPécimes tipicos praticémente sdo esporos a
bortivos, porém nos intermediirios até 50% dos esporos sdao abor-
tivos§ (SﬁETH, 1971).

Entfe Pityrograma viscosa e P. triangulares também océrw
ré hibridizagéo, com uma ampla faixa de hibridos intermediério?
entre as duas espécies. A fertilidade dos esporos vériou de 14
a 97% (ALT e GRANT, 1960),

Muitos outros exemplos de hibridizagac podem ser encatra

dos nos trabalhos de ALSTON (1940), MANTON (1950), BRITTON (1953) ,
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WALKER (1979), REICHSTEIN (1981) e outros menos abrangentes. Na
maior parte dos casos, a hibridizagao resulta em uma progenie es-
tEril; | | |

Segundo REICHSTEIN (1981), sdo dois os procedimentos ne
cesséfios para o estudo de um hibrido: se possivel, devewée fazer
ﬁm estudo citoldgico e semére deve-se examinar o conteido dos es
porangios (e, consequentemente, os esporos).

Neste trabalho foi feita inicialmente uma tentativa  de

se acompanhar o desenvolvimento da meiose durante a esporogenese,

sob a orientagdo da Dra. Neusa D. da Cruz, do Instituto Agrondmi-
co de Campinas. A técnica empregada foi o mé€todo de "squash", uti
lizando carmim-acético (MANTON, 1950). Esta linha de pesquisa foi,
entretanto, abandonada para possivelmente retomi-la no futuro; a
principal dificuldade foi a falta de disponibilidade de material
-nas fases que nos interessavam. 0 proprio material apresentava di
ficuldades, nao se conseguindo visualizar claramente oS cromosso-
'mos nem mesmo no esporo maduro, para verificacao do numero.

A alternativa de.se estudar a ?ériabilidade morfoldgica
dos esporos era a mais viavel. Partindo do principio que os espo
ros dos cinco exemplares de T. corcovadensis . nao germinam ou
tém baixa fertilidade devido a problemas de hibridizacao, e conse
quentemente no pareamento de cromossomos, estes esporos provavel-
mente apresentariam tambémralteragaes na sua,morfologia que pode-
 riam ser_detectadas com o estudo morfoldgico dos mesmos;

Anormalidades morfoldgicas dos esporos s3o citadas por
REEVE (1935) coﬁo indicadores de hibridizagéo em espécies de Sela
ginella. MANTON (1950) cita a presenga de esporos abortados -em

varios hibridos de pterldofltas. WAGNER e DARLING (1957) observa—
ram esporos anormais e abortados em hlbI"ldOS de Asplemum naturals

e obtidos enm 1aborator10.
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Em hibridos de Asplenium heterochroum e A. resiliens ca-
racteristicas intermediirias dos esporos e variagdes no  aspecto
da perina foram observadas por MOZENTI (1966). Em uma analise pa-
linologica de hfbridos interespecificos do ge‘n‘ero Blechnum, MORBELLI
-(19745 relata novamente a produgac de esporos abortivos pelos hi-
bridos. Estes esporos foram classificados. como normais, anormails
e ndo-desenvolvidos; os esporos anormais mostraram variagdes na
forma, no tamanho e na ornamentagao.

Ao se examinar os dados de morfologialem.esporos de T.
eorcovadensis fica evidente que os parametros examinados ndo $30
comuns a todos os esporos de todos os exemplares.

As formas variadas dos esporos naoc podem ser associadas
dipetameﬁte a nao germinagdo dos esporos: espofos do  exemplar B
(que germinam) ndo tém variagdo na forma, pofém os esporos de duas
coletas do exemplar A (que naoc germinam) a@resentam uma variacao
minima na forma. o

0 tamanho dos esporos aparentemente nao tem relag§§ com
sua viabilidade. Esporos do exemplar 11066-B tém o maior difmetro
equatorial entre as amostras observadas, porém esta medida nio &
estatisticamente diferente da obtida com os esporos coletados do
exemplar 11066-A em 23/03/81, que nSb germinam, '

Quanto a superficie dos esporos, ocorrem variagdes que .
tornam dificil agrupa-la como caracteristica. Pode-se destacar a
presencga de uma perina bem mais evidente em esporos do exemplarB.
Ao migroscopio eletrdnico de varredura a perina deste exemplar &
caracterizada por filamentos bastante grossos, porém perina estd
presente em esporos de todos os gxemplares.

