ESTUDO DO POTENCIAL GERMINATIVO, DO DESENVOLVIMENTO
GAMETOFITICO E DO POTENCIAL DE REPRODUGCAO VEGETATIV A DE
Gleichenella pectinata (Willd.) Ching (PTERIDOPHYTA — GLEICHENIACEAE)

EUNICE PEREIRA GONCALVES DOS SANTOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Biologia Vegeta da
Universidade Federal de Santa Catarina,
como parte dos requisitos para a obtencéo
do titulo do Mestre em Biologia Vegetal.

Orientadora; Diawrea Maria Randi
Co-orientadora: Dvtarisa Santos

FLORIANOPOLIS, SC
2006



A Deus,

Ao meu esposo Valdei e meu filho
Mateus por serem minha fonte
inesgotavel de Fé, esperanca e amor.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que em nenhum momento da minha vida medaban, dando forca e
coragem para prosseguir.

A Prof2 Dra. Aurea Maria Randi, pela orientacéda jgenizade, pela paciéncia e todas
as conversas que tivemos.

A Prof2 Dra. Marisa Santos, pela co-orientacio eiépaia na realizacdo das
fotografias.

A Prof® Aldaleia responsavel pela Unidade de Cwmagéio Ambiental Desterro, em
especial o Silvanio Guilherme da Costa, pela apadeealizacéo das coletas.

A Vera Lucia de Mello Aratjo Zapelini, secretaria durso de Pés-graduacdo em
Biologia Vegetal, pela disposicdo em facilitar @®imacdes, sempre com um grande sorriso.

A minha mae Elice, pelo amor, pela compreensio idharvida, que soube e sabe
reclamar da minha auséncia com tanto carinho s petgdes.

Ao meu esposo Valdei, pela paciéncia e o amor tei@adecorrer do curso.

Ao meu filho Mateus, que compartilhou minhas atig® alegria em todas as etapas
do trabalho.

A Divina Falquetti e seus filhos André e Noé Fillpoy mostrarem que para amizade
nao existe distancia.

Aos meus irméos Joseé, Maria Rosa e Jodo, pelchcegimatencao.

Aos colegas e amigos, em especial a Eliane e &aCint

A todos que, de alguma forma, contribuiram paraegte trabalho fosse realizado e a

CAPES pela ajuda financeira.



“Ainda que eu falasse as linguas dos
homens e dos anjos e nao tivesse
caridade, seria como o metal que soa ou
como o sino que tine”. Co 13.1



RESUMO

As pteriddfitas representam um importante grupoetadgda flora brasileira. Espécies séo
encontradas em diferentes regides, desde cerratltasd matas ou rochas. Algumas
pteridéfitas mostram-se pioneiras e eficientes egemeracdo de fragmentos de floresta
degradadas. Este trabalho tem a finalidade de arstugotencial germinativo dos esporos e
do desenvolvimento gametofitico @deichenella pectinatgdWilld) Ching, o potencial de
brotamento de rizomas e estacas caulinares, beno @malisar a morfo-anatomia dos
gametdfitos durante seu desenvolvimento e verificafeito de diferentes niveis de luz e
temperatura no processo germinativo da espéciefrokgles férteis foram coletadas na
Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro (UCADYri&nhopolis-SC. Esporos foram
separados dos esporangios por filtragem em papedtela e armazenados a+71 °C.
Observaram-se trés padrdoes de desenvolvimentalirgametofitico: clordcitos ricos em
cloroplastos, gametdfitos filamentosos com rizgide desenvolvido e gametéfitos com trés
a cinco células protaliais com rizéides desenvolid Esporos foram esterilizados
superficialmente em solug¢é@o de hipoclorito de sa@dimercial a 10% (v/v) durante 15 min,
filtrados através de papel de filtro esterilizadaeados diversas vezes com agua destilada
autoclavada. Foram semeados em frascos contendd_2@e meio mineral proposto por
Mohr e modificado por Dyer, suplementado por Beylaan0,01%. Todos os procedimentos
foram conduzidos em capela de fluxo laminar. Oe$ede germinacdo foram realizados em
sala de cultivo a 2% 2 °C (3qumol m?s™), cAmara de germinacdo a-8@ °C (19umol m?s

1) sob fotoperiodo de 16 horas, e diferentes sigeiluz (62, 42, 22 e 5% da luz natural). A
germinacao dos esporos iniciou-se apo6s quatrodsiasultivo. Aos 14 dias os gametofitos
eram formados por um ou mais clordcitos ricos emnogllastos. Aos 21 dias 0s gametofitos
possuiam de trés a cinco células protonemais. Aadi€® alguns gametofitos permaneciam
filamentosos e outros se apresentaram como umi@iatainar espatulado. Aos 48 dias os
gametdfitos tornaram-se cordiformes. Somente gdioetécom rizoides desenvolvidos
atingiram a fase cordiforme. A maior porcentagem gdenetofitos com rizéides, foi
observada apds 331 dias de armazenamento (18,164%8B para a coleta realizada em
06/11/2004 e a menor (1,53 = 1,02 %) para a cotsthizada em 29/05/2004 cujos esporos
foram armazenados por 49 dias. Nao houve diferestgisticamente significativa entre os
resultados dos testes de germinacdo com e senoatkcBenlate ao meio mineral. O meio
mineral solidificado com agar ndo foi mais eficeemue o0 meio liquido na producédo de
gametofitos com rizoides. As porcentagens de gditeet@om rizoides foram maiores a 25
°C e menores a 30 °C. As maiores porcentagensrdet@fitos com rizéides ocorreram sob
22 e 5% de luz natural nos testes realizados emmioro (2004) e outubro (2005). O uso de
reguladores de crescimento em métodos de propagesgiativa foi ineficiente para a
producao de mudas @ pectinata

Palavras-chavesGleichenella pectinatagerminacéo, irradiancia, gametofito
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ABSTRACT

Ferns are an important group in the Brazilian flofaey are found at different regions,
including open pastureland, dunes, bushes and .r&tsie ferns are pioneers and very
efficient in the regeneration of degraded foresigients. The aim of this study was to
analyze the potential of spore germination and dgepigte development oEleichenella
pectinata (Willd) Ching, as well as the morpho-anatomy of géophytes during their
development and to study the effects of differaghtl levels and temperature on their
germination. Fertile fronds were collected at tHénilade de Conservagcdo Ambiental
Desterro” (UCAD), Florianopolis-SC. The spores eveemoved and separated from debris
by filtering through lens paper and stored in giass under refrigeration at# 1 °C. Spores
were surface sterilized using a 10% (v/v) solutmihcommercial bleach (2% of active
chlorine) for a period of 15 min and then filterguough sterile filter paper, being washed
several times with sterile distilled water. Sporesre sown in bottles containing 20 mL
mineral medium as proposed by Mohr, modified by Dged supplemented with Benomyl
0.01%. All the procedures were carried out in aif@mhood. The germination tests were
carried out in growth room at 262 °C (3Qumol m%s?), in growth chamber at 38 2 °C
(19umol m*s™) under a 16 hour photoperiod and under the folgwight levels: 62, 42, 22
and 5% of natural light. Three patterns of youngngephytes were observed: rich
chloroplasts chlrocites, flamentous gametophytgsomt a developed rhizoid and from three
to five protallial cell flamentous gametophytestiwideveloped rhizoids. After 14 days,
gametophytes presented one or more chlrocites incltchloroplasts. After 21 days,
gametophytes presented three to five protallialsceéhfter 34 days some gametophytes
remained filamentous and other presented a spadulptotallus.  After 48 days, they
presented the heart shape. The greater percentggenetophytes with rhizoid was observed
after 331 days of storage (18.16 + 3.54%) for spaaleted in 06/11/2004 and the minor
(1.53 = 1.02 %) for spores colleted in 29/05/2004 atored for 49 days. No statistically
significant differences were observed between teswith and without the addition of
Benlat€ to the mineral medium. The agar gelled medium nasmore efficient than the
liquid medium in the production of gametophyteshwitizoids. The germination percentages
were higher at 25 °C and lower at 30 °C. The higlpescentages of gametophytes with
rhizoids were observed at 22 and 5% of naturat ligiNovember (2004) and October (2005).
The use of growth regulators in vegetative propagamethods was not efficient for the
production ofG. pectinatgplantlets.

Key-words: Gleichenella pectinatgametophytes, germination, irradiance.

Vii



SUMARIO

RESUMO ... .ottt ettt ettt e st ese et e st et et et et e b eaeenes et eb et ese st ebesseseeseseas Vi
ABSTRACT ..ottt ettt ettt ettt ettt et e s e et ese et ese et eae e et ese et eseeteneetenneteneas vii
SUMARIO . ...ttt ettt ettt et e et et ese s sesteste et e e eseereere s viii
LISTA DE FIGURAS.......oouiitiectet ettt emee ettt sttt ettt en s st esanis iX
LISTA DE QUADROS.......cootiiitiieteeiete st et ettt ettt ettt enet st re s Xi
LISTA DE TABELAS. ..ottt teeee ettt et e et eaeeesene et neetene e Xii
1. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt se et e s et e seneanssete s ete s eseeneneas 1
2 . OBJIETIVOS ..ottt ettt ettt et st r et ne et eeae e, 8
2.1. OBJIETIVO GERAL .....ouoitieeteeeeteeeee ettt ean et 8
2.1. 1. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......cooutvt ottt 8
3. MATERIAL E METODOS .....coooiiiiiieiiteeetet ettt sttt eaeanes e 9
3.1. AREA DE COLETA........cc....... PR 9
3.2. COLETA DE MATERIAL BOTANICO........coiviiiiciciciee e, 11.
3.3. ESTERILIZACAO DE ESPOROS ........oomiiimmmmee e 11
3.4. GERMINACAO DE ESPOROS ........ceoviviieceeeere e s 12
3.5. EFEITO DE DIFERENTES NIVEIS DE LUZ NA GERMINAED ..........ccccocuevnnn. 13
3.6. ANALISE MORFO-ANATOMICA DE GAMETOFITOS.....cceeveviiiieicecieeceee, 14
3.7. CULTIVO DE RIZOMAS.......cooeeeeeeee ettt e s s, 15
3.8. CULTIVO DE ESTACAS FOLIARES ........couimmmieieieiiccic e 18
3.9. ANALISE ESTATISTICA ....cuiiiiiiet et ettt et 20
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....c.ocviieiiieteieeee ettt e, 21
4.1. MORFOLOGIA DE ESPOROS E MORFO-ANATOMIA DE GAMBFITOS ......21
4.2. GERMINAGAO DE ESPOROS FORMADOS EM DIFERENTEB®CAS DO ANO
.................................................................................................................................... 29
4.3. EFEITO DE MEIO SOLIDIFICADO COM AGAR E DBIFERENTES
TEMPERATURAS NA GERMINACAO DEGLEICHENELLA PECTINATA............... 41
4.4, EFEITO DE DIFERENTES NIVEIS DE LUZ NA GERMACAO DE
GLEICHENELLA PECTINATA........c......... s SR 48
4.5. EFEITO DE DIFERENTES CONDICOES DE CULTI\MA GERMINAGCAO DE
GLEICHENELLA PECTINATA ..ottt ee ettt 59
5. CULTIVO DE RIZOMAS E ENRAIZAMENTO DE ESTACAS FO LIARES.......... 61
6. CONSIDERAGOES FINAIS......coiuiiiitieieeieteetee ettt snes e 66
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccooviiieitiieeeeeteeeeeevee e 67

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Ciclo de vida de uma pteridéfita homaaga ..............cccooeviiviiiiiiiiicic e, 2

Figura 2 — Localizacdo da Unidade de Conservacabidmwtal Desterro na ilha de Santa

Catarina (Fonte: Queira al. 2002)........coooii it e e e e e e e eeeeeeeaeens 10
Figura 3 — Representacdo esquematica de uma fro@d&leichenella pectinatgWwilld.)

