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RESUMO

Diversas espécies de samambaias tém sido explaratissriminadamente nas uUltimas décadas
devido as suas caracteristicas ornamentais, maiciou para a confeccdo de vasos e solos.
Polypodium lepidopteris (Langsd. & Fisch.) Kunzeapresenta propriedades medicinais cujas
partes terapéuticas utilizadas séo frondes, raizeemas. Este trabalho tem por objetivo estudar
a viabilidade e a morfologia dos esporos, verificagfeito de diferentes niveis de luz, pH e
temperatura no processo germinativo da espécieaksana morfoanatomia dos gametofitos
durante seu desenvolvimento, além de analisar endel/imento inicial dos esporofitos.
Frondes férteis foram coletadas no litoral lestéltade Santa Catarina, na Restinga da Praia da
Joaquina, em Floriandpolis-SC. Esporos foram @tbsaem papel entretela e armazenadoga 7
1°C; foram analisados em Microscépio Optico (MO) ofmebservado que esporos viaveis sdo
totalmente preenchidos com substancia de resergald@cdo amarela e Microscopio Eletrénico
de Varredura (MEV) mostrando esporasonoletes, com aproximadamente 40um de
comprimento, apresentando depoésitos esféricos perfézie ligeiramente papilada. O teste de
germinacdo em diferentes pHs foi realizado em dalaultivo a 25 2°C (22umol m’s?); os
resultados mostram que aos 7 dias de cultivo acalierenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos pH 4 (9,5%) e pH 4,5 (22,25%)s demais avaliacdes, ndo ocorreu
diferenca estatisticamente significativa entre kamentos. Diferentes temperaturas foram
testadas (20, 25 e 30°C) em camara de germinaZfimél m?s*) sob fotoperiodo de 16 horas;
as maiores porcentagens de germinacao ocorrerd&tCae?menores a 30°C, sendo o percentual
médio de germinacdo aos 28 dias de 35 e 2,25%ctespaente. O efeito que diferentes niveis
de luz solar (54, 38, 22 e 8%) na germinacdo falisado. Os maiores percentuais de
germinacgéo foram encontrados sob 22% de luz (23,25886 de luz natural (28,5%). Quanto a
morfoanatomia dos gametéfitos, observou-se que d@oglias de cultivo, os gametdfitos
filamentosos apresentam uma célula rizoidal aloagadiorofilada, uma fileira de quatro a sete
células clorofiladas; aos 30 dias a fase lamingatetada estd mais evidente e mostra um
meristema apical central; apds 45 dias os games$dséio laminares e cordiformes; apds 120 dias
de cultivo, o meristema apical é nitido; tricomascelulares e estruturas reprodutivas sao mais
evidentes. Em relagcdo ao crescimento inicial dogoréfitos, ocorreram diferencas
estatisticamente significativas entre os parametvasiados no tempo 1 e no tempo 2 (60 dias
apos o inicio do tempo 1A morfoanatomia dos esporoéfitos mostra que essécesppresenta
escamas (tricomas) em ambas as faces das frongdekernee uniestratificada, mesofilo
constituido por parénquima tendendo ao palicadiparénquima esponjoso. Estdbmatos do tipo
anomocitico estdo presentes na face abaxial didascépidérmicas possuem paredes anticlinais
sinuosas. Feixe vascular anficrival delimitado @adoderme.

Palavras-chavesPolypodium lepidopteris, germinac¢do, morfoanatomia, gametofito, espordfito
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ABSTRACT

In the last few decades, several ferns which pteseramental or medicinal proprieties have
been indiscriminately exploited for the confectminvases and groun&olypodium lepidopteris
(Langsd. & Fisch.) Kunze is a medicinal fern, whpresent therapeutic proprieties in the fronds,
roots and rhizomes. The aim of this work was tagtspore viability and morphology, verify the
effects of different light levels, pH and temperatwn spore germination and to analyze the
phases of the gametophyte development, as well asdlyze the early sporophyte development.
Fertile fronds were collected in the east coasthef Santa Catarina Island, in the dunes of the
Joaquina Beach, in Floriandpolis-SC. Spores wéterdd through lens paper and stored at 7 £
1°C. Under light microscopy (LM), the viable spost®w yellow storage substances and under
scanning electron microscopy (SEM), the sporesnawaolets, with approximately 40um, and
show spherical deposits in the slightly papillatearface. The effect of different pHs on
germination was carried in growth room at 2%°C (22umol mi*s™); statistically significant
difference was observed between the pH 4 (9.5%eommation) and the pH 4.5 (22.25% of
germination) after 7 days of culture. Statisticalignificant differences were not found among
the other treatments. The effect of different terapges on germination was analyzed (20, 25
and 30°C). The test was carried out in a germinathamber (147mol m*s?) under a 16h
photoperiod; the higher percentage of germinati@s w&chieved at 25°C and the lowered at
30°C, which showed after 28 days of culture, 3588d 2.25% of germination respectively.
The effect of natural light levels (54, 38, 22 #8%b) was analysed. The higher percentages of
germination were found under 22 % of natural li28.25%) and 8% of natural light (28.5%).
Concerning gametophyte morfoanatomy, it was oleskehat after 15 days of culture, the
filamentous gametophyte present a long rhizoidd) without chlorophyll, a four to seven row
of chlorophyllated cells; after 30 days, the sfz&d laminar phase is more evident, and show a
central apical meristem; after 45 days, gametophgtte laminar and cordate; after 120 days of
culture the apical meristem is conspicuous; uhitzl trichomes and reproductive structures are
very evident. Concerning to sporophyte initial gtiowstatistically significant difference were
observed among the analyzed parameters betweerltand time 2 (60 days started from time
1). The sporophyte morfoanatomy show scales (tneg) in both the frond faces, unistratified
epidermis, the mesophyll consisted of a parenchiending to palisade and spongeous. The
anomocytic stomata are presenting in the abax@idfrface and the epidermics cells show
sinuous anticlinal walls. The vascular anficriviabtie is delimited by the endoderm.

Word-keys: Polypodium lepidopteris, germination, morfoanatomy, gametophyte, sporophyte
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1. INTRODUCAO

As pteriddéfitas constituem um importante grupo dgaaismos da flora brasileira. Séo
plantas vasculares, desprovidas de sementes, casrfakes heteromérficas em seu ciclo de vida,
das quais a esporofitica é a duradoura e a gategafia efémera (Prado, 1998). A literatura cita
um numero de espécies variando de 9.000 a 12.@GB0qdais cerca de 3.250 ocorrem nas
Américas (Tryon & Tryon, 1982; Windisch, 1992). s aproximadamente 30% podem ser
encontradas em territorio brasileiro. As regide$ eSbudeste do Brasil contém cerca de 600
espécies e abrigam um dos centros de endemisnpeeiasio de pteridéfitas no Continente Sul-
Americano (Tryon, 1972).

Segundo Tryon & Tryon (1982) cerca de 65% das éspéle pteridéfitas ocorrem em
ambientes tropicais Umidos. Em ambientes florestaisde existe uma variedade de
microambientes, as pteridofitas apresentam umarrdaiersidade em nimero de espécies e em
tipos de habitos (Senna & Kazmirczak, 1997). Derdmacom Labiak & Prado (1998), as
pteridofitas ocorrem preferencialmente nas areaBlaiesta Atlantica; mesmo assim, algumas
espécies sdo encontradas nas regides semi-aridastitega no Nordeste brasileiro (Barebal.,
1989; Ambrosio & Barros, 1997). Diversas espécies sdmambaias tém sido exploradas
indiscriminadamente nas ultimas décadas, deviduas caracteristicas ornamentais, medicinais,
ou para a confeccao de vasos e solos (Sanhabs 2001).

Segundo Santos (1973), populacdes nativas do Baagiilizavam samambaias, variando
desde a preparacdo do local de parto (numa canfimites) até a decoracao de tumulos. O
mesmo autor relatou o uso de tronco de xaxim, pelMo Xokleng no Sul do Brasil, para
produzir uma bebida fermentada que era utilizadaeasides especiais. Ainda no Sul do Brasil,

1



muitas pessoas obtém o sustento com a extracaoneraalizacdo de frondes deumohra
adiantiformis (Forst.) Ching (Dryopteridaceae) para arranjosafto(Windisch, 2002).

Baculos de Matteuccia struthiopteris (L.) Todaro (Onocleaceae), conhecida como
samambaia avestruz, sdo comestiveis e comerciadizath paises como Estados Unidos e
Canada (Ravest al., 2001). Segundo Bergeron & Lapointe (2000), nalfda década de 90 do
século passado, foram comercializadas 124 tond&auasle baculos congelados ou frescos de
samambaia avestruz no Canada.

Outro produto obtido a partir de pteridofitas s&o twncos deDicksonia sellowiana
Hook. (Dicksoniaceag)que séo indiscriminadamente extraidos dos eceswst florestais e
comercializados em forma de vasos e solo vegetaticssmuito utilizados no cultivo de diversas
espécies de plantas ornamentais (Sagitals, 2001).

De acordo com Tryon & Tryon (1982), a maioria dapéeies de pteridéfitas pertence a
ordem Filicales. Sdo homosporadas, isto €, proda®mnas um tipo de esporos, e caracterizam-
se por possuir alternancia de geragcfes, uma gdticetod outra esporofitica (Figura 01). A
maioria das espécies possui semelhante capacidaddisdersdo através do ar por longas
distancias; essa capacidade de dispersdo dos sgpmssibilita as pteridofitas ocuparem uma

ampla area geogréafica (Tryon, 1970).



Meiose (formagao
dos esporos)

Crescimento

—

Liragaio dos esporos (n)
pelo esporangio {2n)

Esporéfito jovem (2n)

Arguegfinio (n)  Anteridio (n
Esporofito (2n) rquegdnio (n) ru ()

Cosfera (n)

Fecundacao

Gametéfite (n)

Soros (warios esparéngios) Ziguu (2n)

FIGURA 01 - Ciclo de vida de pteridofita homosporada.
FONTE: Disponivel em: <http://www.editorasaracam.br>. Acesso em: 27 jan. 2006.