| Uma outra possibilidade para a nao germinaggo dos esporos
seria a imaturidade dos mesmos, porém & pouco provivel que em to-
das as coletas.reaiizadas nos exemplares 11066-A, C, D, e E néb

tenha sido coletado um Unico esporo maduro. Além disso, perina e
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uma caracteristica de esporos maduros, segundo ERDTMAN (1947).
HARRIS (1955 in GASTONY, 1974) e GASTONY (1974%). Nas coletas rea-
lizadas, perina esta presenfe em esporos de todos exemplares, Meg‘
mo no- exemplar é, 0 que apresentou menos espofos com perina, apro
ximadamente 60% dos esporos estariam maduros.

Na maior parte dos esporos de todas as coletas foi obser
vado conteudo celular, pelos métodos do carmim-acético e Wodehou-
ge. Foi determinado que os eéporos do exemplar 11066-A consumiam
oxigénio, apds 24 horas de embebigdo. |

Em resumo, pode-se dizer que:

1) embora grande nimero de esporos de todos os exemplares fossem
potencialmente viaveis, somente esporos do exemplar 11066-B germi

naram.,

2) apesar de existirem diferencas morfoldgicas entre os esporos
dos cinco exemplares, nenhuma caracteristica estudada separa to-

‘talmente o exemplar 110667B (que germina) dos outros exemnplares.

Estes dados levam~nos a supor que 08 exemplares estudados
realmente sdo hibridos, talvez inclusive o exemplar 11066-B, E
possivel que este exemplar tenha caracteristicas mais proximas da
especie Trichipteris ecorcovadensis e seja um hibrido que tenhaman
tido uma baixa fertilidade, como alguns casos citados na literatu
ra. Em hibridos dipldides de pteriddfitas as vezes ocorre que al-
gumas. células-mde ndo se separam, e permanecendo juntas, formam
um nicleo reconstituido. Este nlcleo sofre uma divisdo mitStica,
dando origem a dois esporos dipléides, capazes de germinar e ori-
giﬁar gametofitos dipldides. Formacao de ésporos dipléides foi
observada em hibridos de Asplenium adiantum e A.nigrum, e Asple

nium cuneifolium e A. onopterie (SHIVAS, 1969; REICHSTEIN,lQBI).
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As caracteristicas morfoldgicas observadas em .esporos do
exemplar 11066-B sdo muito semelhantes as observadas por GASTONY
(1979) na sua andlise palinoldgica de Trichipterts corcovadensis.
A germinagéo mais elevada obtida com esporos do exemplar = B de
Trichipteris corcovadensis fol 18,8 (valor angular), sob luz fluo-
rescente branca de 220 ou 320 pw.cm-2, em fotoperiodos de 8 e 24
horas e temperatura constante de 25°¢C.

A hipotese de que os exemplares estudados sao hibriéossg
mente podera sér confirmada se posteriormente‘forem retomados os
estudos citologicos. Porem, estes ndo parecem ser possiveis uti-
iizando os exemplares estudados aqui, pois o exemplar 11066-B -~ foi

acidentalmente derrubado na mata onde ocorria.

&
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'RESUMO

Poucos trabalhos tém sido realizados no Brasil sobre ger
minagdo de esporos de pteriddofitas, :apesar dé grandé variedadede
espécies existentes. Neste trabalho foi estudada a germinacio de
ésporos de Trichipteris corcovadensis (Raddi) Cople, sob varias
condigoes de luz, temperatura, pH e substancias de crescimento;fo
ram verificados também o conteldo total de lipidios e proteinas
solliveis dos esporos. Foi feito tambdm um estudo palinoldgico de
esporos coletados de varios exemplares, visando encontrar altera
goes gue pudessem ser associadas aos'resultados de germinagao.

Foram coletados esporos de cinco exemplares (11066-A, B,
'c; D, é E) de T. corcovadensis,  de ocorréncia natural na mata do
Instituto de Botdnica de S3o Paulo. O consumo de oxigénio dos es-
pofos do exemplar A foi determinado‘pelo aparelho de Warburg. A
viabilidade dos esporos dos cinco exempliares foi verificada pelo
método do carmim-acético.