Ching e estacas foliares Utilizada...........ccccceeeeeeiiiiiiiiieeecrr e 19
Figura 4 - Fotomicrografia em MO, de esporosxtigichenella pectinata..............cccccc...... 21

Figura 5 - Fotomicrografia em MO, de esporos@leichenella pectinataaos 14 dias de
(o1 ] LY o PSR U U PPPPRPPPRPRT 25

Figura 6 - Fotomicrografia em MO de diferentesrpad de gametdéfitos d@leichenella

QLT o1 1= > 26
Figura 7 - Fotomicrografia em MO de diferentes $ade desenvolvimento gametofitico de
Gleichenella Pectinata ............oouuuiiiiiiiiiiiii e 21.

Figura 8 - Fotomicrografia em MO de gametofitoGleichenella pectinata....................... 28

Figura 9-Padrdes de gametofitos produzidos a paléir germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 26/03/2004 e armazenados durantexs3&wb
(=7 TAToT=] = Tor= Lo H TP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPP 31

Figura 10 - Padrdes de gametofitos produzidos #irpda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 07/04/2004 e armazenados duranteag4sdb
(=7 1qToT=] = Tor= Lo K TP PP PPPPPPRPPPPPPPPPPP 32

Figura 11 - Padrdes de gametofitos produzidos #irpda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 29/05/2004 e armazenados durantea49sdb
=7 1AT0T=] = Tor= Lo NN PP PP PPPPPPPPPPPRPPPPR 33

Figura 12 - Padrdes de gametofitos produzidos #irpda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 29/05/2004 e armazenados durantea49sdb
(=7 1AToT=] = Tor= Lo K PP P PP PPPPPPPTPPPPPPPPPPI 34

Figura 13 - Padrdes de gametofitos produzidos #irpda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 04/07/2004 e armazenados durantea82sdb
(=7 TAToT=T = Tor= Lo H PP PPPPPPPTPPPPPPPPPP 44

Figura 14 - Padrdes de gametofitos produzidos #irpda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinataoletados em 06/11/2004 e armazenados durantadia3lsob
(=7 qTo T = Tor= Lo H P TP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPP 45



Figura 15 - Padrbes de gametofitos produzidos &rpda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinataoletados em 06/11/2004 e armazenados durantedia31sob
1= o T=T > Lo T TSRS 46

Figura 16 — Gametofitos com rizéides obtidos a ipath germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 06/11/2004 e armazenados durantalid81sob
(=7 1AToT=] = Tor= Lo H TP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPP a7

Figura 17 — Gametofitos com rizoides obtidos solerdintes niveis de luz no més de
novembro, a partir da germinacdo de esporoSlk@echenella pectinataoletados em
06/10/2004 e armazenados durante 29 dias SODEEQEO ...............ccevvvvvviiieieiiieieeeen. 50

Figura 18 - Densidades de fluxo de fétopm¢l m? s*) obtidas as 14h no més de novembro
de 2004, durante o teste de efeito de diferentesisnide luz na germinacdo de
Gleichenella pectinatadentro das armacdes de madeira revestidas cartfstehbrite” .

Figura 19 — Gametofitos com rizoides obtidos solerdintes niveis de luz no més de
novembro de 2004 a partir da germinacao de espl@Gseichenella pectinataoletados
em 06/10/2004 e armazenados durante 29 dias safera&o.. ..........cccccvevevvvinnnnn. 52

Figura 20 — Gametofitos com rizoides obtidos sdéreites niveis de luz no més de outubro
de 2005, a partir da germinacdo de esporo$idéchenella pectinataoletados em
06/11/2004 e armazenados durante 331 dias SOQEEAGAO.. .............c.evvvvvviiiiiiiieiiieenn. 56

Figura 21 — Densidades de fluxo de fétomm¢l m? s?) obtidas as 14h no més de outubro de
2005, durante o teste de efeito de diferentes s\deiluz na germinacao (deichenella
pectinata dentro das armacdes de madeira revestidas carfstehbrite” ................... 57

Figura 22 — Gametofitos com rizoides obtidos sdérentes niveis de luz no més de outubro
2005 a partir da germinacdo de esporos Gleichenella pectinatacoletadosem
06/11/2004 e armazenados sob refrigeracdo dur@ateias. ..............coeeeeeevvveveeeeninnnnns 58

Figura 23 — Gametofitos com rizéides obtidos aipath germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinataoletadosem 06/11/2004, armazenados durante 331 dias sob
refrigeracao e cultivados em diferentes condigd@&rimentais...............eevvveeiiinnnnennn. 60



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Composicao quimica do Meio Mineral deHRY .........cccoevevvieeeeiiiieeeeeiiiiiinnes 13.
Quadro 2 - Metodologia para fixagcdo das amostramdeetofitos..........ccccceevvivviieeeeereeeem, 15

Quadro 3 - Método para preparo da Solugdo de LugQl......cccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeen. 15
Quadro 4 - Solugéo nutritiva de Hoagland. .............eiiiiiiiiiiii 17

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Porcentagem final de gametdfitos cadides produzidos a partir de esporos de
Gleichenella pectinatacoletadosem 29/05/2004 e armazenados durante 49 dias sob
refrigeracao, inoculados em meio mineral de Dyen e sem adicdo de Benlate. ........ 35

Tabela 2 - Porcentagem final de gametofitos comides produzidos a partir de esporos de
Gleichenella pectinataoletados em diferentes meses de 2004........ccccceeevvvevevennnne 35

Tabela 3 - Porcentagem de esporos viaveiSldehenella pectinataoletados em diferentes
MESES U8 2004 ...t eeeeee e e e e e e e ettt ettt eee e e e e e e e e e e e e aeteeeeeernraaaaa 36

Tabela 4 — Gametofitos com rizoides obtidos a patt germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 06/11/2004 e armazenados durantalid81sob
(=7 AToT=] = Tor= Lo K TP PP PPPPPPPTPPPPPPPPPPI a7

Tabela 5 - Temperaturas minimas e maximas obtidavés de novembro de 2004 as 14 h
durante o teste de efeito de diferentes niveisudenh germinacdo dé&leichenella
pectinata dentro das armacdes de madeira revestidas carfstehbrite” ................... 51

Tabela 6 - Dias para atingir a maxima germinac@oreentagem final de gametofitos com
rizéides obtidos sob diferentes niveis de luz.dipda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinataoletados em 06/10/2004 e armazenados sob refc@edurante
29 dIBS. .eeiiiiiiiii i et e e e e e bbb 52

Tabela 7 - Temperaturas minimas e maximas obtidamés de outubro de 2005 as 14h
durante o teste de efeito de diferentes niveisudenh germinacéo d&leichenella
pectinata dentro das armacdes de madeira revestidas carfstehbrite .................... 57

Tabela 8 - Dias para atingir a maxima germinac@oreentagem final de gametoéfitos com
rizoides obtidos sob diferentes niveis de luz dimpda germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinataoletados em 06/11/2004 e armazenados sob reft@ggeurante
103 1 I o [ = T OSSR 58

Tabela 9 - Dias para atingir a maxima germinacdmeentagem final gametoéfitos com
rizéides obtidos a partir da germinacdo de espoedSleichenella pectinataoletados
em 06/11/2004, armazenados durante 331 dias eadds em diferentes condi¢des
EXPEIMENTAIS. ....ceiiieeeeeeeeeiitii e s e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaa e a e s s e e aeaaeaaaaaaaeaaaeeeeeeenes 60

Tabela 10 - Cultivo de rizomas @eichenella pectinateem diferentes tratamentos. .....1..6

Tabela 11 - Efeito de AIB na sobrevivéncia de estdoliares dé&leichenella pectinataem
SAlA 8 CUITIVO. . ..t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeenennes 62

Xii



Tabela 12 — Efeito de AIB na sobrevivéncia de estdgliares dé&leichenella pectinataem
CONAIGOES de 1aDOTALONIO. ... ...eeieeie e ettt e e e e e e 63

Tabela 13 - Efeito de AIB na sobrevivéncia de estdoliares dé&leichenella pectinatana
casa de vegetacdo do Dept. de BOtANICa........ccceevvvrveeviiiiiiiiiiiiiiee e eeeee e eveeeeeeeeee 63

Xiii



1. INTRODUCAO

As pteriddfitas possuem uma megadiversidade ma thoasileira. Constituem um
importante grupo vegetal, com cerca de 1.200 a0le3pécies ocorrentes no Brasil (Prado
1997), de um total estimado em 9.000 a 12.000 espéo mundo (Tryon & Tryon 1982).
Estima-se que 700 espécies estejam ameacadasrdg@exiVindisch 2002).

No continente americano ha cerca de 3.250 espétass,quais 3.000 podem ser
encontradas em territdrios neotropicos (Tryon &ofryl982). Segundo Tryon (1986), as
regides Sul e Sudoeste do Brasil contém cerca dee§fiecies e abrigam um dos centros de
endemismo e especiacdo de pteridofitas no conéngal-Americano. No Brasil, ocorrem
principalmente em regides de matas, especialmemt®lata Atlantica e Matas de regibes
serranas (Prado 1997).