As pteridofitas homosporadas apresentam esporosa@mueroduzidos nos esporangios
por meiose e depois sdo dispersos. ApOs a gernoinggid esporos quase sempre produzem
gametofitos bissexuados que possuem tanto antgriglimnto arquegbnios e sédo independentes
do espordfito quanto a nutricdo. Dentro dos atitesisdo produzidos numerosos anterozéides
espiralados e multiflagelados que, quando madurosne suprimento adequado de agua, sédo
liberados através do rompimento dos anteridios. aB®rozéides nadam em direcdo ao
arquegOnio, fecundam a oosfera e 0 zigoto resaeltaatneca a dividir-se imediatamente. O
embrido jovem cresce e diferencia-se diretamenteraresporofito adulto, obtendo sua nutricdo
inicialmente a partir do gametdfito, porém, logg@ide um nivel de fotossintese suficiente para
manter-se sozinho. Apos o esporofito enraizar-seahm, o gametofito desintegra-se (Raeen

al., 2001).



De acordo com Dyer (1979), os esporos de samamipgidesm conter lipidios ou
compostos protéicos como fonte de reserva. Esporosalta quantidade de lipidios, apresentam
coloracdo amarela e baixa quantidade de agua,empaesio indices inferiores a 5% do peso de
massa fresca total. J& 0s esporos que possuem stoigwotéicos, como fonte de reserva,
apresentam uma quantidade de agua mais elevadandmdhegar a 50% do peso de massa
fresca total dos esporos. Segundo o mesmo auteraatidade do composto de reserva esta
diretamente relacionada a viabilidade dos esp@®sdo que, esporos amarelos permanecem
viaveis por um periodo de tempo maior que 0s espaales.

Com relacao a fisiologia da germinagéo de ptetiagfiestudos pioneiros realizados por
Mohr (1956) mostram que o0s esporos da maioria dasidpfitas necessitam da luz para
germinacdo. Miller (1968) constatou que dentre §8éeies estudadas, apenas sete possuiam
esporos que germinavam na escuriddo completa, quaeckbiam umidade, oxigénio e
temperatura favoraveis. Alguns estudos realizadoBrasil por Esteves & Felippe (1985),
mostraram que dentre nove espécies estudadas ajpeREs apresentaram esporos que
germinavam no escuro. Segundo Randi & Felippe (1288amambaia arbér€yathea delgadii
Sternb. (Cyatheaceae) apresenta esporos fotobksgositivos sensiveis a tratamentos
luminosos de luz vermelha de apenas um minuto dagéa, apos um periodo de 24 horas de
embebicao no escuro.

Os esporos de pteridéfitas geralmente germinam eutgs dias. Simabukuret al.
(1993) estudaram a germinacao de oito espécietedddiitas de mata ciliar e constataram que
além de todas germinarem na presenca de luz, mtamédio de germinacao variou de 2,61 dias
(Blechnum brasiliense Desv. - Blechnaceae) a 9,01 di#splenium serra Langsd. & Fisch. -

Aspleniacead. Filippini et al. (1999) mostraram que esporos [diecksonia sellowiana Hook.



(Dicksoniaceae) atingiram a maxima porcentagem efenigacdo a 2% 2°C em luz branca
constante, apés 8 ou 9 dias de inoculagéo.

Quanto as exigéncias relacionadas ao pH do medoltlea ha na literatura exemplos de
espécies cuja germinacao € favorecida em pHs maaied) como en®phioglossum palmatum
L. (Ophioglossaceae) cuja germinacdo de esporogencoo escuro e foi mais alta apds oito
meses de inoculacdo em meio liquido, cujo pH fastado para 4 (Whittier & Moyroud, 1993).
A maior porcentagem de germinacdo de esporo€hgdanthes feei Moore (Pteridaceae) foi
observada em meio liquido, com pH ajustado par@Nbidorfet al., 2003).

A morfoanatomia dos gametofitos de pteridofitasdwiplamente estudada por diversos
autores, entre eles: Carafa (1990), Roux (1993)¢ddmet al. (1995), Chiou & Farrar (1997),
Ramirez & Pérez-Garcia (1998), Jaramétaal. (1996 e 2000), Makgomol & Sheffield (2001),
Suzuki (2003) e Hiendlmayer (2004). De acordo coms estudos desses autores, o
desenvolvimento gametofitico pode ser grosseiragnéividido em trés fases: fase filamentosa,
fase laminar espatulada e fase laminar cordifosergdo que algumas das espécies apresentam
tricomas desde a fase filamentosa até a fase larmordiforme. A maioria das espécies de
pteridofitas citadas na literatura apresenta tre®nunicelulares, alguns dos quais sé&o
glandulares. Pérez-Garagh al. (1999) observaram que das seis espécies mexidangénero
Dryopteris (Driopteridaceae) estudadas, todas apresentaweomas capitados unicelulares. De
acordo com estudos de Pérez-Gastial. (1994, 1996), as espéci€beypteris rhachiflexuosa
Riba (Thelypteridaceae) Blechnum cycadifolium (Colla) Sturm (Blechnaceae), apresentaram
tricomas unicelulares glandulares em gametofitos.

Jaramilloet al. (2003) atraves de estudos morfoanatémicos obsenvgue em algumas

espécies do géneReopdtis havia formacédo de gametdéfitos com anteridios eemy@nios, mas



nao ocorria a formacédo do esporofito. O mesmo yéahsido relatado por Bhattacharyya & Sem
(1992), estando esse fato associado a formacaamdetgngios nao férteis e/ou ndo funcionais.

Com relacdo ao estabelecimento de gametofitos erd@gps, as pteridéfitas podem
apresentar exigéncias edafoclimaticas diferentas pada fase de vida. De acordo com
Simabukuro (2002), a fase gametofitica apresematstipidade morfoldgica frente a variagbes da
intensidade e quantidade de luz, nutricdo mineigkis hormonais, entre outros. Segundo Sato
& Sakai (1981), gametdfitos déittaria lineata (L.) Smith e Vittaria graminifolia Kaulf da
familia Vittariaceae, sobrevivem em areas onde m=pectivos esporoéfitos ndo se desenvolvem,
0 mesmo ocorre enTrichomanes speciosum Willd. (Hymenophyllaceae) (Makgomol &
Sheffield, 2001). Essa desigualdade na distriburgflete a diferenca na toleréncia ecoldgica
mostrada pelas duas geracgdes (Johasaln, 2000).

Condi¢Bes 6timas para germinacdo de esporos sdasmezes um reflexo das condicdes
Otimas para todo ciclo de vida das pteridéfitaanG@ gametdfito € um estagio mais vulneravel
do ciclo, sua fisiologia e a gama de condi¢cdes aginmecessarias para crescimento e
desenvolvimento séo limitadas. Consequentemerdas @sesmas condi¢des para sobrevivéncia e
desenvolvimento do gametofito sdo tipicamente amrges com as condicbes Otimas para a
germinacédo dos esporos (Raghavan, 1980).

A quantidade de luz disponivel também é um fatgportante para a ocorréncia de
pteridofitas (Leeet al., 1997). Segundo Kitajima (1996), quando ocorremdamcas nas
condicbes de luz, a maioria das plantas, € capaenmdeanaior ou menor grau, aclimatar-se a
mudanca ocorrida de maneira a maximizar o ganlabdetcarbono.

Ogura (1972), em sua obra sobre a anatomia congpatad 6rgdos vegetativos de

Pteridophyta, realizou estudos detalhados de véaiadlias, reunindo um grande numero de



dados relevantes até os dias atuais. Estudos matfoaicos dos esporéfitos podem fornecer
caracteres para a correta identificacdo das esp€@mwantay & Teran, 1995). Entretanto, um
numero elevado de espécies ainda néo foi estudzatoraicamente (Gracared al., 2001). A
anatomia estrutural da familia Polypodiaceae foudegla por alguns autores como: Allison
(1911), Ogura (1935) e Nayar (1961) dentre outros.

A espéciePolypodium lepidopteris (Langsd. & Fisch.) Kunze (Figuras 02-04) que foi
estudada no presente trabalho pertence a diviséondéfihyta, classe Filicopsida, ordem
Polypodiales e familia Polypodiaceae (Tryon & Tryd882). Segundo os mesmos autores, 0
géneroPolypodium é representado por plantas epifitas, rupicolagwicolas. Caule horizontal
curto a longo-reptante, moderadamente crasso adielgeralmente ramificado, com escamas
peltadas a pseudopeltadas; superficie glabra oggpimargem inteira ou denteada. As frondes
sdo monomorfas a levemente dimorfas (com a fégibngue a estéril), agrupadas ou espacadas
entre si. Peciolo anguloso, sulcado, articulado coraule, com um feixe vascular na base.
Lamina geralmente pinatifida, glabra ou pubesce@eros arredondados ou alongados,
ocasionalmente elipticos, abaxiais, sem indUsiopamiegidos por escamas ao redor (grupo
Polypodium lepidopteris), com ou sem paréfises. Esporos elipsoidais, netem| superficie

muitas vezes levemente verrucosa, tuberculadamlaga.



FIGURAS 02-04 - 02 Aspecto geral do esporofito @&elypodium lepidopteris; 03 - Detalhe de
uma fronde fértil, face abaxial mostrando a disgiisidos soros)4 - Detalhe de uma fronde,
face adaxial

Senna & Kazmirczak (1997) em um trabalho de levaento floristico realizado no
Estado do Rio Grande do Sul, registraram nove espéa familia Polypodiaceae, entre elas,
Polypodium lepidopteris. De acordo com os autores, a espécie foi regastjadnto ao seu habitat
como beira de mata, de habito herbaceo terrestoenea de crescimento reptante. A espécie
encontra-se também entre os principais elementflerdavascular da vegetacdo de praia e dunas

frontais (area de restinga) como uma das espéedsteas mais caracteristicas (Resolucéo
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CONAMA n° 261/99). Para Schwartsburd (2006), emtsaialho sobre Pteridéfitas do Parque

Estadual de Vila Velha (PEVV), Parana, esta espgassui habito terricola nos campos gerais
(regibes mais elevadas) sendo também rupicola dee aas formacdes areniticas e arenitos
isolados nos campos gerais. Segundo esse au®© esha espécie preferencialmente litoranea,
das restingas, porém foi registrada no PEVV, apnagamente a 200 km da costa numa altitude
de cerca de 1.000m em ambiente relativamente sigitastinga, qual seja, helidfilo e de solo

arenoso.