Os experimentos deﬁgerminagéo foram feitos em cimaras de
crescimento com luz e temperatura controladas. Utilizou-se como
meio de cultura solugdo de Knop autoclavada e acrescida de fungi-
cida. Verificou-se o efeito de varias temperaturas constantes‘ e
pares de temperaturas alternadas na germinacao dos esporos. Acidq
indolil-3~acetico, acido giberélico,lG-benziladeninaie ‘acido 2-
~etilfosfdnico foram testados em concentragdes de O até 100 ;.zg.mlnl._ .
Foram verificados os efeitos de varias intensidades luminosas e

fotoperiodos .sobre a germinagao. Esporos foram postos a germinar
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sob luz vermelha, vermelho—extremo, azul e verde. 0 meio de cultu
ra foi pfeparado com pH variando de 3,5 a 6,0.

Os lipidios foram dosados nos esporos nac embebidos e em
bebidos até 14 dias e as proteinas soldveis foram dosadas em espo
ros seéos.

Somente esporos do exemplar B germinaram. Os esporos sio

’
fotoblasticos positivos, ndo germinando no escuro em nenhuma con-
digao. | |

A melhor temperatura constante para argerminagao & 25°%¢ R
nao superada por nenhum par de temperaturas.

As quatro substancias de crescimento testadas, AIA, GA, ,
6~BA, e etileno (CEPA) inibiram a germinagaoc dos esporos, em dife
rentes proporgoes. .

Os esporos germinam melhor nas menofes intensidades de
“luz testadas e germinam igualmente em fotoyeriodds de 8 a 24  ho-
ras. A germinacdo também € igual sob &erﬁelho, vermelho-extremo ,
azul e verde. |

Os esporos germinam melhor em meios de cultura com pH a-

proximadamente 5,0, embora germinagéb ocorra em todos os pHs tes--
tados.
Mais de 50% do peso dos és?oros & resultante de 1ipidios.
- Nao foram observadas difergngaS'no contetdo de lipidio em esporos
estocados a 4°C ou 25°C; também n3o foram observadas diferengas
entre esporos embebidos por 4, 7, 11 e 14 dias.

O conteldo de proteinas solilveis &.ligeiramente menor em
esporos de uma coleta do exemplar A, permanecendo por volta de
10 pg.ml™Y de esporos.

Para o estudo palinolSéico sob microscépio Sptico os esg=-
poros de todos os exemplares .forém acetolisados e medidos. A peri-
na fol observaéa utilizando—se o método do carbonato de sbdio é

o conteiudo celular pelo método de Wodehouse. 0s esporos foram tam
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bém analisados em microscopia eletrdnica de varredura.
Foram observadas variagoes de tamanho, forma e aspecto
da superficie dos esporos. Perina e conteldo celular sdo encontra

dos em esporos de todos os exemplares,

Em sintese, pode-se destacar os seguintes resultados:

1) somente esporos do exemplar B germinam, porém em pequena quan-

tidade.

2) os esporos dos outros exemplares parecem viiveis, pois coram-se

. -y - - . .
por carmim-~acetlco, tem conteudo celular e foi observado consu

‘mo de oxigénio em esporos do exemplar A.

3) nenhuma caracteristica morfoldgica separa o exemplar B totalmen

te dos outros exemplares.

4) esporos dos exemplares que nao germinam provavelmente ndao s3o

imaturos, pois apresentam perina.

Estes dados levam~nos a‘sﬁpor que talvez os exemplaresse
jam hibridos de ocorréncia natural. Talvez até mesmo o exemplar
que germina (B)'saja um hibrido que mantém uma baixa-fertilidade.
Para confirmagdo desta hipStese seria. necessario um estudo citold
gico posterior que provavelmente nao éeré possivel, pois o exem-

plar B foi acideﬁtalmente derrubado.




L] 8-2.

BIBLIOGRAFIA

ALSTON, A.H.G., 1940. Notes on the supposed hybrids in the genus

Aeplenium found in Britain. Proec. Linn. Soc. London 152: 132-

144,

ALT, X.S8. e GRANT, V., 1980, Cytotaxonomic cobservations on the gold-

~back fern. Brirtonia 12:.153-170.