Os esporos de pteriddéfitas possuem entre si, santellsapacidade de disperséo pelo ar.
Distancias de 800 Km néo sao impedimentos sigtifias para sua disperséo (Tryon 1970).
Esta capacidade de dispersdo dos esporos a los@maia, possibilitaria ocuparem uma
ampla area geografica, diminuindo a influenciaateres histéricos ou barreiras geograficas
na sua distribuicéo (Tryon 1972).

A maioria das espécies de pteridofitas pertenceandam Filicales. A maioria das
espécies dessa ordem possuem esporos homospoeadas. plantas caracterizam-se por
possuir alternancia de geragcdo, uma gametofiticatra esporofitica (Fig. 1). O gametofito
inicialmente apresenta-se filamentoso e amerigig@osteriormente torna-se uma estrutura
membranosa achatada e cordiforme, o protalo, aomerosos rizéides na parte central da
superficie inferior. Tanto os anteridios quantocaopuegbnios desenvolvem-se na superficie
ventral do protalo. Os anteridios ocorrem principaite entre os rizéides, enquanto o0s

arquegodnios sdo geralmente formados préximos aréeeim, um entalhe na extremidade



anterior do gametdfito. A ordem de aparecimentotedeggametangios € controlada
geneticamente e pode ser mediada por substanciascgs especiais produzidas pelos
gametofitos. O momento de surgimento dos gametérmide influenciar se o sistema de
cruzamento é primariamente de autofecundacdo odecindacdo cruzada. A agua é

necessaria para o anterozéide multiflagelado retéaais oosferas (Ravanhal. 2001).
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Figura 1 - Ciclo de vida de uma pteridéfita homosporadante: http://www.lssa.com Jor

Com relacao a fisiologia da germinacéo de pteridgfiestudos pioneiros realizados por
Mohr (I1956) mostram que 0s esporos da maioria desgdpfitas necessitam da luz para
germinacao. Miller (1968) constatou que, dentree8Bécies estudadas, apenas sete possuiam
esporos que germinavam em nuamero consideravel quaid® completa quando recebiam

umidade, oxigénio e temperaturas favoraveis. Algastidos realizados no Brasil, por



Esteves & Felippe (1985), mostraram que dentre res@ecies estudadas apenas duas
apresentaram esporos que germinavam no escurormfingedo dos esporos de pteridofitas
geralmente ocorre em poucos dias. Simabuktial. (1993) estudaram a germinacéo de oito
espécies de pteridéfitas de mata ciliar e constatajue o tempo médio de germinacéio) (
variou de 2,61 dias parBlechnum brasilienseDesv. (Blechnaceaex 9,01 diaspara
Asplenium serrdangsd & Fisch. (Aspleniaceae) e que todas gerraimava presenca de luz.
Filippini et al. (1999) mostraram que esporosiieksonia sellowiandlook. (Dicksoniaceae)
atingiram a maxima porcentagem de germinacdo223C em luz branca constante, apds 8
ou 9 dias de inoculacdo. Brum & Randi (2002) retatque os esporos deumohra
adiantiformis (Forst.) Ching. (Dryopteridaceae) apresentaram eman tempo médio de
germinacao, sob 9% de luz solar nos meses de raagosto em Floriandpolis, SC.

E vasta a literatura cientifica sobre o desern@uto gametofitico das pteridofitas.
Por exemplo, Suzuki (2003) analisou o desenvolvimegametofitico deDicksonia
sellowiana Apés 15 dias de cultivo em meio liquido, os gabfiets eram filamentosos e
possuiam uma célula rizoidal e trés a sete célptatbnemais. Quando a regido apical
apresentou aproximadamente quatro células, a @ghidal diferenciou-se em célula obconica
ou meristematica, entre 30 a 35 dias de cultivaes Ab dias 0o gametofito adquiriu a forma
cordiforme. Aos 75 dias, os gametofitos apresemtaz@ cordiformes e aos 90 dias
apresentaram-se arquegoniados e sem tricomas. #obscopia eletronica de varredura,
constatou que os arquegbnios sdo multicelularesneafios por quatro colunas de células.
Aos 84 dias de cultivo, foram observados os priosegspordfitos.

Diversos autores pesquisaram as exigéncias edafesasssarias ao crescimento de
pteriddfitas. Carlson (1979) conduziu um estudo gamativo do habitat de dez espécies do
géneroDryopteris reunindo-as em quatro grupos: espécies tipicasoltes de pH &acido,

espécies de solos de pH &cido a neutro, espécedatede pH neutro e espécies de solos de



pH neutro a basico, havendo um maior nimero decespdesse género que preferem solos
com pH acidificado. Estudos realizados por GravesM&nk (1982), com pteridofitas
herbaceas, na Georgia (EUA) mostraram que dentresp8cies estudadaBplystichum
acrostichoides(Michx.) Schott (Dryopteridaceae) € de ocorrénciaismrestrita a solos
fortemente acidos. JAthyrium pycnocarpur{Spreng.) Tidestrom € mais abundante em solos
com pH acima de 6,6 e mais ricos em nutrienfesthelypterioides(Michx.) Desv. e
Cystopteris protus@Weath.) Blasdell da familia Woodsiaceae, sao esp@eneralistas, uma
vez que suas distribuicbes nao tém correlacaofisigtiva com o pH. Suzuket al. (2005)
mostraram que em terra roxa estruturada, cujo pHbaixo (4,4), com baixa disponibilidade
de calcio, nitrogénio, fésforo e alta concentrag@oaluminio, ocorreu o desenvolvimento
gametofitico deD. sellowianae houve a formacédo de esporofitos. Porém, nedse o
desenvolvimento foi muito mais lento quando comghar@o desenvolvimento na mesma terra
roxa com adicdo de composto organico termofilicpnagorcéo de 3:1. Observaram que essa
espécie ndo se desenvolveu em solo de floricuttestinado a plantas ornamentais, cujo pH
era 6,6. Esse solo, embora tenha uma boa dispdade de nutrientes, nao foi eficiente para
o desenvolvimento gametofitico & sellowiana.Segundo Suzuket al (2005), o substrato
coxim ( fibra de coco moida), pelo seu altissimaehdéle potassio, provavelmente foi téxico
para o desenvolvimento da espécie.

Diversas espécies de pteridéfitas, quando cultvatla vitro”, respondem aos
hormonios e reguladores vegetais, especialmeniaasug citocininas, em procedimentos de
reproducao vegetativa. Por exemplo, Camlehal (1994) regeneraramrt‘ vitro” plantulas
de Platycerium bifurcatum (Cav.) (Polypodiaceae) em meio Murashigi & Skoog
suplementado com citocinina sintética BAP (benzilred purina) e posteriormente AIB
(acido indol-butirico), para induzir o enraizamerfernandezt al (1996a) cultivaramit

vitro” rizomas de espordfitos jovens dglechnum spicant.. (Blechnaceae) ePteris



ensiformisL. (Pteridaceae) em meio MS contendo BAP assoaadBNA (acido naftaleno
aceético). Kwa et al (1997) observaram que ANA promoveu a formacaciziddes em
culturas de suspensdes celulares dePlatycerium coronarium (Koenig) Desv.
( Polypodiaceae). Tais informacdes atestam o piatethe uso de hormonios e reguladores de

crescimento em métodos de propagacéo vegetatipteddofitas.

Estudos mostram que fragmentos de floresta quamgpadados regeneram-se em
florestas secundarias. As sucessivas degradacOgmosteriores regeneracbes desses
fragmentos causam perdas de nutrientes mineraigladev lixiviacdo do solo. Esses
fragmentos passam a abrigar algumas espécies delofitas dos génerogteridium
(Dennstaedtiaceae) dsleichenia(=Gleichenelld (GleicheniaceaglHeinrich 1986). Reiet
al. (1999) relatam qu6&leichenella pectinatdWilld) Ching € uma das primeiras espécies a
surgir em areas degradadas pela acdo do homem ,(pamexemplo, rocas abandonadas),
propiciando um exemplo de sucessdo secundaria ox@skE Atlantica. Cusatis (2001)
realizou estudos fitossocioldgicos e observouMabnis minutifloraBeauv.(capim-gordura)

e duas espécies de Gleicheniace&&cherus penningerMart.) Mart. & Copel. e

Dicranopteris flexuosgSchrad.) Underw s&o as plantas que mais se adaptaolos de

extrema pobreza em Minas Gerais. As duas espéei€deicheniaceae foram registradas em
todas as escalas de cobertura variando de um dodivaté acima de 75% de cobertura na
parcela analisada. Esses dados atestam o potelasiabspécies de Gleicheniaceae como
colonizadoras de taludes e encostas degradadasentmto, a escassez de estudos
ecofisiolégicos torna imprescindivel o desenvolvitoede projetos de pesquisa que fornegcam
0s conhecimentos necessarios sobre a biologiadeiiva e desenvolvimento inicial dessas
espécies a fim de que possam ser utilizadas emrgmnag de recuperacdo de &reas

degradadas.



Segundo @stergaard-Andersen & OQllgarard (2001)amilia Gleicheniaceae possui
cinco géneros, com 120 a 140 espécies, de digtdibypantropical. Quatro géneros ocorrem
nas Américas, apresentado de 40 a 50 espécies. g&steros sao reconhecidos pelo padréo
de ramificacdo da fronde e pelo indumento. A fan@ieicheniaceae € muito diferente das
outras pteriddfitas por possuir frondes com ramadies pseudodicotdmicas e 0s segmentos

geralmente pectinados nas ultimas ramificagoese(gsard-Andersen & Jligarard 1996).

A familia apresenta plantas terrestres, com cdolego-reptantes, dicotomicamente
ramificados, com escamas ou tricomas. As frondesssé@andentes ou eretas, monomorfas,
pseudodicotdbmicas (com uma gema na axila de cazladpdicotomia); peciolos continuos
com o caule, com um feixe vascular em forma deri€’base; raque no apice também com
uma gema dormente ou ndo; esta gema € protegidamgonentos, escamas ou tricomas.
Soros ocorrem na face abaxial dos segmentos eos@iados na regido mediana da nervura
acroscopica da furca, sendo arredondados, semionadizsn ou sem parafise; esporangios
sdo globosos, subésseis; esporos sdo monoletefetestsem clorofila. O gametdfito é
cordiforme, apresentando um notavel espessamentgtudinal na regido mediana. Os
anteridios formam uma quarta célula no apice. Oemdrde anterozoides produzidos é muito

grande (Tryon & Tryon 1982; Prado 2004).