Para que uma espécie se estabeleca na restimg@pg@mente nas dunas moveis e semi-
fixas, deve apresentar algumas caracteristicasofdgitas como: porte reduzido ou rasteiro,
sistema radicular profundo, folhas reduzidas, td@s com uma camada de cera, pequeno
numero de estdmatos na face abaxial das folhasagildimbo em geral de consisténcia coriacea
e brilhante, para refletir os raios solares (Bliesd979; Caruso, 1983).

Polypodium lepidopteris esta entre as plantas medicinais encontradasanastéds umidas
do sul da América, cujas partes terapéuticas atiiz sdo frondes, raizes e rizoma. A medicina
tradicional brasileira reconhece para esta esp#ojeriedade sudorifera, anti-reumatica, tonica,
expectorante, Gtil na cura da bronquite, tossetm®unfeccdes da via respiratéria. No Peru é
também usada na cura de infeccbes urindrias e paowerproblemas cutédneos (Raintree
Nutrition, 2005).

P. lepidopteris é utilizada em associacdo com a “caindahi¢cocca alba (L.) Hitchc,
Rubiaceae) sob forma de medicamento fitoterapigo oome comercial é “Rheumoflora®”,
tendo sido inicialmente fabricado pelo laboratéftora Medicinal” e estando atualmente sob
responsabilidade da “Natura do Brasil”. As partiesplanta que possuem principios ativos

terapéuticos sdo frondes, raizes e rizomas. Esthcameento é indicado como analgésico e



antiinflamatorio, sendo indicado no tratamento e@nratismo, dores musculares e dor ciatica
(Gazdeet al., 2006).

Ha na literatura poucas informacdes a respeito islaldgia de muitas espécies de
pteridofitas, incluindd?olypodium lepidopteris. O conhecimento da fauna e flora € de extrema
importancia para os planos de conservagao e neicepaéa aplicacdo dos projetos de manejo e
preservacao das espécies (Santiago & Barros, 2003).

Nesse sentido torna-se necessario o conhecimemstocatacteristicas ecofisioldgicas,
visando o manejo e conservagado, bem como contilwé a formacao de recursos humanos que
possam aplicar o conhecimento adquirido em bewoefiai preservacéo da flora de pteridofitas.
Assim, esse trabalho tem como objetivo contribur conhecimento dos processos de
desenvolvimento inicial do gametofito e espordlioP. lepidopteris tendo em vista a caréncia

de trabalhos com esta espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a viabilidade e a morfologia dos espolmmn como o desenvolvimento
gametofitico e o crescimento inicial dos esporéfitte Polypodium lepidopteris (Langsd. &

Fisch.) Kunze.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar sob microscopias optica e eletrbnica deedara, a morfologia dos esporos de

P. lepidopteris.

« Determinar a porcentagem de germinacdo dos esplerBs lepidopteris em diferentes
condic¢des de cultivo: pH, temperatura e niveisude |

e Analisar o desenvolvimento morfoanatdmico dos géfites e/ou segmentos dos
mesmos.

* Analisar o crescimento inicial dos espordfitos cigdes em condicbes de laboratorio
através dos parametros: numero total de frondesaala maior fronde.

* Analisar a morfoanatomia das frondes dos esposbjieens crescidos em condi¢cdes de

laboratorio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta do material botanico

Frondes férteis da espécie foram coletadas nalliteste da Ilha de Santa Catarina, na
Restinga da Praia da Joaquina (Figura 05), sitdadao do distrito da Lagoa da Conceigéo, em
Floriandpolis, SC. Essa éarea pertence ao ParquaecMahdas Dunas da Lagoa da Conceicao,
unidade de conservacgéo de protecdo integral, decraticipal n® 1.261, de 23 de maio de 1975

(CECCA, 1997).

3.2 Espécie estudada

Foram coletados esporos da esp&cdkypodium lepidopteris (Langsd. & Fisch.) Kunze

pertencente a divisdo Pteridophyta, ordem Polypesiafamilia Polypodiaceae.

3.3 Acondicionamento dos esporos

Apés a coleta, as frondes foram postas para sesdrandejas plasticas sobre papel de
filtro a temperatura ambiente, em laboratorio, padazir a abertura dos esporangios e liberacéo
dos esporos. Em seguida, os esporos foram sepalladossporangios por filtragem em papel
entretela (ou papel de lente)armazenados em frascos de vidro sob refrigeracaar C

(Randi, 1987).
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FIGURA 05 - Localizagdo aproximada da area de coleta do mhberianico. Parque Municipal
das Dunas da Lagoa da Concei¢éo — Floriandpolis/SC

FONTE da imagem de satélite da Illha de Santa @atariDisponivel em:
<http://lwww.spg.sc.gov.br>. Acesso em: 02 abr. 2007
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3.4 Analise microscépica dos esporos

Foram preparadas laminas com esporos armazenadoaseos de vidro sob refrigeracéo
a 7 + PC (Randi, 1987). Foi colocada uma pequena porcaspleros sobre a lamina, pingando-
se sobre estes uma gota de agua e cobrindo-os guidaecom laminula. O material foi
fotografado em microscopio Optico da marca Leica SMBO DMLS, equipado com
fotoautomatico, no Laboratorio de Anatomia Vegeatal CCB/UFSC. Amostras secas foram
colocadas sobre suporte de aluminio, com auxilifitalele carbono dupla face e cobertas com
20nm de ouro, em metalizador Baltec, modelo CED. @8&nalise e documentagdo foram
efetivadas em Microscépio Eletrénico de Varredunayca Phillips, modelo XL30, pertencente

ao Laboratério de Materiais da UFSC.

3.5 Esterilizacao dos esporos

Esporos dePolypodium lepidopteris foram previamente separados dos esporangios e
esterilizados superficialmente pela lavagem emcéolwde hipoclorito de sédio comercial (Q-
Boa®, com 2% de cloro ativo), diluida a 10% e acrescldauma gota de detergente liquido
comercial, durante 20 minutos; em seguida os espfm@m enxaguados em agua destilada

esterilizada em autoclave e filtrados a vacuo spapel de filtro (Randi & Crozier, 1991).

3.6 Germinacédo dos esporos

Os esporos previamente esterilizados foram indoglaem 08 frascos erlenmeyers

contendo 15mL de solucdo nutritiva de Mohr (195&)gundo Dyer (1979) (Quadro 01),
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acrescida de Benldtd25 mg.L") para evitar contaminacao por fungos. A vidratitizada, bem

como a solugao nutritiva, foram previamente estadas em autoclave por 20 minutos a uma

temperatura de 120. Para cada repeticdo (01 frasco erlenmeyer) apastamente 10mg de

esporos foram inoculados com auxilio de espatudaer@nmeyers foram tampados com filme de

polipropileno de uso doméstico da marca Assdtafios por elastico e transferidos para sala de

crescimento com irradiancia & altura dos frascosapi®ximadamente 2Zmol m?s®. A

iluminacéo foi obtida pelo uso de lampadas fluceases brancas e o fotoperiodo foi de 16 horas

a uma temperatura de 25 %2 Esse material foi mantido nessas condicdes tugindias.

Compostos Quimicos Quantidade
Sulfato de MagNESIO........uuuuuiuiiiiiimmmmme e 51@/n
Nitrato de POtASSIO.....ccoiii e QLhg/L
NItrato A CAICIO.....cuuiriiiiiiiiiiiiiiiiiirmrrme e e Didhg/L
Fosfato de POtAsSio DIDASICO. ............uvieeeeeemeeeeee et ee e 250 mg/L
Solucédo de FESIIH,O € NaEDTA. ..o eeemme e 1 ml/L

Agua destilada até completar 1 (um) litro.
Preparac&amistura-se todos os ingredientes.

Solugéo de FeSXYH,O e NaEDTA:

NAEDTA. .ttt nae e 33,2 g/L
Hidroxido de SOAI0........ccooeeiiiiiii e 68,g/L
YU | = 10 o (SN =T ¢ o TP 25 g/L

Agua destilada até completar 1 (um) litro
Preparac&oMistura-se todos os ingredientes

QUADRO 01 - Composigéo quimica do meio de Dyer (1979).

15



3.7 Efeito de diferentes pHs na germinacao dos espe

Esporos previamente esterilizados foram inoculadns24 frascos erlenmeyers (quatro
repeticdes por tratamento) e mantidos conformeRbam estabelecidos seis tratamentos: pH 4,
pH 4,5, pH 5, pH 5,5, pH 6 e pH 6,7 (controle). é&rminacdo foi acompanhada em intervalos de
sete dias, sendo que para cada dia de avaliagho fineparadas quatro laminas (repeticdes) por
tratamento e contados 100 esporos por lamina, esroseopio binocular, em aumento de 100
vezes. Para essas avaliacdes foram verificadaso@enpagens de esporos germinados, de
esporos viaveis e de esporos inviaveis. Foram dersmios esporos germinados 0s que
apresentaram protruséo de rizéide; viaveis os gresantaram coloracdo amarela; e inviaveis os
gue se apresentaram translicidos indicando aus@acsabstancias de reserva. Os calculos de
porcentagem de germinacdo foram feitos tendo com®e bsomente 0S esporos viaveis,

desconsiderando os inviaveis.

3.8 Efeito de diferentes temperaturas na germinacatos esporos

Esporos foram inoculados conforme 3.6 e mantidosc@mara de crescimento com
irradiancia & altura dos frascos de aproximadamgngemol m? s. A iluminacado foi obtida
pelo uso de lampadas fluorescentes brancas e peféwdo foi de 16 horas. A germinacao foi

avaliada conforme descrito em 3.7. Foram realiza@sstratamentos: 20, 25 e 30°C.
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3.9 Efeito de diferentes niveis de luz na germinaga@los esporos

Esporos foram inoculados para a germinacao conf@®e mantidos em armacdes de
madeira de 50ctnrevestidas por tela sombrite (caixas), que reduaeimsolacdo natural em
aproximadamente 54, 38, 22 e 8%. Os niveis de diEside fluxo de fétons dentro das caixas
foram analisados diariamente as 12:00 horas, pantqmetro LICOR 250, munido de sensor
PAR (400 a 700nm). Em um dia ensolarado de novenalaraneio dia, a densidade de fluxo de
fétons nesse local atingitt75pmol m?2s®. Paralelamente foram registradas as temperaturas
maximas e minimas diarias dentro de cada caixa &gserimento foi realizado sob luz solar
plena nas dependéncias do Departamento de Botémidaiversidade Federal de Santa Catarina.