"~ BELL, P.R., 1979. The contribution of the ferns to an understanding
of the 1life cycles of vascular plénts. In A.T. Dyer (ed) The
Experimental Biology of Ferns. Academic Press, London, pé. 57=

85,

BIERHORST, D.W., 1870, A vascular plant with a dominant gameto~

. phyte: Actinostachys sp. Am. J. Bot. 57: Thi-749,

BILDERBACK, D.E.,, BILDERBACK, D.E., JALM, T.L. e FONSECA, J.R., -
1974, The locomotor behavior of Lygodium and Marsilea sperm.

Am, J. Bot. 61 : 888-890.

BRADFORD, M., 1976, A rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein utilizing the principle of

protein-dye binding. Anal. Biochen. 72 : 248-254,

BRITTON, C.M., 1953. Chromosome studies in ferns. Am. J. Bot. 40: 575-583,



.83.

CHEN, C.Y. e IKUMA, H., 1979. Photocontrol of the germination of
Onoelea spores. V. Analysis of germination processes by means.

of temperature. Plant Physiol. 83: 70u4-708.

CHENG, C.Y. e SCHRAUDOLF, -H., 1974. Nachweis vom Abscisinsaure in
Sporen und jungen Prothallien von Anemia rhyllitidie L. Sw. Z.

Pflphysiol., 71: 366-369.

CONWAY, E., 1949. The autoecology of bracken (Pteridium aquilinum
(L.) Kuhn): The.germination of the spore and the development
of the prothallus and the young sporophyte. —oProc. R. Soc.

Edinburgh 63: 325-342.

CRABBE, J. A., JERMY, A.C. e MICKEL, J.T., 1975. A new general se

quenée for the pteridophyte herbériumﬁFarEhz.};:141—162.

-CRAN,'D;G., 1979. The ultrastrutucture of fern gametophyte ceils.
'2& A.F. Dyer (ed) The Experimental Biology of Perhs. Academic

Press, London, pp. 171-212.

CRUZ, M.A.V., 1982, Contribuigdo ao éstudo palinoldgico das Sapin
daceae. Tese de Mestrado. Universidade Estadual de Campinas.
DYER; A.F., 1978, The culture of fern gametophytes for 'experimeg

tal investigation. In A.F.Dyer (ed) The Experimental Biology

of Ferns. Academic Press, London, pp; 253-305,

DYER, A.F. e CRAN, D.G., 1976. The' formation and ultrastructure
of rhizoids on protonemata of Dryopteris borreri Newm. Ann. Bot.

(Lond.) 40: 757-7686.




.84,

EDWARDS, M.E. e MILLER, J.H., 1972. Growth'regulation by ethylene -
in fern gametophytes. II. Inhibition of cell division, Am. J.

Bot. 59: 450-457,

ERDTMAN, G., 1943. An introduction to pollen‘analysis. Waltham:

Chronica Botanica Company. 239 p.

ERDTMAN, G., 1947, Suggestions for the classification of fossil
and recent pollen grains and spores. Svensk.. Bot. Tidskr. 41

104-114,

ERDTMAN, G., 1952. Pollen morphology and plant taxonomy. Angiosperms,

" Stockholm: Almgvist & Wiksell. 539 p.

ERDTMAN; G., 1960. The acetolysis method: A revised.description.

Svensk. Bot. Tidskr. 54: 561-56u.

ERDTMAN, G., 1969. Handbook of palynolegy (Morphology~ Taxohomy -
Ecology). An introduction to the study of pollen grains and

spores. Copenhagen: Munksgaard. 486 p.

. EVANS, A.M., 1964, Ameiotic alternation of generations: a new life

7 éycie in ferns.. Science. 143: 261-263.

EVENARI, M., 1965. Light and seed dormancy. In W. Ruhland {ed),
Encyclopedia of Plant Physiology. Vol. 1512, Springer-Verlag
- Berlin, pp. 804-847,
. - : X
FARRAR, D.R., 1974, Gemmiferous fern gametophytes Vittariaceae.

Am. J. Bot. 61: 146-155.




. 85,

FELIPPE, G.M., 1978, Effects of temperature on germination of

Rumex obtusifolius. Revta. do Museu Paulista 25: 173-181.

FELIPPE, G.M., GHERARDI, E., PENTEADO, L.B.K., ANNES, V.C.S. e
SENE, A., 1970._Detecgép de giberelinas dufante a germinagao

de Rumex obtusifolius. L. Arq. Inst. Biol. (S3o Paulo) 37: 177-187.