Conforme Tryon & Tryon (1982) e Prado (2004), o ey@rGleichenelladistribui-se
geograficamente do sul do México ao Panama, Amé&amtral, Guiana Francesa, Guiana,
Trinidad, Suriname, Antilhas, Bolivia, Argentinaruduai, Chile, Colémbia, Venezuela,
Equador, Peru, Bolivia e Brasil.

A espécie a ser estudada neste trabalho foi it=dd por Prado (2004) como
Gleichenella pectinat@Willd) Ching. De acordo com Tryon & Tryon (1982ksa espécie é

classificada com®icranopteris pectinatawilld. Und =Gleichenella pectinatéwilld) PR.



Segundo Queiroz (1994)Gleichenia pectinata(= Gleichenella pectinata)forma
associacOes caracterizadas pela forte dominanat aspécie, apresentando um cortejo
floristico bastante reduzido, que denominouGtkchnietum pectinatad-requentemente o0s
grupamento tém dezenas de anos. A altura médiandeagsociacdo encontra-se em torno de
1,5m.

Este trabalho tem a finalidade de estudar o paegarminativo dos esporos e do
desenvolvimento gametofitico d&leichenella pectinatabem como analisar o potencial de
brotamento de rizomas e estacas caulinares a figed® conhecimentos que possam ser
utilizados para o0 manejo dessa espécie e recomamd@o planta de cobertura para proteger

0 solo contra perdas por erosao e restauracaaskgpa, principalmente em taludes.



2 . OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o potencial germinativo dos esporosgsetdvolvimento dos gametofitos de

Gleichenella pectinata o potencial de propagacéo através de rizomstmeas foliares.

2.1. 1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Analisar a morfo-anatomia de gametdfitos obtidgsagtir de cultivo fn vitro” de
esporos.

2- Determinar taxas de porcentagens de germinacaodi@rantes coletas realizadas
durante um ano.

3- Estudar o efeito de diferentes temperaturas (b3 na germinacao de esporos.

4- Estudar o efeito de diferentes niveis de luz nengecao.

5- Analisar o potencial de producdo de mudasGdepectinataa partir de cultivo de
rizomas.

6- Analisar o potencial de enraizamento de estacasdslcom gemas entre as furcas, de

G.pectinatacom adicdo de auxinas sintéticas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. AREA DE COLETA

O material foi coletado no Brasil, Estado de S&@d#arina, llha de Florianopolis, na
Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro (UCADQalizada no setor norte da ilha a
margem direita da SC 401 no sentido norte. A aueaatualmente corresponde a UCAD, até
meados de 70 esteve sob dominio privado e sofreessivas alteracbes em sua cobertura
vegetal. No ano de 1995, esta area foi adquiritka \peiversidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) através de uma doacédo do Governo estaduaCAD situa-se entre as coordenadas
geograficas aproximadas de 27°30’48” a 27°32’34latude sul e 48°29'38” a 48°30’42” de
longitude oeste. Sua &rea corresponde a 4.915882f) de Floresta Ombréfila Densa,
representando 1,1% da superficie da llha. Locakzaros distritos de Santo Antbnio de
Lisboa, Ratones e Lagoa da Concei¢cdo no municeplatiandpolis/SC (Ladwig 1998) (Fig.

2).
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Figura 2 — Localizacdo da Unidade de Conservacdo AmbientateDesna ilha de Santa
Catarina (Fonte: Queirat al 2002).
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3.2. COLETA DE MATERIAL BOTANICO

Gleichenella pectinata possue caule densamente pubescente, tricomas nao
ramificados, castanho-amarelados, medindo 4mm.deésorsdo eretas, com 1 a 2 m de
comprimento; peciolos castanho-claros, com tricoesgmrsos na base, iguais aos do caule,
glabro distalmente; pinas 1-2-furcadas, sem undpaiinas acessorias na base de cada furca;
gemas com tricomas pluricelulares, castanho-aveadek, segmentos adaxialmente glabros,
abaxialmente pilosos, tricomas sobre as nervuestacho-alaranjados, estrelados; nervuras
livres, simples a 2-4-furcadas. Soros como espararagn posicado mediana.

Frondes férteis deG. pectinata foram coletadas na Unidade de Conservacgao
Ambiental Desterro-UCAD nos meses de marco (26/@8j| (07/04), maio (29/05), julho
(04/07), outubro (06/10) e novembro (06/11) de 2004

Apoés a coleta, as frondes secaram sobre papeitae ém temperatura ambiente
durante 72 horas, para induzir a abertura dos @&sgms e liberacdo dos esporos.
Posteriormente, os esporos foram separados dosaagpms, com auxilio de um pincel. O
material foi filtrado em entretela de papel (ouglage lente) e os esporos foram armazenados

em frascos de vidro sob refrigeracdoaI7°C (Roggeet al. 2000).

3.3. ESTERILIZACAO DE ESPOROS

Esporos deG. pectinataforam previamente esterilizados pela imersao derdbs
minutos, em solucéo de hipoclorito de sédio comér@@-Bo&, com 2% de cloro ativo),
diluida a 10% e posteriormente foram lavados ena @&gstilada autoclavada e filtrados a
vacuo, sobre papel de filtro. Este procedimentadalizado em capela de fluxo luminar, onde

0 material permaneceu até a secagem completa.
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3.4. GERMINACAO DE ESPOROS

Os esporos germinaram em meio mineral liquido em&io mineral solidificado. Na
germinacdo em meio liquido, os esporos foram seoseath quatro frascos Erlenmeyer,
contendo 20 ml de meio mineral de Mohr (1956), ricalio por Dyer (1979) (Quadro 1),
acrescido de Benldte(25 mg.L%) para evitar o aparecimento de fungos, com exceedo d
coleta realizada em 29/05/2004 onde empregou-se sen adicdo de Benlate. Para se
analisar o comportamento germinativo em meio dalatio, esporos foram semeados em oito
placas de Petri, contendo 20ml de meio solidificaglm 0,8% de Agar. O pH dos meios foi
de aproximadamente 6,5. Os meios e vidrarias fgrewiamente autoclavados durante 30
minutos a 1 atm. Aproximadamente 10 mg (cerca @9@W) de esporos esterilizados, foram
semeados em cada frasco ou placa com auxilio deespetula. Todo o procedimento foi
realizado em capela de fluxo laminar. O efeito eeperaturas de 25 °C e 30 °C foi
analisado. A germinagdo a 25 °C ocorreu em salautteyo com irradiancia a altura dos
frascos de aproximadamente ol m?s™. A germinacdo a 30 °C ocorreu em camara de
germinacdo com irradiancia & altura dos frascosmteximadamente 1@mol m? s’ A
iluminacao foi obtida pelo uso de lampadas flueates brancas e o fotoperiodo foi de 16
horas. A germinacdo foi avaliada a cada quatro eie dias até a estabilidade. Foram
preparadas oito laminas e contados 100 esporoEmdima, em microscopio binocular Carl
Zeiss e aumento de 100 vezes. Esporo& dpectinataapds procedimentos de germinagéo
utilizados neste trabalho originam trés padréesietenvolvimento inicial gametofitico: 1)
esporos com cloroplastos; 2) gametofitos filamergosom rizdides ndo desenvolvidos ou

parcialmente desenvolvidos, 3) gametdéfitos comdeem desenvolvimento.
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Quadro 1 - Composic¢ao quimica do Meio Mineral de DYER.

Reagentes Quantgda
MOS8 TH20 oot 510 mg:t
KNI et ee e e ee e, 20 mg.L*
Ca (NQ)2.4H0 ..o, 1440 mg.t
KHoP Ol 250 mg.t
Solucéo de FESTH,0 € NAEDTA ...ovcevoveeeeeeeeeeeeeeeeen 1imt
Preparo da solucao de FeSM,0 e NaEDTA:

N 0 N 332g7'L
NN EZT0 ) = TR 3,65 gL
FESQ ettt 25¢. L'

3.5. EFEITO DE DIFERENTES NIVEIS DE LUZ NA GERMINAC AO

Os frascos contendo esporos semeados em meio higardo, foram colocados em
bandejas, sob armacdes de madeira de Sprewestidas com telas sombrite, que reduzem a
insolacdo natural em aproximadamente 62, 42, 226e Gs testes foram realizados no
Departamento de Botanica da Universidade Feder8ad¢a Catarina, Florianopolis, Brasil.
Os niveis de luz dentro das caixas foram avaliadcada trés ou quatro dias, sempre as 14h,
por quantometro LICOR 250, munido de sensor PAR) @0700 nm), exceto em dias de
chuva, quando néo foi possivel proceder a avalidgé&o um dia ensolarado de margo, ao
meio dia, a densidade de fluxo de fétons nessé dtice1400 pmol. m%.s™.

Foram realizados dois testes: em novembro de 2004 esporos coletados em

outubro de 2004 e em outubro de 2005 com espofetados em novembro de 2004.
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3.6. ANALISE MORFO-ANATOMICA DE GAMETOFITOS

Amostras de esporos e gametofitoSdeectinataforam fixados semanalmente, apds os
esporos serem inoculados em meio mineral, duraBteids. A fixacdo foi realizada em
glutaraldeido 2,5%, diluido em tampéao fosfato ddie®,1M, pH 7,2 (Bozzola & Russel
1991), lavados no mesmo tampdo e desidratadogamél 0GL, em tubos de polietileno
tipo "Eppendorf’, para preservacdo das estruturgesterior estudo e documentacdo em
microscopia optica (Quadro 2).

Para confirmar a presenca de cloroplastos, alguanasstras foram transferidas para
laminas de microscopia e receberam algumas gotamdieador de amido “lugol” (Quadro
3). Para observacado, o material foi retirado com auxié pipeta Pasteur, transferido para
laminas, com uma gota de etanof@D, cobertas por laminulas e analisado em micpieco
Optico marca Carl Zeiss Jena, modelo Loboval 4.

Foram também realizados registros fotograficos ateéjofitos frescos, com 59 dias de
idade, que haviam sido anteirormente transferidars [golo tipo terra roxa estruturada e
cultivados em sala de cultivo.