A germinacao foi avaliada conforme descrito em 3.7.

3.10 Desenvolvimento dos espordfitos

Apbs 30 dias em meio de cultivo liquido, os garite filamentosos, obtidos a partir da
metodologia especificada no item 3.6, foram trambs para bandejas de polipropileno
transparente com tampa, contendo o substrato retamposto comercial Himus Adupfar
terra roxa estruturadaa propor¢cdo de 1:1:1 (volume:volume). O substfatopreviamente
esterilizado em autoclave por 60 minutos a uma éeaipra de 12T (para evitar a
contaminacdo do material com esporos de outrasiespgue possam ocorrer no banco de
esporos dos solos utilizados). As bandejas permreaai@cem sala de crescimento com irradiancia
de aproximadamente géhol m? s*. A iluminacao foi obtida pelo uso de lampadasriscentes

brancas em regime de 16h de luz, a uma tempedL28 + 3C. A partir do surgimento dos
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primeiros esporofitos foi realizada uma repicagéataria de aproximadamente 200 gametéfitos
para quatro bandejas transparentes de polietilemutelscdo o0 mesmo substrato, sendo
transplantados 50 (cinqlenta) gametofitos por anderepicagem foi feita para obtencéo de
plantulas que foram utilizadas para analisar cneseio inicial de esporofitos crescidos em
condicOes de laboratorio e a morfoanatomia de &snde esporofitos jovens crescidos nas
mesmas condicbes. O material permaneceu nas mesomab¢cOes ambientais utilizadas
anteriormente a repicagem.

Os esporofitos obtidos a partir desta metodoldgiam transferidos, individualmente,
para mini-vasos de 125mL de volume com o mesmarsuibsEsses vasos foram acondicionados
em bandejas plasticas transparentes San ®Réipo organizador) com volume total de 28,2L,

com tampa para evitar ressecamento e mantidasesmas condicOes anteriormente citadas.

3.11 Estudo morfoanatémico dos gametofitos

Amostras obtidas a partir da germinacéo de espooasilados segundo metodologia 3.6
e 3.10 foram coletadas e fixadas quinzenalments apdoculacdo dos esporos (item 3.6), até o
inicio da fase de fecundacdo dos gametdfitos, parearacterizacdo do desenvolvimento
morfoanatdmico. A fixacdo foi realizada para proeroa melhor preservacao das estruturas que
foram posteriormente estudadas e documentadas emsgopia Optica. A fixacdo das amostras
foi feita em glutaraldeido a 2,5%, em tampéo fasti sodio 0,1M, em pH 7,2 (Quadro 2), e 0
material foi conservado em etanol 70% (Bozzola &l 1991).

Gametdfitos e/ou segmentos dos mesmos fixados rgidos em etanol 70% foram

colocados sobre laminas com agua e cobertos comués para observacdo em microscopio
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optico. O registro de imagens foi feito em micrgeoddptico marca Leica MPS 30 DMLS,

equipado com fotoautomatico, no Laboratério de Améé Vegetal do Departamento de

Botanica do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB/UESC

Glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sodio G;1\ 7,2 (Bozzola & Russel, 1991)

Compostos quimicos:
GlULArAIAEIAD 2590, ... ceeeeeeeeee et a e e e e aees =5ml
Tampao fosfato de s6dio 0,1M pH 7,2........ccoemmeeiiiiiiiiiiiiiiienees —45ml|

Solucado A- 2,76 g de Fosfato de sddio monobasico monoitrata
Completar com agua destilada até 100m|

Solucgédo B- 5,37 g de Fosfato de sddio dibasico heptaidoatad
Completar com agua destilada até 100m|

Preparo Para preparar tampao fosfato de sédio 0,1M, gHi@gyem ser misturadas as solucde
e B: A—28ml e B — 72ml (volume final — 100ml). ixés adicionar os 5 de glutaraldeido
45ml da solucao final de tampdao fosfato. Manteigemadeira.

Procedimento de usd® material deve permanecer na solugdo de fixggao2 a 3 horas.

Posteriormente lavar por 3 vezes em tampé&o fosfdesidratar em etanol: 10, 20, 30, 40, 50,
70% — Y5 hora em cada. Pode ser conservado em &t¢hol

D
3

=

60,

QUADRO 02 - Metodologia para fixacdo das amostras de gametdfito

3.12 Crescimento inicial e morfoanatomia dos espdiitos jovens mantidos em sala de
crescimento

3.12.1 Anélise de crescimento

Esporofitos jovens individualizados conforme 3faam utilizados para este estudo.

No

dia da implantacdo do experimento (tempo 1); foram tomadas as seguintes medidas de 30
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plantulas: numero de frondes e altura da maiordigoAs mesmas medidas foram coletadas apos

60 dias (tempo 2 -7). Através das medidas de altura foi calculada:

. Taxa de crescimento relativo em altura (TCRL}LL / T,-T; onde L, é o logaritimo da
altura da fronde no tempo 2.JTe Ly € o logaritimo da altura da fronde no tempo ) (Bernabe
etal., 1999).

T 1 = tempo inicial

T » = tempo final

3.12.2. Morfoanatomia dos esporofitos

Para o estudo morfoanatbmico, algumas amostrasegidor média dos foliolos de
espordfitos foram seccionadas a mao-livre, comliauge lamina de acgo. Foram feitas, em
materialin vivo, seccbes paradérmicas para observacdes em vistal fla superficie epidérmica

e dos estdbmatos; seccdes transversais do foliala, gbservacdo dos tecidos constituintes e

tricomas e seccodes tranversais da raquis.
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3.13 Andlise estatistica dos dados

Os resultados de germinagcdo foram expressos enemiagem e para cada dia de
avaliacdo foram calculados: média, variancia, watler de confianca e desvio padrdo (Sokal &
Rohlf, 1969). Os resultados foram analisados p&tstes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov Dmay) € de BartlettX?), para verificacdo da homogeneidade das varia(Smstana &
Ranal, 2004). Sempre gue se constatou que os dddoseguiam a distribuicdo normal ou néo
mostravam variancias homogéneas, estes foramdramsdos em valor angular (arcosendk)

e novamente submetidos aos testes de normalidaoim@geneidade das variancias. A andlise de
variancia (Multifactor ANOVA) foi seguida do testee comparacdo de meédias (Tukey 5%)

guando os dados apresentaram distribuicdo nornvari@éncias homogéneas. No caso de os
dados ndo apresentarem normalidade ou homogeneidadearidancias mesmo apos a

transformacéo angular, a analise de variancieefdizada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (H) seguido de teste de Dunn (Zar 1999).

Os resultados dos estudos sobre desenvolvimenesputrofitos foram submetidos aos
mesmos testes anteriormente citados. O delineane@ptrimental foi inteiramente casualizado.
Os resultados foram analisados pelos softwares | BExcMlinitab (Microsoft), BioEstat e

Statgraphics.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise microscopica dos esporos

Os esporos saanonoletes (Figuras 06 e 07), com aproximadamentemd@le
comprimento, apresentando superficie ligeirameatglgda e com depdsitos esféricos (Figura
08). Estes registros estdo de acordo com os dadidemtura, onde Tryon & Tryon (1982) citam
gue os esporos dessa espécie sado papilados, comegrdepoésitos esféricos e 0s esporos
maduros do génerBolypodium apresentam um perisporo fino, que freqientemesgees os
contornos do exdsporo verrugoso ou rugoso. Seguastheitteret al. (2005), os esporos de
Polypodium lepidopteris sdo elipticos, monoletes, possuem exdsporo vewu@msn pequena
verrugas delicadas e distribuidas uniformementdogla a superficie do esporos; o perisporo é
papilado-granulado e os glébulos sédo conspicuadpsespalhados ou densamente granulados.

Lorscheitteret al. (2005) observaram esporos monoletes para espdogsgéneros
Campyloneurum, Microgramma, Niphidium, Pecluma, Pleopeltis e Polypodium (Polypodiaceae).
Pérez-Garciat al. (1998), comparando o desenvolvimento gametofitieotrés espécies do
géneroPhlebodium (Polypodiaceae) encontraram para as trés espégpEsos monoletes e de
coloracdo amarela. Esporos Bearaneosum M. Martens & Galeotti €. pseudoaureum Cav.
Lellinger mediram 40-48 um de diametro e apresantasuperficie papilada. Os esporosPde
decumanum Willd. apresentaram um diametro de 36-40 um erfigpeverrugosa.

Esses dados mostram que as dimensdes e formasdos® deP. lepidopteris sao
semelhantes as encontradas para outros esporosesimongénero e de outros géneros de

Polypodiaceae.
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FIGURAS 06-08- Esporos déolypodium lepidopteris em Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). 06 - Vista geral dos esporos (Barra: 50 u6y);- Detalhe de um esporo (Barra: 10 um);
08 - Imagem detalhada da superficie de um esporo, amukiros depésitos esféricos (Barra: 2

pm).

Os esporos viaveis d@olypodium. lepidopteris sdo totalmente preenchidos com
substancias de reserva de coloracdo amarela;gsposos 0COS ou que possuem poucas goticulas
dessas substancias sdo inviaveis (Figura 09). Dedaccom Dyer (1979), esporos que
apresentam alta quantidade de lipidios como foateederva apresentam coloracdo amarela e
baixa quantidade de agua, apresentando indicemnefea 5% do peso de massa fresca total.

Pela coloracdo caracteristica, os esporosPdéepdopteris provavelmente também
apresentem lipidios como principal substancia derve.