FERREIRA NETO, W.M., 1983. Efeito de luz e teﬁperatufa na germina
gao de esporos de Cyathea delgadii Sternb. Tese de Mestrado.

Universidade Estadual de Campinas.

FISHER, R.M. e MILLER, J.H., 1975. Growth regulation by ethylene
"in fern gametophytes. IV. Involvement of photosynthesis in
overcoming ethylene inhibition of spore germination. - .Am. J.

Bot. . 62: 1104-1111.

FISHER, R.A. e YATES, F., 1971. Tabelas estatIsticas para pesqui-
sa em Biologia, Medicina e Agricultura, S3o Paulo: Ed. Poligo-

no e Ed. da Universidade de S3o Paulo. 150 p.

GANTT, E. e ARNOTT, H.J., 1965. Spore'germination and development
of the young gametophyte of the ostrich Fern - (Matteuccia

struthiopteris). Am. J. Bot. 52: 82-94,

GASTONY, G.J., 1974. Spore morphology in the Cyatheaceae. I. The
perine and sporangial capacity: general considerations: Am. J.
‘Bot. 61: 672-680,

GASTONY, G J., 1979. Spore morphology in the Cyatheaceae IIT. The

genus Trichipteris, Am. J. Bot. 66: 1238 1260,




‘86.

GASTONY, G.J. e TRYON, R.M., 1976. Spore morphology in thé Cyathea=-
ceae. II. The genera Lophosoria, Metaxya, Sphaeropteris, Alsophila,

—

e WNephelea. Am. J. Bot. 63: 738-758.

GEMMRICH, A.R., 1977. Mobilization of reserve lipids in germinating
spores of fern Anemia phyllitidie L. Plant Sei. Lett., 9: 301~

307.

GEMMRICH, A.R., 1982. Effect of red light and gibberellic acid on
1lipid metabolism in germinating spores of the fern Anemia

- phyllitidis. Physiol. Plant. 5h4: 58-62,

GULLVAG, B., 1971. The fine structure of some pteridophyte spores
before and during germinafion. In G. Erdtman e P. Sorsa (eds)
Pollen Spore Morpholoegy/Plant Taxonémy. Stockholm: Almgvist &

Wiksell. 361 p.

HARTT, C.E., 1925, Conditions for germination of spores of Onoclea

sensibilis. Bot. Gaz. 79: 427-440,

HILLMAN, W.S., 1967.,The physiology of phytochrome. A. Rev. Pl.

Physiol. 18: 301-32L,

HOWLAND, G.P. e EDWARDS, M.E., 1979.'Photomofphogenesis in  fern
gametophytes. In A.F.Dyer (ed) The Experimental Biology of

Ferns. Academic Press, London, pp. 393-434.

HUCKABY, C.S. e RAGHAVAN,VV., 1981. Photocontroi of'spore germina

tion in the fern Thelypteris Kkunthii, Physiol. P;aﬁt.gizlﬂ-éz.




.87.

JARVIS, S8.J. e WILKINS, M.B.,, 1973.Photoresponses of Matteucecia
atruthiopteris (L.) Todaro. I. Germination. J. Exp. Bot.  24:
1149-1157, |

KLEKOWSKI, Jr, E;J., 1972, Evidence against genetic self-incompa-

tibility in the homosporous ferns. Evolution 26: 66-73,

KLEKOWSKI, Jr, E. J.s 1979, The genetics and reprodutive biology
of ferns. In A. F, Dyer (ed) The Experimental Biology of Ferms.

Academic Press, London, pp. 133-170.

KLEKOWSKI, Jr. E. J..e BAKER, H.G.,, 1966. Evolutionary significance

" of polypleidy in. the Pteridophyta. Science 153: 305-307.

MANTON, -I., 1950. Probléms of Cytology and Evolution in the Pteri

dophyta. Cambridge_University Press, Cambridge. 316 p.