O registro de fotomicrografias realizou-se em nscépio 6ptico marca Leica, modelo

RM 2125, equipado com fotoautomatico.
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Quadro 2 - Metodologia para fixacdo das amostras de gametofito

Reagentes Quantidade
Glutaraldeido 25%0 ........ceeviiiiiiiiiiiiiiieiee e 5mi
Tampao fosfato de sédio 0,AM pH 7,2 .....ccceeeeeernnnnnnnnn. 45 ml
SOIUGAO A — KHPOy ..ccoiiieeeeeetie e 2,76 ¢

diluir em 100 ml de D destilada.

Solugdo B — NAHPOR2H20.......cooiiiiiie e 359

diluir em 100 ml de D destilada.

Tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 - Misturdm®@ de solucdo A e 72 ml de
solucéo B (volume final — 100 ml). Adicionar 5 dd glutaraldeido em 45 ml da
solucgéao final de tampé&o fosfato. Manter sob refagao.

Procedimento de uso: O material permaneceu na&whle fixacdo por 2 horas.
Posteriormente o material foi lavado por trésgezm tampao fosfato e desidratado
em etanol: 10, 20, 30, 40, 50, 60, TL — 15 minutos cada. O material foi

conservado em etanol GGL.

Quadro 3 - Método para preparo da Solugéo de Lugol.

Reagentes Quantidade
lodo cristalino 2,09
lodeto de potassio 4,09
Agua destilada 100m|
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3.7. CULTIVO DE RIZOMAS

Foram realizados seis testes sendo utilizados ayudtrcos de seis segmentos de
rizomas (24 segmentos) em delineamento complete@mzagualizado. Os rizomas foram
cultivados em caixas de plastico transparente, taonpa, de 8 cm de altura por 23 cm de
comprimento e 14 cm de largura .

O primeiro teste teve inicio em 29/05/2004 e osrgagos de rizomas (10 cm) foram
cultivados em terra roxa estruturada (A). O seguedterceiro testes tiveram inicio em
23/06/2004. Os segmentos (30 cm) foram cultivadogtegra roxa estruturada (B) e em solo
retirado da UCAD (C). Estes testes foram desendotviem sala de cultivo a 252 °C,
umidade relativa de 74%, irradiancia de aproximastgs 30umol m? s* e fotoperiodo de
16 horas. O quarto teste teve inicio em 07/10/2@x}.segmentos (30 a 40 cm) foram
cultivados em areia e vermiculite na proporcédo de(D) em laboratério, sem controle de
temperatura e com luz natural. Os rizomas destasajtestes foram regados regularmente
com agua. O quinto e sexto testes tiveram iniciol8M2/2004. Os rizomas (30 a 40 cm)
foram cultivados em terra roxa (E), areia e verfiteEwna proporcdo de 1:1 (F). Os testes
foram conduzidos na casa de vegetacdo do DepatiandenBotanica, com sistema de
nebulizacdo. Os rizomas foram regados semanalmentesolugdo nutritiva de Hoagland &
Arnon (Hoagland & Arnon, 1950) (Quadro 4).

Semanalmente foram observados o0s seguintes aspestozomas: desenvolvimento

foliar, morte, sobrevivéncia e auséncia de brotacao
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Quadro 4 - Solucao nutritiva de Hoagland & Arnon

Solucbes estoques g/ 100 ml mf . |
NHH-PO, 11,5 1
KNG 10,11 6
Ca(NQ). 23,61 4
MgSO,. 7H,O 24,64 2
EDTA - Fé Mg/1000 ml
NaEDTA 33,2
NaOH 3,65
FeSQ 25
Micronutrientes* Mg/ 1000 ml
a) MnSQ . 4H,0 22,3
b) ZnSQ . 4H,0 8,6
c) HsBO;3 6,2
Solucbes Mg/ 100 ml
d) NaMoO;, . 2H,0 25
e) CuSQ . 5H,0 2,5
f) CoCl, . 6H,0 2,5
EDTA - Fé 1 ml/l de solucéo de Hoagland
*Retirar 10 ml das solucdes d,e,f, completar o r@dpara 1 litro e acrescentar 0s
sais de micronutrientes a,b,c.
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3.8. CULTIVO DE ESTACAS FOLIARES

As estacas foliares em forma ¥ede 5 cm, contendo uma gema entre as furcas (Fig.
3) foram cultivadas em quatro blocos de seis est@msexperimentos foram realizados com
acido indol-3-butirico (AIB), Merck, nas concenfias 250, 500, 1000, 1500 e 2000 mg. Kg
! na forma de p6 em talco neutro. éstacagoram preparadas e imediatamente colocadas em
frascos com agua. A seguir, a base das estacas)(Ifai colocada em contato com o talco
contendo as auxinas sintéticas. As estacas forantgolas em vasos plasticos de 2cm de raio
na base, 2,8cm de raio na parte superior e 5 cattwl@, contendo areia lavada e vermiculite
(1:1) e mantidas em caixas de polietileno transparecom tampa. Utilizou-se o
delineamento completamente casualizado.

O primeiro teste foi realizado em 12/07/2004. Asess foram mantidas em sala de
cultivo a 25+ 2 °C, umidade relativa de 74% e irradiancia de apregimmente 3@mol m?
s, com fotoperiodo de 16 horas. O segundo testedtizado em 07/10/2004 em laboratério,
sem controle de temperatura e com luz natural.afimos os testes, as estacas foram regadas
a cada trés dias. O terceiro teste foi realizadd 8h2/2004. As estacas foram cultivadas em
casa de vegetacdo do Departamento de Botanicasistama de nebulizacdo e foram regadas
com solucao nutritiva de Hoagland & Arnon semanat@eDurante os testes, essas estacas
foram periodicamente pulverizadas com solucdo delaB® a 25mg. [}, para evitar o

aparecimento de fungos.
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Figura 3 — Representacdo esquematica de uma frond&ldiehenella pectinatgWilld.)
Chinge estacas foliares utilizada.
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Para a confeccéo de curvas de germinacéo, foramiexdas de seis a oito laminas
com 100 esporos cada. Para cada dia de avaliaggio fralculados: porcentagem média de
germinagao, variancia e desvio padrao (Sokal & RtH$9). Os resultados foram analisados
pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirndy,.f) e pelos testes F de Snededey (
(quando se compararam dois tratamentos) e de B&Xfe (quando se compararam mais de
dois tratamentos), para verificagdo da homogeneidad variancias (Santana & Ranal 2004).
Sempre que se constatou que os dados ndo segudistriauicdo normal, estes foram
transformados em valor angular (arcosend?®) e novamente submetidos aos testes de
normalidade e homogeneidade das variancias. Asardg variancia (Multifactor ANOVA)
foi seguida do teste de comparacdo de meédias quaedoompararam mais de dois
tratamentos (Tukey 5%) quando os dados apresentdistnbuicdo normal e variancias
homogéneas. No caso de os dados ndo apresentaremalidade ou homogeneidade de
variancias, mesmo apos a transformacéo angulaglse de variancia foi realizada pelo teste
nao parameétrico de Kruskal-WallislY seguido de teste de Dunn (Zar 1999). O testde't
Student foi utilizado para se comparar dois trataiws. Os resultados foram analisados pelos

softwares Excel e Minitab (Microsoft) e Statgraghit993).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. MORFOLOGIA DE ESPOROS E MORFO-ANATOMIA DE GAME TOFITOS

A Figura 4 mostra aspectos de esporo§dpectinatavistos emmicroscopia optica.
Estes esporos sdo monoletes, lisos e com aspetiforme. Os esporos considerados
inviaveis mostram-se transparentes, sem contelelossgrva ou parcialmente preenchidos
com granulos de reserva. Os esporos consideradbgeivi apresentam-se totalmente

preenchidos com conteudos de reservas e seu aspauaeo.

Figura 4 - Fotomicrografia em MO, de esporos @é&eichenella pectinata- inviaveis; V-
viaveis (Barras = 10um).

A Figura 5 mostra um esporo d8. pectinataem inicio degerminacdo, com
cloroplastos corados com lugol, indicando depdstamido.

Esporos de5. pectinataap0s procedimentos de germinacgdo utilizados nestalbo
originam trés padrbes de desenvolvimento iniciaigafitico: 1) esporos com cloroplastos e
gametofitos formados por clordcitos ricos em cltasios, porém sem rizéides (Fig. 6A); 2)

gametdfitos filamentosos com rizéides nédo desemmdvou parcialmente desenvolvidos, que
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se caracterizam por serem curtos e apresentarerac@ad marrom clara (Fig. 6B e 6C); 3)
gametdfitos com 3 a 5 células protoliais e rizoigiesdesenvolvimento (Fig. 6D). Somente o
terceiro padréo foi capaz de produzir gametofitmsliibormes. A fase filamentosa do terceiro
padrdo € aparente depois de oito dias, consistiad®d a 6 células protonemais e geralmente
um rizéide desenvolvido.

Segundo o esquema baseado em Nayar, Kaur e Raglagvaldaramilloet al. 2003),

o terceiro padrdo gametofitico observado nestaltnabocorre a partir de divisdo assimétrica
perpendicular ao maior eixo do esporo, onde aaéhénor origina o rizoide e a maior da
origem a célula protonemal. Esta sofre sucessiwasdds perpendiculares ao maior eixo do
esporo, produzindo um gametofito filamentoso déagarélulas.

O primeiro padrdo observado para a germinacdo @eres de G. pectinata
assemelha-se ao padrdo de germinacdo de esporagequaam no escuro, de algumas
espécies dos génerBsilotume Tmesipterigfamilia Psilotaceae), os quais durante o inieio d
germinacdo produzem proplastidios e ndo ocorreretiééacéo de rizéides (Whittier &
Braggins 1993).

A germinacdo de esporos de muitas pteridofitasieeissa luz necessita da presenca
do fitocromo na forma Fve (fitocromo vermelho-eri® para a indugdo. A germinagao
dependente de Fve pode ser reversivelmente inipela exposicdo subseqiente com
vermelho-extremo e irreversivelmente pela exposogin luz azul. Nos esporos Adiantum
capillus — venerid.. (Pteridaceae), durante a primeira mitose induzdla luz vermelha, o
ndcleomigra do centro para a extremidade da aberturasgore. Se este movimento for
inibido, ndo havera diferenciacdo de rizoide apdsitase. Entdo, consequentemente, a luz
ambiental controla a primeira mitose de esporosagieambaias, que geralmente produz uma
célula protonemal (clorécito) e um rizoide. A sedanmitose, que ocorre na célula

protonemal € induzida pela luz azul do espectroirloso e inibida pela luz vermelha
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monocromatica. A qualidade da luz ambiental éceripara o desenvolvimento gametofitico
(Furuya 1983; Furuyat al 1997; Uchida & Furuya 1997).