A presenca de lipidios nas células protélicasaiscé encontrada em diferentes espécies

de Polypodiaceae, entre elBslypodium lepidotrichum Feé Maxon (Reyes & Pérez-Garcia,
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1994), Pleopeltis percusa Cav. Hook. (Bhattacharyya & Sen, 199Rhebodium araneosum, P.
pseudoaureum e P. decumanum (Pérez-Garciaet al., 1998) eMicrogamma nitida J. Sm.
(Ramirez & Pérez-Garcia, 1998). Segundo Jarametllal. (2003), essas gotas de lipidio de
coloracdo amarela seguramente participam no méaimde crescimento e divisdo celular que

uma vez iniciado néo cessa até formar a laminalwat

FIGURA 09 - Vista geral dos esporos deolypodium lepidopteris em Microscépio Optico
(MO); detalhe da colorac&o de esporos viaveis &aveis.v - esporo viavelj - esporo inviavel.
(Barra: 50um)

4.2 Efeito de diferentes pHs na germinacdo dos esps

Os resultados referentes ao estudo de diferentss naHgerminacdo dos esporos de
Polypodium lepidopteris mostram que na primeira avaliagédo, realizada atesdias de cultivo,
ocorreu diferenca estatisticamente significativieeeas tratamentos pH 4 e pH 4,5, apresentando

percentual médio de germinacéo de 9,5 e 22,25%ctgamente (Figura 10).
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FIGURA 10 - Germinagcdo dos esporos Belypodium lepidopteris em diferentes pHs. Letras
diferentes diferem entre si, ao nivel de 5% de gvdidlade de acordo com o teste de Tukey.

Nas demais avaliagbes ndo foram encontradas difesesstatisticamente significativas
entre os tratamentos. Aos 35 dias de cultivo coestabilizacdo da germinacdo, o percentual
médio de esporos germinados foi de 40,25% (pH@RHA% (pH 4,5), 42% (pH 5), 38,5 % (pH
5,5), 40,25% (pH 6) e 41,75% (pH 6,7) conforme mamki na Tabela 01. Os resultados indicam
gue a principio, o pH da solugdo nutritiva denteofdixa analisada neste trabalho, ndo teve
influéncia nas porcentagens finais de germinagéda em vista que ndo ocorreu diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamergos2m ocorreu um retardo na germinagéo, no
pH 4. Dessa forma, essa espécie apresenta umaegmasticidade com relagcdo ao fator
estudado.

Nondorfet al. (2003) estudando o efeito do pH na germinacaadpsros d€heilanthes

feel Moore (Pteridaceae), observaram que 0S esporos apresaraas de germinacdo maiores
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em pHs acidos (pH 4,5 e 5,5), porém a germinacaoec em uma vasta gama de pHs (pH 4,5,
5,5, 6 e 8,5). Dessa forma, esta espécie tambésuipos potencial para ocupar uma grande
diversidade de ambientes. Os dados mostranCqdeel é extremamente versatil embora o pH
levemente acido promoveu uma taxa de germinacaormae o pH basico, ao contrario do que
ocorreu comPolypodium lepidopteris.

Estudos usando esporos de pteriddfitas leptospiacasy tém mostrado que a melhor
germinacdo ocorre em pH ligeiramente acido ou oeiller, 1968). Porém ha variacdes nas
respostas de esporos as condi¢cdes fortemente .aEilaalgumas espécies ndo ha germinagao
(Hevly, 1963) ou ha uma baixa porcentagem de gegaim (Mohr, 1956). Em outras espécies,
moderados niveis de germinacdo ocorrem, mas o \d#@senento gametofitico € limitado
(Courbet, 1955; Ottet al., 1984). Esporos de espécies terrestres de Opbgagleae respondem
ao pH do meio nutritivo similarmente aquelas pt#itds leptosporangiadas, que germinam
melhor em um pH ligeiramente acido (Whittier, 1980% esporos d®phioglossum palmatum
L. germinam melhor em condicdes fortemente acidasdo que a germinacdo é reduzida ou
eliminada em condig¢des ligeiramente acidas ou agWhittier & Moyroud, 1993).

Com relacado ao fator pH, esporosRIepidopteris se comportaram como a maioria das

espécies dos trabalhos citados, cuja preferémpéod pHs moderadamente acidos ou neutros.
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TABELA 01 — Efeito de diferentes pHs na germinacéo dos espePolypodium lepidopteris.
Dmax é a estatistica do teste de Kolmogorov-Smirnov pemanalidade dos dadog?2 é a
estatistica do teste de Bartlett's para homogedeida variancias{ é o teste de Kruskal-Wallis
e F é a estatistica da analise de variancia (ANOVAgtrds diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas ao nivel de 5% rdbdgbilidade.

DIAS DE GERMINACAO

Ph 7 14 21 28 35
GERMINACAO (%) MEDIA +ic

4 9,5+1,75b 33,75+0,42a  33,5+0,19a 3610,62a 40,2%+0,7
4.5 22,25+2,48a  31,5+2,0l1a 34,5+1,25a 34,5+0,8a 40,75+0

5 14,25+1,11ab  33,5+1,05a 34,75+0,17a 38,5+1,18a APAal
5,5 19,5+1,05ab 31,5+1,18a  33,75%#1,88a  36,25+0,97a +B&%K5a

6 12,75+1,11ab  33,75%1,3a 34,75+1,01a 36,5+1,05a 540,36a
6,7 14+1,32ab 31+1,23a 32,25+2,09a  35,75+1,88a 41,594l

Dmax 0,105 0,056 0,051 0,055 0,084

b% 3,444 4,603 18,613* 3,967 3,975

H 2,13 (ns)

F 4,079 0,3392 0,5815 0,6261

* Variancias nédo sao homogéneas. O teste de Tukegdlizado para os dias 7, 14, 28 e 35.
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4.3 Efeito de diferentes temperaturas na germinaca@os esporos

Os percentuais médios de germinacdo dos esporssapadises estatisticas aplicadas
nesse experimento estdo apresentados na FigurandlTabela 02. Os dados ndo mostraram
normalidade ou homogeneidade de variancias pasaamcdes de germinacao realizadas apos
7, 14 e 28 dias, mesmo apos a transformacdo das @ed valor angular. Por este motivo, de
acordo com Santana & Ranal (2004), foi aplicadestetde Kruskal-WallisH) seguido do teste
de Dunn para a comparacdo das médias. No entas®,neétodo ocultou as nitidas respostas
biol6gicas observadas. Por esse motivo, foi reddizambém a analise de variancia (ANOVA)
(testeF) seguida do teste de Tukey. Esse método foi noanpativel com as respostas biologicas
obtidas. Dessa forma, optou-se por empregar esgeglongara a comparacao das médias.

A Figura 11 mostra que aos 7 e 14 dias de cultoarreu diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos e a maior pdegem de germinagdo foi obtida a 25°C,
seguida das porcentagens obtidas a 20 e 30°C.JAd={ os resultados obtidos a 20 e 25°C néo
apresentaram diferencas estatisticamente sigmfasaentre si, porém diferiram dos resultados a
30°C. O mesmo ocorreu aos 28 dias de cultivo. Bopdado, a germinacao foi drasticamente
inibida a 30°C em todas as avaliacfes. Os dadesapados neste trabalho mostram que nas
condicOes utilizadas, a germinagédo de espordd. thpidopteris foi otimizada a temperatura de
25°C; embora aos 21 e 28 dias ndo tenha havideedda estatisticamente significativa entre os
percentuais de germinacdo obtidos a 20 e 25°C. cbaidicbes devem ter sido adequadas ao

metabolismo da germinac¢éo e ao desenvolvimento tgditico.
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FIGURA 11 - Germinacgdo dos esporos Helypodium lepidopteris em diferentes temperaturas.
Letras diferentes diferem entre si, ao nivel de d&@4probabilidade de acordo com o teste de

Tukey.
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TABELA 02 — Efeito de diferentes temperaturas na germinagioesporos deolypodium
lepidopteris. Dmax € aestatistica do teste de Kolmogorov-Smirnov paranatidade dos dados;
¥2 € a estatistica do teste de Bartlett’'s para hemeigade de varianciad;é o teste de Kruskal-
Wallis eF é a estatistica da analise de variancia (ANOVA).

DIAS DE GERMINACAO
Temperatura (°C) 7 14 21 28
GERMINACAO (%) MEDIA +ic
20 7,25+1,71b  14,5+1,96b  24,5+1,84a 31,5+1,05a
25 19+0,62a 25+0,282 30,50,8a 35+0,73a
30 0,75+0,32¢ 1+0,28¢ 2+0,55b 2,25+0,75b
Dmax 0,181 0,164 0,173 0,204*

$% 6,050* 8,429* 2,173 4,092

H 9,0412 (s) 9,9155 (s) 8,5781 (s)
F 34,416 (s) 39,166 (s) 71,28 (s) 201,597 (s)

* Valores ndo seguem a normalidade ou a homogeteidia variancias

Os percentuais de germinacdo de esporos de piaglaf25°C séo altamente variaveis.
Esteves & Felippe (1985), estudaram a germinacamvde espécies de samambaias que ocorrem
em cerrados do Estado de S&o Paulo. As porcentatgergerminacdo variaram de valores
proximos a 100% par®olypodium latipes Langsd. & Fisch.,P. pleopeltifolium Raddi eP.
sguamulosum Kaulf (Polypodiaceae), ao redor de 25% pagleanthum serratodentatum Willd. e
ao redor de 48% pakR hirsutisssmun Raddi.
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Pérez-Garcia & Riba (1982) realizaram estudos capéames de Cyatheaceae e
Dicksoniaceaelophosoria quadripinnata (Gmel.) C. ChrTrichipteris bicrenata (Liebm) Tryon,
Trichipteris scabriuscula (Maxon) Tryon,Nephelea mexicana (Schl. & Cham.) Tryon €yathea
fulva (Mart.& Gal.) Fée e observaram também que temperatacima de 25°C diminuiram a
porcentagem de germinacéo de todas as espéciésneodficou entre 18 a 25°C. Segundo Ranal
(1999), para espécies de pteridofitas de florestsofitica semidecidua do Estado de Séo Paulo,
a germinacgdo foi semelhante em todas as tempesaestadas pardolypodium hirsutissimum
Raddi, Polypodium latipes (L.) Watt. e Pteris denticulata Sw. (Polypodiaceae); a maior
germinabilidade foi observada novamente entre temty@s de 18 e 25°C para esporos de
Micrograma lindbergii (Kuhn) Sota,Micrograma squamulosa (Kaulf.) Sota ePolypodium
polypodioides (L.) Watt., espécies da familia PolypodiaceaeaRaporos dAdiantopsis radiata
(L) Fée (Pteridaceae) e€Polypodium pleopdtifolium Raddi (Polypodiaceae) a maior

germinabilidade foi encontrada entre 21 e 29°C.