MELHEM, T.S. e MATOS, M.E.R., 1972.'Variabilidade de forma - nos
grﬁos'de polen de Eriope crassipes Benth. - Labiatae. Hoehnea
2: 1-10, |

- MELHEM, T.S., GIULIETTI, A.M., PORERO,'E.; BARR0OSO, G.M., SILVES-

TRE, M. S.F.,.JUNG, S.L., MAKINO, H., MELO, M.M.R.F., CHIEA,
S.C., WANDERLEY, M.G.L., KIRIZAWA, M. e MUNIZ, C., 1981. Plane
jamento para a elaboracgdao da "Flora F;nerogémica da Reserva do
Parque Estadual da Fontes do Ipiranga (S3c Paulo, Brasil)".
~ Hoehnea 9: 63-74,
MILLER, J.H., 1968. Fern gametophytes as experimental material.-

Bot. Rev, 34: 361-L40,




.88.

MILLER, J.H. e GREANY, R.H., 1974. Determination of rhizoid orien
tation by light and darkness in germinating spores of . Onoelea

sensibilis. Am. J. Bot. 61l: 296-302,

MILLER, J.H. e MILLER, P.M., 13967. Action spectra for light-induced

elongation in fern protonemata. Physiol. Plant. 20: 128-138,

MORBELLI, M.A., 1974. Analisis palinologico en hibridos interespe
cificos del genero Blechnum L.,subgenero Blechnum. Bol. Soc.

Argentina Bot. ;é. 446~-466,

MORZENTI, V. M., 1966. Morphological and cytologiecal data ~ on
" Southeastern United States species of the Asplenium heterochrown—

-regiliens Complex. Am. Fern J. 586: 167-177,

NAKAYAMA, S., BORTHWICK, H.A. e HENDRICKS, $.B., 1960. Failure of
photoreversible control of flowering in Pharbitis nil. Bot.

Gaz. 121: 237-243,

NAYAR, B.K. e KAUR, S., 1971. Gametophytes of homosporcus . ferms.,

Bot. Rev. 37: 295-396,

PAGE c. N., 1979 The dlver51ty of ferns. An ecologlcal perspective.
In A. F. Dyer (ed) The Experlmental Blology of Ferns. Academic .

Press, London, pp. 9-56.

. PETTITTI, J.M. 1979. Ultrastructure and cytochemistry of spore
wall morphogenesis. In A.Dyer (ed) The ExperimeﬁtaliBiology of

Ferns, Academic Press, London, pp. 213-252,




-89,

RAGHAVAN, V., 1871, Phytochrome control of germination- of the

spores of Asplenium nidus. Plant. Physiol. 48: 100-102.

RAGHAVAN, V., 1973. Blue light interference in the phytechrome-
-controlled germination of the spores of Cheilanthes farinosa

Plant. Physiol. E&: 306-311.

RAGHAVAN, V., 1976, Gibberellic acid-induced germination of spores
of Anemia phyllitidis: Nucleic acid and protein synthesis during

germination. Am. J. Bot. 63: 960-972.

RANAL, M. A., 1983. Efeito da temperatura e da intensidade lumino
* ga no desenvolvimento de gametofitos de pterid6fitas._ Tese de
mestrado. Universidade Esfadual_Paulisté "JUilio de Mesquita Fi-

lho", Campus de Rio Claro.

~RANDI, A:M., 1980. Germinagao de Stevia rebaudiana Bert. Tese de

mestrado. Universidade Estaduai'de Campinas.'

REEVE, R.M., 1935. Spores of genué Selaginella in Nort-Central and

Northeastern United States. Rhodora 37: 342-345.

REICHSTEIN, T., ’1981. Hybrids in european Aspleniaceae ( Pteridophy-

ta). Bot. Helvetica 91: 89~139,

REYNOLDS, T.lL. e RAGHAVAN, V., 1982, Photoinduction of spore ger=-
mination in a fern,'Mohria eaffrorum, Ann. Bot. U48:227-233.
. . : " .
RIBA, R., 1967. Revision monographica del complejo Alaophila
Swartziana Martius (Cyatheaceae).An. Inst. Biol, Univ, Nac.

- Auton. Mex,  38: 61-100,



L] QOC

SALGADO-LABOURIAU, M.L., VANZOLINI, P.E. e MELHEM, T.S., 19565 Vé—
riation of polar axes and equatorial diameters in pollén grains

_of two species of Casefa. Grana Palynologica B 166-176.

SHEFFIELD, E. e BELL, P.R.,, 1981. Experimental studies bf épbspory

in ferns. Ann, Bot. 47: 187-195.