Os dados apresentados neste trabalho sugerem reielgs gametofitos produzidos a
partir de esporos d8. pectinataapresentaram inibicdo de crescimento de rizoides.

A figura 7 mostra diferentes fases de desenvolrimgametofitico dé&s. pectinata,
do terceiro padrdoA figura 7A mostra um gametofito com varios rizésddesenvolvidos, em
inicio de fase espatulada, pois apresenta umaacélpical e logo abaixo, duas células
oriundas de uma diviséao celular paralela ao maxar @o gametofito. As células protonemais
mostram abundancia de cloroplastos. A figura 7Btraaggametofitos com inicio de formacao
de expansdes laterais (abas ou asas), apresetri@odtas marginais. A figura 7C mostra um
gametadfito cordiforme, aos 48 dias de cultivo, andente meristema apical.

De acordo com Nayar & Kaur (1969), o padrao desndslvimento gametofitico da
familia Gleicheniaceae é do tipo Drynaria, que @materiza pelo estabelecimento de um
meristema apical apos a formagéo de tricomas nwsgiA germinacdo dos esporos forma
um filamento unisseriado. Uma placa protalica laggaspatulada é formada por sucessivas
divisdes longitudinais e transversais e a exparts® células filhas. A placa protalica
geralmente é formada de 5 a 10 células alongadas, éndesprovida de meristema
organizado. Mais tarde, uma célula obconica difgeese por duas divisbes obliqguas em
uma das células marginais na extremidade da plemgdlipa. O protalo jovem torna-se
cordiforme, a célula meristemética apical é suliskit por um meristema pluricelular e uma
regido central desenvolve-se. O protalo jovem gerate € glabro: tricomas geralmente séo
formados quando o protalo torna-se cordiform@e. pectinatadistingue-se pela grande
assimetria entre as asas protalicas e tricomasima&curtos, que aparecem nos protalos

espatulados, no inicio de desenvolvimento de exXjesnaterais.
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A figura 8 mostra detalhes de gametofitos cordies deG. pectinata Na figura 8A
observa-se 0 meristema apical com célula obconitgg@netofito aos 48 dias de cultivo.
Tricomas marginais unicelulares, curtos e largesam a partir de células marginas da
lamina do protalo (Fig. 8B). Esses tricomas saadamemelhantes aos observados por Pérez-
Garciaet al (1998) par&Phlebodium araneosuM. Martens & Galeotti) Mickel & Beitele
Phlebodium pseudoaureu(@av.) Lellinger, duas espécies de Polipodiacease€ mesmos
tricomas podem ser observados também na laminardetgfito (Fig. 8C).

Segundo Nayar & Kaur (1969) esse padrédo de desememto gametofitico ocorre
também para as familias Cheiropleuriaceae, Digeede, Lomariopsidaceae, Loxsomaceae,
Thelypteridaceae e na maioria dos géneros de Riibgeae. Exemplos de espécies que
apresentam desenvolvimento gametofitico semell@ntncontrado para o génédoynaria
sao: Thelypteris rhachiflexuosaRiba (Thelypteridaceae)Niphidium crassifolium (L.)
Lellinger (Polypodiaceae)hyrsopteris elegankze. (ThyrsopteridaceaeMicrogramma
nitida (J. Sm.) AR Sm. (PolypodiaceaePseudocolysis bradeoru(Rosenst.) L. D. Gdmez
(Polypodiaceae) (Pérez-Garaa al. 1994; Jaramilloet al1996; Pérez-Garciat al 1996-

1997; Ramirez & Garcia 1998; Pérez-Gaatial 2001 ).
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Figura 5 — Fotomicrografia em MO, de esporos @&ichenella pectinataaos 14 dias de
cultivo; a seta indica graos de amido corados aaul] dentro de cloroplastos. c- cloroplasto
(Barra= 20pum).
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Figura 6 - Fotomicrografia em MO de diferentes padrées de gaites de Gleichenella
pectinata.A- Esporos ndo germinados ou clorofilados adg dias de cultivo (Barra =
30um, 40x). B- Gametdfito filamentoso com iniciod#esenvolvimento do rizoide aos 34 dias
de cultivo (Barra = 50um, 40x). C- Gametdfitosrientosos sem rizéides desenvolvido aos
34 dias de cultivo (Barra = 50um, 20x). D- Gamétdfem fase filamentosa com 4 celulas,
apos 21dias de cultivo (Barra = 20um, 40x). igeilmda germinacao, v- esporo viavel, i-
esporo inviavel. r- rizéide, cp- célula protonemal.
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Figura 7 — Fotomicrografia em MO de diferentes fases do desdeimvento gametofitico de
Gleichenella pectinataA- Gametofito flamentoso com vérios rizoides aos 34 de cultivo

(Barra = 50um, 10x)B- gametofito espatulado com inicio de formacdo dexes@es laterais
(asas) (Barra = 50umE- Aspecto geral do gametdfito cordiforme com 48&sdile cultivo

(Barra = 50pum). r-rizoide, t- tricoma, cp- célplatonemal, m- meristema apical.
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Figura 8 - Fotomicrografia em MO de gametdfito Gdeichenella pectinata A- Gametofito
codiforme, detalhando a regiao meristematica (Bar&®um, 10x). B- Lamina protalica de
gametofito aos 48 dias de cultivo, apresentandmrtras unicelulares marginais (Barra =
50um). C- Lamina do gametdfito aos 59 de cultietasndica tricoma (Barra = 20um), t-
tricoma, m- meristema apical.
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4.2. GERMINACAO DE ESPOROS FORMADOS EM DIFERENTES EPOCAS
DO ANO.

O teste de germinacdo de esporosGdepectinatada coleta realizada em marco de
2004, iniciou em junho de 2004. ApoOs oito diasafe observados esporos preenchidos com
cloroplastos (46,75 + 7,86%). No 16° dia surgirapomeiros gametoéfitos sem rizéides (4,0
+ 2,67%) e com rizbides (0,96 + 0,72%). A germimagdtabilizou com aproximadamente
4,37 + 2,72% de gametdfitos filamentosos com rigsifFig. 9). Somente os gametdfitos que
desenvolveram rizéides foram capazes de contimuacrescimento, tornando-se espatulados.

A figura 10 apresenta dados sobre a germinacacspleras da coleta realizada em
07/04/2004. o teste iniciou em 21 de junho de 2@0germinacdo comecou apos oito dias
com o surgimento de esporos apresentando cloropldd6,87 + 6,57%). Apos 16 dias,
observaram-se gametdfitos filamentosos sem rizd@@és+ 3,77%) e com rizéides (1,43 £
0,97%). A germinacao estabilizou no 28° dia comodpradamente 2,84 = 3,10% de
gametadfitos filamentosos com rizéides.

As figuras 11 e 12 mostram dados da germinacasper@s da coleta realizada em
maio de 2004. O teste iniciou em julho de 2004. Gointuito de se analisar a acado do
Benlat€ no desenvolvimento de rizéides, esporos foram adogem meios com e sem
adicdo de Benlafe A germinacdo em ambos os tratamentos iniciou gpéso dias com o
surgimento de esporos com cloroplastos. No tratesrem adicéo de Benldteesse padréo
de germinacdo atingiu 28,37 + 5,31% e no sem adigdBenlat® atingiu 28,62 + 5,62%.
Gametdfitos sem rizoides foram observados a padetoito dias e atingiram 4,37 * 3,54% no
meio com Benldt e no meio sem Belarfte atingiram 0,34 + 0,26%. A producéo de
gametéfitos com rizéides no meio com adicdo de &ehkestabilizou aos 28 dias de cultivo

(1,53 + 1,02%). No meio sem Benl3testabilizou apds 24 dias (1,18 + 0,91%). O meim ¢

29



adicdo de Benlafendo apresentou inibicdo de formacéo dos rizéidemstrou-se eficiente
em evitar o aparecimento de fungos durante a gagam

A tabela 1 mostra as maximas porcentagens de giioettom rizoides para esporos
coletados em 29/05/2004, inoculados em meio mimkrd@byer, com e sem adicdo de Benlate
a 25mg.L*. O teste‘t” de Student mostrou que ndo houve diferenca sigtiifia entre os
dois tratamentos.

A tabela 2 mostra as maximas porcentagens de ghimetéom rizoides cultivados
em sala de cultivo a 2& 2 °C para esporos d&. pectinatade diferentes coletas com
diferentes periodos de armazenamento sob refrigera@+ 2 °C. A maior porcentagem de
gametdfitos filamentosos com rizdides foi encordrad coleta de novembro de 2004. Nao
houve diferenca estatisticamente significativaeeaty porcentagens de gametofitos filamentos
com rizoides, entre as demais coletas.

A tabela 3 mostra as porcentagens de esporos gam foonsiderados viaveis no
inicio dos testes de germinacdo. Os valores vamiadla 55,87 + 6,77 a 89,25 + 2,43.
Aparentemente, a maioria dos esporos considera@dy®iy ndo foi capaz de produzir

gametofitos com rizéides nas condicOes experimediste trabalho.
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Figura 9 — Padrbes de gametofitos produzidos a partirgdeminacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 26/03/2004 e armazenados duranteas36stb
refrigeracdo. Os esporos foram inoculados em maienal de Dyer e mantidos em sala de
cultivo a 25+ 2 °C e fotoperiodo de 16 horas. Barras indicam desaiiao.
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Figura 10 - Padrdes de gametofitos produzidos a partirgdeminacdo de esporos de
Gleichenella pectinata coletados em 07/04/2004 e armazenados duranteliag} sob
refrigeracdo. Os esporos foram inoculados em maienal de Dyer e mantidos em sala de
cultivo a 25+ 2 °C e fotoperiodo de 16 horas. Barras indicam desaiivao.
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Figura 11 - Padrbes de gametdfitos produzidos a partirgdeminacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 29/05/2004 e armazenados durante ia®® sbb
refrigeracdo. Esporos foram inoculados em meio rairde Dyer com adicdo de Benlate. Os
esporos foram mantidos em sala de cultivo a-25°C e fotoperiodo de 16 horas. Barras
indicam desvio padrao.
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Figura 12 - Padrbes de gametdfitos produzidos a partirgdeminacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 29/05/2004 e armazenados durante ia®® sbb
refrigeracdo. Esporos foram inoculados em meio rairde Dyer sem adicado de Benlate. Os
esporos foram mantidos em sala de cultivo a-25°C e fotoperiodo de 16 horas. Barras
indicam desvio padrao.
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Tabela 1 -Porcentagenfinal de gametofitos com rizéides produzidos aipde esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 29/05/2004 e armazenados durante 49 dias sob
refrigeracao, inoculados em meio mineral de Dyen e sem adicdo de Benlate.