Brum & Randi (2002) observaram que as maiores ptagens de germinacao de esporos
de Rumohra adiantiformis (Forst.) Ching (DryopteridaceaBram encontradas em temperaturas
de 15, 20 e 2% 1°C e a germinacao foi parcialmente inibida &30C. Dessa forma, a maioria
dos dados mostrados até agora, corroboram consol$adns obtidos par lepidopteris neste

trabalho onde as maiores porcentagens de germioagée@ram entre 20 e 25°C.

Segundo Towill (1978), a germinacdo @moclea sensibilis L. (Dryopteridaceae) é
controlada pela luz e temperatura. Ele sugere gogpdraturas amenas sao necessarias para
induzir a germinacao por alterar a permeabilidaate dembranas celulares. Altas temperaturas
inibem as respostas mediadas pelo fitocromo segRathavan (1989). Haupt (1990, 1991,

1992) observou que a germinacao de espord3ryapteris filix-mas L. e Dryopteris paleacea
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(Sw) C. Chr. (Dryopteridaceae) mediada pelo fitowo é inibida pelo aumento da temperatura
de 22 para 27 ou 32°C. Segundo o mesmo autor,ngsetaturas elevadas parecem inibir os

processos de sintese de proteinas mediados pelmfito, que sdo necessarios a germinagao.

4.4 Efeito de diferentes niveis de luz na germinag&os esporos

A Figura 12 e a Tabela 03 mostram os resultadadasbpara o efeito de diferentes niveis
de luz na germinacao dos esporo$digpodium Iepidopteris. Como a germinacéo dessa espécie
€ baixa, comparada a germinacdo de espécies Bomohra adiantiformis (Brum & Randi,
2002), os dados geralmente n&o apresentam homdgdee2ntre variancias ou normalidade. Por
esse motivo foi aplicado o teste de Kruskal-Wallisguido do teste de Dunn. No entanto, esse
teste ndo se mostrou adequado a andlise desses. dattanto, para melhor andlise dos
resultados, foi utilizado o teste F (Tabela Anos@guido do teste de Tukey. Apds 7 dias de
cultivo, a maior porcentagem de germinacao foi ntagka sob 8% de luz, cujos valores foram
estatisticamente superiores aos encontrados pard85d 22% de luz.. Dos 14 aos 28 dias de
cultivo, as maiores porcentagens germinacao forbsereadas a 8 e 22% de luz, que foram

estatisticamente superiores as encontradas pa&846 de luz. Sob 54% de luz, houve inibicdo

total da germinacéo.

Outro fato observado nesse trabalho foi a degéadalp substancias de reserva dos

esporos d@. lepidopteris submetidos ao tratamento de maior nivel de lugufeis 13 e 14).
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FIGURA 12 - Germinacéo dos esporos elypodium lepidopteris sob diferentes niveis de luz.
Letras diferentes diferem entre si, ao nivel de d&@4probabilidade de acordo com o teste de

Tukey.
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TABELA 03 - Efeito de diferentes niveis de luz solar na greagéio dos esporos éelypodium
lepidopteris. Dmax € a estatistica do teste de Kolmogorov-Smirnoa parmalidade dos dados;
% é a estatistica do teste de Bartlett's para homeigade de varianciast é o teste de Kruskal-
Wallis eF € aestatistica da analise de variancia (ANOVA).

DIAS DE GERMINACAO
Niveis de luz ( %) 7 14 21 28
GERMINACAO (%) MEDIA zic
54 0,0b 0,0b 0,5+0,17b 0,0b
38 0,0b 1,75%0,97b  4,25+1,61b 4,25+1,79b
22 0,5#0,34b  11,5%1,57a 23+1,20a 23,25+0,89a
8 7,75¢1,11a 15,75#1,27a  24#1,32a 28+0,19a
Dmax 0,257* 0,238* 0,217* 0,243*
X 4,968 5,766 8,378* 12,837+
H 12,913(s) 12,769 (s) 12,198(s) 13,810 (s)
F 31,312 (s) 28,085 (s) 44,560 (s) 41,3988 (s)

* Valores ndo seguem a normalidade ou a homogeheidia variancias.

Filippini et al. (1999) e Renner & Randi (2004) trabalhando doitksonia sellowiana
observaram as maiores porcentagens de germinacéspdeos sob 5 e 20% de luz. Brum &
Randi (2002) testaram o efeito de diferentes nideiiz na germinacdo de esporofRdeohra
adiantiformis e observaram que as maiores porcentagens de geéuiocorreram sob 9 e 17%

de luz nos meses de abril e agosto.
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Hiendlmayer & Randi (2007) observaram que as reaiporcentagens de germinacéo de
esporos d€yathea delgadii Sternb. eBlechnum brasiliense Desv. ocorreram sob 5 e 22% de luz
solar entre os meses de abril e junho de 2003.sEsgtoras observaram que gametofitos
submetidos aos maiores niveis de luz, sofrerameposhente clorose e necrose. Os resultados
encontrados parBolypodium lepidopteris estdo de acordo com 0s encontrados para as espécie
estudadas por essas autoras, que observaram osesnpercentuais de germinacdo sob os
menores niveis de luz aplicados. No entanto, Gaeianthes feei Moore, a maior porcentagem
de germinagcéo foi obtida sob regime de luz contad®0umol m?s?, mas esta espécie pode

germinar sob diversas condi¢des incluindo escuntimeo (Nondorfet al., 2003).

.\“/‘
\

&

FIGURAS 13 e 14 -Esporos dé”olypodium lepidopteris em diferentes niveis de luz solas -
Esporos sob 54% da luz totd¥4 — Esporos e gametofitos sob 8% da luz tafalz gametdfito.
(Barras: 50 pm)

A figura 15 mostra as irradiancias medidas dena® armacdes de madeira revestidas
com tela sombrite. Durante os 30 dias do experimad dias foram de nublados a ensolarados
sendo poucos os dias chuvosos. As irradianciaareani de 39,49 a 6788nol m” s* na caixa

gue permitiu a passagem de 54% de luz solar. Na caie permitiu a passagem de 38% de luz,
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as irradiancias variaram de 30,39 a 54in®l m? s. A 22% de luz, as irradiancias variaram de

16,21 a 300,05mol m? s* e a 8% de luz variaram de 5,6 a 107u@#bl m? s™
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s \

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Dias de cultivo

Irradiancias em Foétons

FIGURA 15 - Grafico de irradiancias no periodo compreendidtre 21/11 a 19/12/2006.
Medicbes em fétongumol m? s1), por quantémetro LICOR 250, munido de sensor RAR a
700 nm) obtidas no més de novembro e dezembro @& 29 12h durante o teste de efeito de
diferentes irradiancias na germinacdo dos espoeo®atlypodium lepidopteris, dentro das
armacoes de madeira revestidas com tela “sombhitatliancias: 8%— , 22%— , 38% e
5490 m—

A Tabela 04 apresenta temperaturas maximas e ngnimegidas as 12h, nos meses de
novembro e dezembro de 2006, dentro das caixa®mbrise utilizadas para a obtencédo de
diferentes niveis de luz. As médias da temperatafaima foram iguais para todos os
tratamentos, ao final das avaliacdes. A 54% dedumgdia da temperatura maxima foi de 32°C;
a 38% de luz a meédia da temperatura maxima foB8€;3a 22% de luz, a média da temperatura

maxima foi de 33°C e a 8% de luz, a média da tesyra maxima ficou em 35°C.
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Com relacdo as temperaturas medidas dentro daassadéxsombrite durante a realizacéo
destes testes, as armacgdes que recebem menorgsdaviez mantiveram temperaturas mais
altas, chegando a atingir 41°C, pois a tela soenlajiresenta menores orificios e menor
ventilacdo. No entanto, as maiores porcentagergeirinacdo foram encontradas sob 8 e 22%
de luz e as menores sob 54 e 38% de luz, mostiquelas altas temperaturas obtidas a 8 e 22%
de luz nos dias mais quentes do periodo de tedtejmbiram a germinagdo deolypodium
lepidopteris. Apesar de a literatura mostrar que as tempematacestantes oOtimas para a
germinacdo de diversas espécies de pteridofitagaesicompreendidas entre 18 e 25°C (Pérez-
Garcia & Ribas 1982, Brum & Randi 2002) e a gerig@ioadeP. lepidopteris ter sido menor a
30°C constante, alternancias diarias de tempesatwaampo associadas aos baixos niveis de

luz, parecem ser benéficas para a germinacéo etfgstaie.
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TABELA 04. Temperaturas minimas e maximas obtidas no mésdembro e dezembro de
2006 as 12h durante o teste de efeito de diferantess de luz na germinag¢do dos esporos de
Polypodium lepidopteris, dentro das armacgdes de madeira revestidas carfstehbrite”.