- SHIVAS, M.G., 1969. A cytotaxonomical study of the dsplenium adian

tum-nigrum complex. Brit. Fern Gaz. 10: 68-80.

SMITH, A.R., 1971, Systematics of the neotropical especies of
Thelypteris Section Cyclosorus. Univ. Calif. Pubs. Bot. 59: 1-

136,

SMITH, D.L. e ROBINSON, P.M., 1969, The effects of fungi on morpho-
genesis of gametophytes of Pélypo'dium vulgare. L. New Phitol

68: 113-122. . | )

SNEDECOR, G.N., 1962, Statistical Methods. The Iowa State Univer-

sity Pre'ss, Ames,, 534 p.

SUGAI, M., 1971. Photomorphogeniesis in Ptaris viftata, IV.Action
spectra for inhibition of phytochrome-dependent spore germina-

@

tion. Plant Cell Physiol. ~12: 103106,

SUGAT, M. e FURUYA, M., 1967, Photomorphogenesis in Pteris . vittata.
I. Phytochrome-mediated spore germiration and blue light interac

tion. Plant Cell Physiol. ' 8: 737-748.

SUGATI, M. e FURUYA, M.,1977. Diverse responses of spores in iig}'rt-dépendent

germination of Iygodium japonicum, Plant Sei. Lett. g: 333-338,




.91,

TOWILL, L.R., 1978. Temperature and photocontrol ofibnoclea spore

germination. Plant Physiol. E&:‘llﬁ-llg;

-TOWILL, L.R. e IKUMA, H., 1973. Photocontrol of the germination
of Onoclea spores. I. Action spectrum. Plant. Physiol. 51:

TOWILL, L.R. e IKUMA, H., 1975a. Photocontrol of the germination
of Onoclea . spores, II, Analysis of gérmination processes by

_ means of anaerobiosis. Plant Physiol, ' 55: 150-15u.

TOWILL, L.R. e IKUMA, H., 1975b. Photocontrol of the germination
of Onoelea _spores., ITI. Analysis of germinétion processes by

means of cycloheximide. Plant Physiol. 55: 803-808.

TRYON, R.M., 1970. The classification of the Cyatheaceae. Contr.

Gray Herb. Harv. Univ. 200: 3-53,

UMBREIT, W.W., BURRIS, R.H. e STAUFTFER, J.F., 1964, Manometric

Techhiques. Burges Publishing Company,; Minneapolis, 305 p.

WAGNER, W.H. e DARLING, T., 1957. Synthatic'and‘wild Asplenium

gravesit, Brittonia 9:- 57-63.

WALKER, T.G., 1958, Hybridization in some species of Pteris L..

Bvolution ;g: 82-92,

WALKER; T.G., 1979. The cytogenetics~bf ferns. In A;F.Dyer (ed)
The Experimental Biology of Ferns. Academic Press, londo, pp.

87-132. -



.92,

WEINBERG, B.S..e_VOELLER, B.R., 1969. External factors “inducing

germination of ferns spores. Amer. Fern. J. 59:153-167.

WHITTiER, D.P., 1964, The influence of'culturalyc@ﬂditions on the
induction of apogamy in Pteridium gametophytes, Am. J. Bot.

51: 730-736.

. WHITTIER, D.P., 1965. Obligate apogamy in Cheilanthes = tomentosa

and C. alabamensis. Bot. Gaz. 126: 275-281.

WHITTIER, D.P., 1966. The influence of growth substances on the
induction of apogamy in Pteridium gametophytes. Am. ~ J. Bot.

' '53: 882-886.

WHITTIER, D.P., 1970. The initiation of sporophytes by obligate

apogamy in Cheilanthes castqﬁea;rAm. J. Bot;‘él: 1249-12%84,

WHITTIER, D.P., 1973. The effect of light and others factors on

spore germination Botrychium dissectum. Can, J,ﬁbtgﬁlrﬁﬁgiﬂﬁgu.

WHITTIER, D.P. e PRATT, L.H., 1971. The effect of light quality on

Plant (Berl.,) 98: 17u4-178,
WODEHOUSE, R.P., 1935. Pollen grains. Their structure, identifica
tion and significance in science and medigihe.' - MeGraw~Hill

Book Company, New York (19 ed.). 574 p.