Tratamento Gametofitos com rizéide (%)
Médias + desvio padréo s
Com adicao de Benlate 1,53 +£1,02a 5,98
Sem adicéo de Benlate 1,18 £ 0, 91a 3,65
*D max 0,061
*F 1,046

Medias + desvio padrdo com letras iguais ndo difesignificativamente entre si de acordo
com o teste d&” de Student ao nivel de 5% de probabilidade. * Apssformacao
angular.

Tabela 2- Porcentagem final de gametdfitos com rizéides mimths a partir de esporos de
Gleichenella pectinataoletados em diferentes meses de 2004.

Datas das coletas Dias de armazenamento @ametofitos com

7x1°C rizoides (%)
Médias + desvio 53
padrao

26/03/2004 86 4,37 +2,72a 14,43
07/04/2004 74 2,84 + 3,10a 30,51
29/05/2004 49 1,53 +1,02a 5,98
06/11/2004 331 18,16 £ 3,54b 7,56

X 4,337

D max 0,159

H 16,73

Médias + desvio padréo seguidas por letras distidii@rem entre si pelo testes de Dunn ao
nivel de 5% de probabilidade. *Valores n&do seguendisdribuicdo normal apés a
transformacao angular.
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Tabela 3- Porcentagem de esporos viaveigaleichenella pectinataoletados em diferentes
meses de 2004.

Datas das coletas Esporos viaveis
Médias + desvio padrédo 53
26/03/2004 89,25+ 2,43 5,93
07/04/2004 83,13 £ 7,58 58,98
29/05/2004 55,87 £6,77 45,84
06/11/2004 58,67 £ 10,76 115,86

Os dados apresentados neste trabalho mostram aqueomalicGes utilizadas, a
germinacao de esporos @e pectinatafoi baixa e irregular. As porcentagens de gern@inag
variaram em funcdo da época da coleta. E possivel aj formacdo de esporos seja
influenciada pelas alteracbes climaticas sazorais, como temperaturas, fotoperiodo e
periodos chuvosos ou de estiagem. No entanto,cdofpa deG. pectinatando foi estudada
neste trabalho, cuja énfase foi na germinacéao mdapao vegetativa. Nao houve perda de
viabilidade dos esporos em funcdo do periodo dezenamento, ja que esporos coletados
em novembro de 2004 e que foram armazenados dus&dtelias produziram as maiores
porcentagens de gametofitos com rizoides. Poderigigyerido que a armazenagem a seco
sob baixas temperaturas, estaria induzindo quebiodnéncia de esporos @e pectinata.
Novos testes deverdo ser realizados para se canfiompapel da baixa temperatura de
armazenamento na quebra de dorméncia de espotasp@etinata.

Esporos dés. pectinataforam previamente esterilizados antes da inocalaga meio
mineral liquido, para evitar o desenvolvimento degbs. Simabukurcet al. (1998)
comentam que antes da inoculacdo de esporos pgearanacio, € necessario que sejam
esterilizados. Camloh (1993, 1999) observou quaiamgerminacao ocorreu quando esporos

nao esterilizados de. bifurcatumforam inoculados, mas que houve contaminacdo Apos
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dias de cultivo, o que provavelmente reduziu o monue células dos gametdfitos, em
comparacao aos esporos previamente esterilizados.

A germinacdo de esporos de pteridofitas é altameatg&vel. Esteves & Felippe
(1985), estudaram a germinacdo de nove espécisand@mbaias que ocorrem em cerrados
do Estado de S&o Paulo. Observaram que as noveEesspéssuem esporos que germinavam
na luz e duas que também germinavam no escurookemagens de germinacao variaram
de valores proximos a 100% pdralypodium latiped.angsd. & FischP. pleopeltifolium
Raddi e P. squamulosumKaulf. (Polypodiaceae), ao redor de 25% pakdiantum
serratodentatumWilld. e ao redor de 48% para. hirsutissimumRaddi. Esporos recém
coletados décrostichum danaeifoliurhangsd. & Fisch. (Pteridaceae) atingiram ao refor
90% de germinacdo em luz continua a 25 = 1 °C dRE®O6). A germinacdo deumohra
adiantiformis(Forst.) Ching (Dryopteridaceae) em sala de aulév25 + 1 °C e fotoperiodo
de 16 horas atingiu 97,5% (Brum & Randi 2002). Beeet al (1999) trabalhando com
duas espécies de Cyatheacehephosoria quadripinnat{Gmel.) C.Chr. éAlsophila firma
(Baker) D.S. Conant, observaram aproximadamente 88%germinacdo para a primeira
espécie e 16% para a segunda. Filippinal (1999) mostraram que esporos Rieksonia
sellowianaHook. (Dicksoniaceae) atingiram a maxima porcentagde germinacao ( 88%) a
23 + 2 °C em luz branca constante apés oito ou nove diasuttevo. Hiendlemeyer
(2004),trabalhou com quatro espécies de pteridofda Floresta AtlanticaBlechnum
brasiliense Desv. (Blechnaceae) (herbaceafaccoloma inaequale (Kze.) Mett.
(Dennstaedtiaceae), (herbace@yathea corcovadensigRaddi) Domin eCyathea delgadii
Sternb. (Cyatheaceae), espécies arborescentedicdlegue as porcentagens de germinacao
variaram de 77,5 + 5,19%( delgadi) a 31,75 £ 2,5%C. corcovadens)s O menor tempo
meédio de germinacdo foi observado p8rabrasiliense(9,89 + 0,06 dias) e o maior foi

observado par&. inaequal€17,85 + 0,15 dias)
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Ha na literatura, exemplos de espécies da famgibtRceae, cuja germinacdo em
condicOes de laboratorio € muito baixa. ESpéci¢ssoesporos germinam no escuro, como
Tmesipteris tannensi€Spreng.) Bernh.Tmesipteris elongatBang. ePsilotumx intermedium
Wagner. nunca germinam ou germinam raramente (meleosl%) e nunca formam
gametofitos maduros em condi¢cfes de laboratériat{lh& Braggins 1993).

Simabukureet al. (1993) avaliaram a curva de germinacdo em luztaatesa 25 + 1
°C, para oito espécies de pteridéfitasplenium serrdangsd. & Fisch.Blechnum brasiliense
Desv., Blechnum glandulosunkink., Campyloneurum phyllitidigL.) C. Presl.,Cyathea
delgadii Sternb. Polypodium fraxinifoliumJacq. Pecluma ptilodor{Kunze) Price var. robusta
(Fée) Lellinger eThelypteris chrysodioidegFée) Morton. A menor porcentagem de
germinacao foi observada eR fraxinifolium com aproximadamente 49% e as maiores
observadas elA. serrae C. delgadii (93%).

No presente trabalho, ndo foram testados meiosdifamentes pHs na germinacao de
esporos dé&s. pectinata,0 que pode ter influenciado as baixas porcentagengerminacao
obtidas, jA que o pH utilizado foi de aproximadatedh5 e esta espécie se desenvolve bem
em solos pobres, cujo pH é geralmente acido (ab#d#x6,0). H& na literatura exemplos de
espécies cuja germinacio é mais alta em baixoskpsaso d®phioglossum palmatuin
(Ophioglossaceae) cuja germinagdo de esporos acogeescuro e foi mais alta apds oito
meses de inoculacdo em meio liquido cujo pH fostago para 4,0 (Whittier & Moyroud
1993). A maior porcentagem de germinacdo de espde<heilanthes feeiMoore
(Pteridaceae) foi observada em meio liquido comajoidtado para 4,5 (Nondaaft al. 2003).

As pteridéfitas do sub-bosque podem atuar comoiltiro, fafetando a germinacéo, o
crescimento e a sobrevivéncia de plantulas de iespétboreas bem como a sua prépria

germinacdo. O estrato de pteridéfitas pode tambiétarao processo bioldgico de predacao
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por insetos de plantas sob sua cobertura, bem atecar o nivel de luminosidade e
exposicao do solo (George & Bazzar 1999a e Gebifgazzar 1999b).

Peres (1997) e Pered al. (1998) detectaram atividade alelopatica em difexent
extratos e fracoes semipurificadas@lepectinata As trés fracdes dos extratos aquoso&de
pectinata provocaram um retardo no tempo de germinacdo e rgaraen a taxa final de
germinacdo de sementes @édemia hirta (L.) D. Don (MelastomataceaeAs fracbes n-
butanodlicas dé&. pectinatanas trés estacfes do ano estudadas (primaveoaoogtinverno)
anteciparam e aumentaram a taxa final de germinde&®. hirta, enquanto retardaram e
inibiram a germinacdo deactuca sativalL. (Asteraceae). Essas fracdes também causaram
reducdes no comprimento do hipocétilo e da radidéld. sativade até 91%. A analise
histolégica das células do hipocétilo de alfacensetidas a fracdo n-butandlica de frondes
jovens de inverno e primavera mostrou uma reduigfifisativa no comprimento médio das
células do hipocotilo sugerindo também a inibicé@s dlivisbes celulares, porém sem a
estratégia de compensacdo via alongamento celul®s autores demonstraram que
dependendo da época de coleta das frondes, da ddadffondes e da semente testatla (
hirta ou L. sativg, o extrato d&>. pectinatgpode apresentar um efeito estimulante ou inibidor.
Peres (1997) constatou a presenca dos flavonoéhdsrol e quercetina e do acido siquimico
em frondes de&5. pectinata Os resultados mostraram efeito sinergistico dessmpostos,
porém nao houve efeito quando os compostos isoladas aplicados aos testes bioldgicos.
Os extratos de frondes coletadas na primaveraeagegam oS maiores efeitos inibidores da
germinacao d€. hirta.