Niveis de luz
Dias 54% 38% 22% 8%
T < T < T < T < T < T < T < T <
Minima Maxima | Minima Maxima | Minima Maxima | Minima Maxima

1 20 33 20 34 21 35 20 37
2 18 33 18 35 18 35 18 37
3 19 31 19 35 20 35 19 38
4 22 33 23 34 24 35 23 36
5 22 31 22 32 22 33 22 34
6 21 30 21 32 22 32 21 34
7 19 23 20 23 19 24 20 24
8 21 23 22 23 22 24 22 24
9 19 23 19 24 20 24 20 25
10 17 30 17 31 17 32 17 33
11 17 31 18 32 18 31 18 35
12 21 32 21 33 22 33 22 36
13 22 35 23 36 23 36 23 39
14 20 35 20 38 20 36 22 37
15 22 32 23 32 23 33 23 34
16 20 29 20 28 20 29 21 30
17 19 30 19 31 21 33 19 33
18 21 31 21 32 21 33 20 35
19 20 30 20 31 20 32 21 34
20 21 32 21 35 22 35 21 38
21 21 33 21 34 21 34 22 37
22 20 30 20 31 20 33 21 33
23 19 33 19 35 19 34 18 36
24 22 35 23 36 24 36 22 38
25 22 37 23 38 25 39 22 41
26 23 37 23 39 24 39 24 41
27 24 36 25 38 25 38 25 40
28 24 37 24 37 24 38 24 41
29 23 36 23 36 24 38 25 40
Médias 21 32 21 33 21 33 21 35
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4.5 Estudo morfoanatémico dos gametofitos

A Figura 16 mostra um esporo Belypodium Iepidopteris com 7 dias de cultivo. Aos 15
dias de cultivo, os gametdfitos sdo filamentosgeesentam uma célula rizoidal alongada,
aclorofilada e uma fileira de quatro a sete célolasofiladas (Figuras 17 e 18); observa-se que
gametofitos filamentosos mostram dois rizoides apegrentemente se diferenciam das primeiras
células protalicas (Figuras 18 e 19); ocorrem ameiras divisbes laterais do filamento
vegetativo (Figuras 19 e 20). Aos 30 dias, a fammirar espatulada estd mais nitida
evidenciando-se o meristema apical central (Fi@d)aApos 45 dias, os gametofitos adquirem a
forma laminar cordiforme (Figura 22). Foram aradiss gametofitos com 120 dias de cultivo
(Figura 23) nos quais pode ser evidenciada a regi@ostematica (Figura 24) e tricomas
unicelulares que crescem a partir de células maiggita 1amina do protalo (Figura 25). Esses
tricomas sao muito semelhantes aos observado$’pla@odim araneossum e P. pseudoaureum,
duas espécies de Polypodiaceae (Pérez-Garela 1998); rizoides sdo abundantes, basais, de
coloracado parda e j4 podem ser evidenciadas estsuteprodutivas (Figuras 26 e 27). Aos 120
dias, arquegbnios estdo evidentes na face abaxiglathetofito, na regido basal proxima aos
rizoides; sdo multicelulares com quatro colunasélalas e no centro observa-se o poro que
possibilita a entrada dos anterozéides (Figuras 29).

Ramirez & Pérez-Garcia (1998) estudando a fasetgéitica deMicrogramma nitida J.
Sm., observaram que depois de 16 a 20 dias deacditirma-se um filamento de seis células
protalicas com muitos cloroplastos e o rizéide éatepardo-escura e hialino. Aos 20 dias depois
da germinacdo, a célula inicial se divide longitadinente e depois as outras células do

flamento fazem o mesmo produzindo um protalo dea uanquatro células. Posteriormente
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aparece a célula meristematica apical. Como rekultia atividade do meristema pluricelular,
forma-se um gametofito espatulado aos 30 dias def@ogerminacdo. Apos 60 dias do inicio da
germinacdo diferenciam-se tricomas marginais e rfg@es unicelulares e translicidos,
coincidindo com o surgimento do apice cordiforms.roides sdo abundantes, localizados em
uma posicao basal, de coloracdo pardo-clara epnegrstes.

De acordo com Nayar & Kaur (1969), o padrdo desodslvimento gametofitico da
maioria dos géneros de Polypodiaceae é do tipoddigymue se caracteriza pelo estabelecimento
de um meristema apical apos a formacgéo de tricomaaginais. A germinacdo dos esporos forma
um filamento unisseriado. Uma placa protélica laegaspatulada € formada por sucessivas
divisdes longitudinais e transversais e a expadadaélulas filhas. A placa protalica geralmente
é formada de 5 a 10 células alongadas, mas € d@prte meristema organizado. Mais tarde,
uma célula obconica meristematica se diferenciadpas divisdes obliquas em uma das células
marginais na extremidade da placa protalica. Oafwgovem torna-se cordiforme, a célula
meristematica apical € substituida por um merist@i@icelular e uma regido central se
desenvolve. O protalo jovem geralmente é glabroortras geralmente sdo formados quando o
protalo torna-se cordiforme.

Segundo 0s mesmos autores, esse padrdo de deseewmbd gametofitico ocorre
também para as familias Cheiropleuriaceae, Difteeide, Lomariopsidaceae, Loxsomaceae,
Thelypteridaceae e Gleicheniaceae. Exemplos déciespque apresentam desenvolvimento
gametofitico do tipo Drynaria saoThelypteris rhachiflexuosa Riba (Thelypteridaceae),
Niphidium crassifolium L. Lellinger (Polypodiaceae), Thyrsopteris elegans Kze.

(Thyrsopteridaceae)Microgramma nitida J. Sm. (Polypodiaceae) Rseudocolysis bradeorum
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Rosenst. LDG (Polypodiaceae) (Pérez-Gaet., 1994; Jaramillet al., 1996; Pérez-Garcig
al., 1996-1997; Ramirez & Pérez-Garcia, 1998; PémziGet al., 2001).
A escassez de informac8es acerca do desenvohangambetofitico de outras espécies

gue compdem o géneRwmlypodium, ndo permite estabelecer muitas comparacbesedate

FIGURAS 16-22 Padrao de germinacdo e desenvolvimento gametofilie Polypodium
lepidopteris. 16 - Esporo deP. lepidopteris (Barra: 25um);17 e 18- 15 dias de cultivo,
filamento germinativo (Barras: 50um e 100pum respa@mente);19 — 15 dias de cultivo,
primeiras divisdes laterais do filamento germinat{geta) (Barra: 50ump0 e 21— 30 dias de
cultivo, gametofito na fase laminar espatulada r@ar 50um);22 — 45 dias de cultivo,

gametdfito na fase laminar cordiforme (Barra: 20Dufn = rizoide; m = meristema apical
pluricelular)
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FIGURAS 23-28. Gametofitos dePolypodium lepidopteris com 120 dias de cultivo.23 -
Gametdfito cordiforme (Barra: 200unf4 - Regido meristematicam) (Barra: 200um)25 —
Tricomas(tr) unicelulares dispostos nas margens (Barra: 50R6m Estruturas reprodutivas na
regido basal préximo aos rizéides (circulo) (Bat@um);27 — Arquegbniosgetasindicando
poro) (Barra: 50umR8- Arquegdnio em detalhe — poro arquegonpl(Barra: 20pum).
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4.6 Crescimento inicial e morfoanatomia dos esporiéds jovens mantidos em sala de
crescimento

Os

4.6.1 Analise de crescimento

resultados mostram que pa@olypodium

lepidopteris ocorreu diferenca

estatisticamente significativa para os parametitosaada maior fronde e nimero de frondes no

tempo 1 (T1) e no tempo 2 (T2) apds 60 dias ddvoylconforme Tabela 05. A taxa de

crescimento relativo (TCRL) baseada na altura damfiende foi de 1,56 mm/mm/més ou 1,87

cm/cm/ano (Tabela 05).

TABELA 05 — Altura das frondes e numero de frondesPdiypodium lepidopteris. Dmax € a

estatistica do teste de Kolmogorov-Smirnov paranatidade dos dadoB; € a estatistica do teste
de Snedecor para homogeneidade de variandthe ® teste de Kruskal-Wallis. (T1 — esporos
semeados no dia 07 de novembro de 2005 = 283 Tias, 283 dias + 60 dias = 343 dias de

cultivo)

NUmero de frondes

Altura de frondes (cm)

TCRL

T1 T2 T1 T2 mm/mm/més cm/cm/ano
Média +ic | 500+0,13a 7,67 £0,22pb 4,04+0,09a 8,65+ 0,34h1,56 + 0,09 1,87+0,10
DP 1,05 1,77 0,71 2,73 0,73 0,87
VAR 1,10 3,13 0,50 7,46 0,53 0,77
Drmax 0,046 0,047 0,051 0,076
F 2,842* 3,935*
H 28,93 34,05

* Valores ndo seguem a homogeneidade de variancias
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As Figuras 29 e 30 mostram a nitida diferenca paparametro nimero de frondes na
repeticdo 21, a qual apresentou uma das maiom®ddas, 5 frondes no T1 e 10 frondes ao final
dos 60 dias de avaliacdo (T2); o parametro altwaméior fronde esta representado pela

repeticdo 24 (Figuras 31 e 32), apresentado 4ciiireollcm no T2.

FIGURAS 29 -32. Espordfitos dePolypodium lepidopteris. 29 e 30 -parametro avaliado:
namero de frondes no T1 e T2 respectivameditee 32- parametro avaliado: altura da maior
fronde no T1 e T2 respectivamente. (Barras = 2 cm).
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Hiendlmayer (2004) realizou estudo semelhante qaatro espécies de pteriddfitas:
Blechnum brasiliense Desv. (Blechnaceael yathea corcovadensis (Raddi) Domin, Cyathea
delgadii Sternb. (Cyatheaceae)Saccoloma inaequale (kze.) Mett. (Dennstaedtiaceae). A autora
observou que para as quatro espécies ocorreurdjerstatisticamente significativa entre altura
da maior fronde no tempo 1 e apds 60 dias de oulitomo também observado pdpfa
lepidopteris. Com relacdo ao numero de frondes somé&hteorcovadensis ndo apresentou
diferenca estatistica significativa ao final do exmento. A mesma autora relata ainda que a
TCR variou de 2,04 cm/cm/ano pata corcovadensis a 2,99 cm/cm/ano par@ inaequale
assim, a TCR encontrada p&alypodium |epidopteris ndo difere muitos dos valores observados
para essas outras espécies. Nao ha dados nautieeatespeito das taxas de crescimento para

espécies do géneRmlypodium.

4.6.2 Morfoanatomia dos esporofitos

Em seccéo transversal do foliolo observa-se nermgdiana, expansdo da lamina e
escamas em ambas as faces da epiderme (Figura &3)derme € uniestratificada, o mesofilo é
constituido por parénquima tendendo ao palicadiparéngquima esponjoso e as escamas Sao
pluricelulares ramificadas (Figura 34). A vistarftal da superficie epidérmica evidencia escama
com ramificacdes (Figura 35). Na imagem detalhadbate da escama (Figura 36) nota-se que a
parede terminal ndo é espessada, 0 que possbilitaultiplicacdo celular e alongamento de
ramificacdes. Porém como as paredes laterais o estpessadas, formam-se ramificacdes

laterais pontiagudas.
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Em vista frontal da epiderme na face abaxial dagtage estdmatos do tipo anomocitico e
células epidérmicas com paredes anticlinais simu@Bmura 37); a epiderme da face adaxial
apresenta células com paredes anticlinais sinupsadm, ndo apresenta estdmatos. No foliolo,
em uma nervura de menor calibre, podemos obsesuer Yascular delimitado por endoderme
com paredes espessadas em “U”, epiderme uniestidtf e fibras subepidérmicas (Figura 38).
A Figura 39 apresenta uma seccao transversal desragpstrando epiderme uniestratificada,
fibras subepidérmicas, clorénquima e feixe vascaidicrival, delimitado por endoderme. Em
imagem detalhada do feixe vascular da raquis, poderhservar o sistema vascular, delimitado
por endoderme, mostrando xilema no centro, cofdtitpor traqueides e floema contornando,

constituidos por células crivadas (Figura 40).
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FIGURAS 33-36 Morfoanatomia dos esporofitos drelypodium lepidopteris. 33 — Seccéao
transversal de foliolo mostrando nervura mediaeapansédo da lamina: escamas em ambas as
faces ¢etag; fad = face adaxialfab = face abaxialfv = feixe vascular (Barra: 200ung4 —
Detalhe da lamina em seccao transversal: epidezppaifiestratificada; escamag pluricelular
ramificada; mesofilo constituido por parénquimadso ao palicadicopfp) e parénquima
esponjosofe) (Barra: 100um)35 — Vista frontal da superficie epidérmica evidend@escama,
note aspecto pontiagudo das ramificacOes da es@taga(Barra: 100um)36 — Detalhe da base

da escama: parede terminal ndo espessada € paredes laterais espessadabdca de sefa
(Barra: 100pum).
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FIGURAS 37-40. Morfoanatomia dos esporéfitos dolypodium lepidopteris. 37 — Seccao
paradérmica da epiderme na face abaxial destaamtdimatos e paredes anticlinais sinuosgs (
= célula-guarda) (Barra: 50un88 — Seccédo transversal mostrando nervura mediarialidto

de menor calibre: feixe vasculdv) delimitado por endodermerf com paredes espessadas em
“U’; epiderme €p) uniestratificada e fibradfif subepidérmicas (Barra 100un39 - Seccéao
transversal da raquis mostrando feixe vascular gnficrival; epiderme €p) uniestratificada;
cortex mostrando fibradi] subepidérmicas, clorénquima)(e endodermeef) (Barra 100um).
40 — Detalhe do feixe vascular da raquis: xilemg Qo centro e floemafl) contornando;
endodermedn) delimitando (Barra 50pum).
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Ogura (1972) relata que em pteriddfitas ocorremaress e pélos. Os pélos sao
geralmente filiformes, consistem de uma ou maiglagle podem se ramificar; enquanto que as
escamas sdo geralmente planas ou achatadas e syrandstituidas por numerosas células.
Sendo caracteristicos em espécies, géneros ouidanpibdem ser usados na identificacdo
taxondmica. Segundo o mesmo autor a familia Polgpede apresenta ambos os tipos: escamas
e pélos.

Segundo Sota (1965), descreve as escam&slgipodium lepidopteris como gonfoides,
com base estrelada, abruptamente terminada em uamalegporcdo apical, filiforme, com
margem lisa ou levemente denteada formada por $ocdjalas cujas membranas sdo delgadas e
hialinas; a parte basal possui margem fortementntedda, com células mais ou menos
isodiamétricas, cuja membranas sdo espessas. lHese@o apresenta ilustracdo de escamas de
P. lepidopteris .Porém essas descrigbes corroboram com os dacmstextdos neste trabalho.

Ranal (1993) estudou o desenvolvimento heterobtaste Polypodium hirsutissimum
(Raddi) e constatou que espordfitos jovens apraserscamas em ambas as faces, que se
caracterizam como deltoides basipeltadas e comamaligeiramente denteada. Nobrega (2007)
também observou que. hirsutisssmum (Raddi) possui escamas em ambas as faces da lamina
foliar, conforme o observado , no presente estw@to,P. lepidopteris. Segundo 0 mesmo
trabalho, a espéci@eopeltis polypodioides (L.) Watt. (Polypodiaceae) pode ser distinguidk pe
presenca de indumento escamoso somente na facalat@m¥amina. Strehl & Miranda (1997)
também descrevem os tricomasRIénirsutissimum como sendo escamiformes, do tipo peltado,
nao glandular com base alargada e apice unisseriado

Schwartsburd (2006) relata qu®e hisurtisssimum diferencia-se deP. lepidopteris, a

espécie mais semelhante, por apresentar habitmmnmedntemente epifitico, com as frondes
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arqueadas, caule geralmente grosso, com as frendesnas entre si, surgindo na porcao apical
do caule e pelas escamas da face abaxial da lajaiadmente com o apice avermelhado. Em
oposicao,Polypodium lepidopteris apresenta o habito terricola ou rupicola, comdesneretas,
caule delgado e longo-reptante, com as frondes;adpmente distribuidas ao longo do caule;
além das escamas da face abaxial da lamina gertalim@m o apice esbranquicado

Gracanaet al. (2001) estudando a anatomia foliar de espéciédatedlaceae, observaram
gue todas apresentavam epiderme uniestratificadd’ARnaet al. (2001) realizaram um estudo
morfoanatémico enTrichipteris atrovirens (Langsd. e Fisch.) Tryon. (Cyatheaceae) e também
observaram epiderme uniestratificada. Strehl & W@ (1997) analisando alguns aspectos da
anatomia deP. hirsutissmum, também descrevem epiderme uniestratificada entéeec
transversal da folha e em vista frontal, estdmatasmociticos, estando presentes somente na
face abaxial. Em seccdo transversal do foliolommasmas autoras, evidenciam o parénquima
palicadico, uni ou biestratificado, o qual ocor@mente na face adaxial. As células desse
paréngquima encontram-se logo abaixo da epiderm&emdo grande nimero de cloroplastos;
logo abaixo, encontra-se o0 parénquima esponjose égpluriestratificado. ErR. lepidopteris
observa-se padrdo semelhante do mesofilo, confobservado no presente estudo.

Em P. lepidopteris, as células epidérmicas da face abaxial apresesgaciorofiladas.
Ogura (1972), relata que as espécies represen@mt€tasse Filicopsida, normalmente contém
uma pequena quantidade de cloroplastos nas cédyliarmicas. Tryon & Tryon (1982),
também relatam esse fato como sendo caracterggte@corre em muitas pteridofitas. Gragano
et al. (2001) observaram para a maioria das espéciesederGAdiantum (Pteridaceae) células
da epiderme adaxial, em geral, clorofiladas. St&iranda (1997), relatam a existéncia de

cloroplastos bem desenvolvidos nas células epidésmdeP. hirsutissimum.
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Segundo Taiz & Zeiger (2004), as células meristmasitcontém proplastideos, os quais
nao possuem clorofila, pouca ou nenhuma membraeana e um conjunto incompleto de
enzimas necessarias para realizar a fotossintes®e sgie 0 desenvolvimento do cloroplasto a
partir do proplastideo é desencadeado pela lunPas clorofilas tendem a ser foto-oxidadas
sob alta irradiacdo (Stredt al.,2005). A foto-oxidacdo é um processo irreversivangolve
diretamente os pigmentos receptores de luz, oss,gaai absorverem muita luz, ficam muito
tempo excitados e interagem com g @oduzindo radicais livres, podendo destruirigengntos
(Taiz & Zeiger, 2004).

Os resultados observados no presente estudo pestamrelacionados a quantidade de
luz recebida pelas plantas nas condi¢gbes de labimraPossivelmente, a maior incidéncia de luz
sobre a face adaxial, pode ter causado uma oxidkagolorofilas ou inativado os proplastideos
das células da face adaxial. No trabalho de Gragtzaio(2001) a coleta do material botanico foi
realizada ao longo das estradas e trilhas denasaaal Parque Estadual do Rio Doce (PERD),
ndo sendo especificado o fator luminosidade. A réooia de cloroplastos nas células
epidérmicas na face adaxial pode estar relaciomadaniveis de luz. No presente estudo, o
material botanico foi mantido em condi¢fes de latiwio, com intensidade luminosa dej#fol
m? s* (obtida pelo uso de lampadas fluorescentes bramrasregime de 16h de luz, a uma
temperatura de 25 £@. Essas diferencas apresentadas pelos dois estodaticdes naturais e
condicbes de laboratorio, respectivamente, podenodasionado a diferenca nos resultados

obtidos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos relacionados a morfologia dos esporos séesparios pelo fato de ser este um
aspecto taxondmico importante para identificacdo efgécies. A partir dos resultados obtidos
em MEV, pode-se evidenciar que ndao houve contamap material com esporos de outras
espécies.

Com relacéo ao fator pH, os resultados indicamagpiencipio, o pH da solucéo nutritiva
dentro da faixa analisada neste trabalho, ndo teffeéncia nas porcentagens finais de
germinacdo, tendo em vista que ndo ocorreu difar@statisticamente significativa entre os
tratamentos, porém ocorreu um retardo na germinag@@H 4,0. Dessa forma, essa espécie
apresenta uma grande plasticidade com relacdd@aceftudado.

A temperatura de 30°C afetou significativamente eaminacdo dos esporos de
Polypodium lepidopteris, chegando ao final dos 28 dias de cultivo com ap@,?5% dos esporos
germinados.

Os diferentes niveis de luz, aos quais foram suboets esporos, também afetaram
significativamente a germinacdo. Os maiores nideiduz solar (54 e 38%) foram os menos
favoraveis a germinacdo de esporo®depidopteris.

Quanto a analise de crescimento dos esporofitosoatices de laboratdrio, ocorreu um
aumento significativo nos parametros avaliaddsyalda maior fronde e numero de frondes, no
final dos 60 dias de cultivo. Uma sugestdo parnardst trabalhos realizados com essa espécie é

analisar a taxa de crescimento em condi¢cdes semethas encontradas no ambiente natural.
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O desenvolvimento morfoanatbmico dos gametofitogespordéfitos dePolypodium
lepidopteris assemelha-se ao de outros géneros de Polypodigmeém ha poucas informacdes
sobre o desenvolvimento gametofitico de outrasaespéo génerBolypodium.

Certamente ha muito ainda para ser revelado ndla sspécie estudada neste trabalho,
mas da pteridoflora brasileira como um todo. Déssaa, este trabalho contribui para ampliar o
conhecimento morfoanatémico e ecofisiologico Rlelepidopteris, uma representante deste

importante grupo de organismos da flora brasikinda pouco estudado.
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