Soareset al (2000) observaram que exratos aquosos de froretdes de diferentes
espécies da familia GleicheniaceBé&cranopteris flexuosgSchrader) UnderwG. pectinata
Stricherus bifidugWill) Ching, S. nigropaleaceuéStum.) J. Prado & Lellinger ®.(Schrader)

Underw, reduziram significativamente a germinagaseimentes de alfadeaCtuca sativa..
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cv. “Grand Rapids”) e o crescimento radicular. Essddez pode ser um dos fatores
responsaveis pela elevada capacidade apresentadagas espécies em colonizar ambientes
degradados e com alta atividade antropica.

Tais compostos evidenciados para frondes jovereraes deG. pectinatapoderiam
estar sendo produzidos por alguns dos gametobieng produzidos no sistemia Vitro” e
afetar a germinacao de esporos da propria espéguoeeyez que aparentemente, nem todos 0s
esporos viaveis foram capazes de germinar (Fig. Pderiam também inibir o
desenvolvimento de rizoides e a divisdo celular glsetofitos impedindo sua progressao
para a fase espatulada e cordiforme, como foi vhder neste trabalho. Tal observacéao
poderia ser decorrente da densidade dos espordssies de germinacam‘vitro”, que nao

foi testada neste trabalho.
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4.3. EFEITO DE MEIO SOLIDIFICADO COM AGAR E DE DIFE RENTES

TEMPERATURAS NA GERMINACAO DE GLEICHENELLA PECTINATA

A figura 13 mostra a germinacdo de esporo& dpectinatacoletados em julho de 2004.
Esporos foram inoculados em meio de Dyer solidiiicaom Agar. O teste teve inicio em 27
de setembro de 2004. A germinacao iniciou aposa8 dom 18,38 + 6,58% de esporos
preenchidos por cloroplastos e 0,56 + 0,63% de g#itos com rizoides; ja os gametofitos
sem rizoides foram observados apos 24 dias e eefiz 26,94 + 18,30%. A germinacao
estabilizou em aproximadamente 1,9 = 2,65% de g#Hitost com rizoides. A germinacdo em
meio solidificado ndo se mostrou mais eficienteqde em meio liquido sendo que ocorreu
contaminacao por fungos e os gametofitos resistpampouco tempo sem adicdo de agua
destilada sobre o meio.

Raghavan (1989) mostrou que em geral, a germindgasporos em meio liquido &
ligeiramente superior ao meio solidificado, porésseevariacdo na germinagdo pode ser
influenciada pela difusdo dos nutrientes nos difiee estados fisicos do meio de cultura.
Conforme Camloh (1993), ndo houve diferenca na ig@gho de esporos dd&latycerium
bifurcatumL. em meio liquido e meio solidificado com agaorgém a utilizacdo do meio
liquido acelerou o desenvolvimento dos gametofitePlatycerium bifurcatuni.. Por outro
lado, Sheffield et al (2001) observaram que o meio solidificado corardgi superior ao
meio liquido para a germinacgéo e o desenvolvimgatoetofitico dd’teridium aquilinumL..

Os mesmos autores sugerem que as respostas deggioem meio liquido sejam espécie-
ou ecotipo especificas, ja que a mesma espécie ggpdemportar de maneira diferente em
funcéo do local de coleta ou mesmo de periodordeazgnamento dos esporos.

A figura 14 mostra os resultados do teste deng@cdo de esporos coletados em

novembro de 2004. O teste teve inicio em 03 debootde 2005. Os esporos germinaram em
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sala de cultivo com temperatura regulada para 2%Cte fotoperiodo de 16 horas. Apos 14
dias de cultivo foram observados 17,33 = 3,01% sjwms contendo cloroplastos, 2,58 +
2,57% de gametdfitos sem rizoides e 1,37 + 0,73Yatectofitos com rizoides. Apos 28 dias
de cultivo, foram observados 18,16 + 3,54% de gafibe$ com rizéides, havendo um
decréscimo na porcentagem de esporos com cloroplgse possivelmente evoluiram para a
fase filamentosa.

A figura 15 mostra os resultados do teste de gextaim da coleta de esporos realizada
em novembro de 2004. O teste teve inicio em Qutlédboo de 2005. Os esporos germinaram
em camara de germinacdo com temperatura regulada3pat 2 °C e fotoperiodo de 16
horas. Apdés 14 dias de cultivo foram observado83, 7,14% de esporos contendo
cloroplastos, 0,87 £ 1,53% de gametofitos sem die 0,5 £ 0,38% de gametofitos com
rizoides. Apds 28 dias de cultivo foram observad¢®3 + 3,43% de gametofitos com
rizoides. A figura 16 e a tabela 4 comparam os slaldogerminacdo de esporos da coleta de
novembro de 2004 a 25 °C e a 30 °C constantesst® ‘té de Student mostra que a maior
porcentagem de germinagéo foi obtida a 25 °C.

Resultados semelhantes foram obtidos por Péred&Gadc Riba (1982) que
trabalharam com as seguintes espécies de ciateacediksoniaceas arborescentes:
Lophosoria quadripinnatdGmel.) C. ChrTrichipteris bicrenataLiebm) Tryon,Trichipteris
scabriuscula(Maxon) Tryon,Nephelea mexicanéSchl. & Cham.) Tryon &€yathea fulva
(Mart.& Gal.) Fée e observaram que temperaturasade 25 °C diminuiram a porcentagem
de germinacado de todas as espécies, sendo queréantih de temperaturas variou de 11 a 32
°C e 0 Otimo entre 18 a 25 °C. Ranal (1999) trmlbacom espécies de pteridéfitas de
floresta mesofitica semidecidua do estado de S Pa@l autora observou que a
germinabilidade foi semelhante para todas as teahpes testadas parBolypodium

hirsutissimumRaddi,P. latipes(L.) Watt. ePteris denticulataSw. (Polypodiaceae); a maior
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germinabilidade foi observada entre temperaturak8de 25 °C para esporos Me&rograma
lindbergii (Kuhn) SotaM. squamulosgKaulf.) Sota eP. polypodioidegL.) Watt. espécies
da familia Polypodiaceae; para esporosAdeantopsis radiatalL) Fée (Pteridaceae) .
pleopeltifoliumRaddi (Polipodiaceae) a maior germinabilidadeeiocontrada entre 21 e 29
°C.

As maiores porcentagens de germinacdo de esplmddumohra adiantiformis
(Forst.) Ching (Dryopteridacea&@ram observadas a 15, 20 e 23 °C e a germinacgao foi
parcialmente inibida a 30 1 °C (Brum & Randi 2002). As autoras observaram gumenor
tempo médio de germinacg&o ocorreu a25°C.

Segundo Towill (1978), a germinacdo @aoclea sensibilid.. (Dryopteridaceae) é
controlada pela luz e temperatura. Ele sugere gu@draturas amenas Sao necessarias para
induzir a germinacao por alterar a permeabilidads ohembranas celulares. Chdnak
(1979) observaram que tratamentos de 40 °C dur@nteoras ou mais reduziram a
sensibilidade & luz para esporos@i@oclea sensibilit., o que foi revertido pela inoculagéo
no escuro a 25 °C. Raghavan (1989) explica que adtanperaturas inibem as respostas
mediadas pelo fitocromo. Haupt (1990, 1991, 19%2po/ou que a germinagao de esporos de
Dryopteris filix-masL. e Dryopteris paleacedSw) C. Chr. (Dryopteridaceae) mediada pelo
fitocromo, é inibida pelo aumento da temperatur@2igara 27 ou 32 °C. As temperaturas
elevadas parecem inibir os processos de sintegeotiinas mediados pelo fitocromo, que
Sa0 necessarios a germinacao.

Neste trabalho, a temperatura de 25 °C mostrouas eficiente em promover a

germinacao dé&. pectinataenquanto que a de 30 °C inibiu a germinacao plares.
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Figura 13 - Padrdes de gametofitos produzidos a partirgdeminacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 04/07/2004 e armazenados durante i&2 sibb
refrigeracao. Os esporos foram inoculados em maienal solidificado com Agar e mantidos
em sala de cultivo a 262 °C, fotoperiodo de 16 horas. Barras indicam desatjo.
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Figura 14 - Padrdes de gametofitos produzidos a partirgdeminacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 06/11/2004 e armazenados durante d&&l sob
refrigeracdo. Os esporos foram inoculados em maienal de Dyer e mantidos em sala de
cultivo a 25+ 2 °C, irradiancia de 3@mol m? s* e fotoperiodo de 16 horas. Barras indicam
desvio padréo.
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Figura 15 - Padrdes de gametofitos produzidos a partirgdeminacdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 06/11/2004 e armazenados durante d&&l sob
refrigeracdo. Os esporos foram inoculados em mémenal de Dyer e mantidos em camara
de germinacdo a 392 °C, irradiancia de 1@mol m”* s e fotoperiodo de 16 horas. Barras
indicam desvio padréo.
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Figura 16 — Gametofitos com rizéides obtidos a partir da geagdo de esporos de
Gleichenella pectinatacoletados em 06/11/2004 e armazenados durantedi®l sob
refrigeracdo. Os esporos foram inoculados em mémenal de Dyer e mantidos em camara
de germinacéo a AT (19umol m? s?) e em sala de cultivo a 25 °C (8ol m? s%). Letras
diferentes diferem entre si de acordo com o t&Stede Student ao nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 4 — Gametéfitos com rizoides produzidos a partirggeaminacdo de esporos de
Gleichenella pectinat@Willd.) Ching, da coleta realizada em 06/11/2004.

Tratamento Gametodfitos com rizoide (%)
Temperatura Irradidancia  Médias + desvio s
padréo
25 C° (sala de cultivo) 30pmol mi? s* 18,16 + 3,54a 7,56
30 C°(camara de germinag&o) 19umol m? s* 4,83 £ 3,43b 21,73
* Dinax 0,151
*F 2,873

Médias + desvio padrao seguidas por letras distidifarem entre si de acordo com o teste
“t” de Student ao nivel de 5% de probabilidade. * Apgissformacéo angular.
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4.4, EFEITO DE DIFERENTES NIVEIS DE LUZ NA GERMINAC AO DE

GLEICHENELLA PECTINATA

A figura 17 mostra os resultados do efeito de sid@ luz na germinacédo d&
pectinata Esporos coletados em outubro de 2004 foram sudnsed 62, 42, 22 e 5% de luz
solar. Os testes tiveram inicio em 04 de noveml®o2@04. Os testes de germinacao
realizados anteriormente, mostraram que somentaetéfitos que desenvolvem rizoides
sao capazes de continuar o seu desenvolvimenttranséormar em gametofitos cordiformes.
Os demais padrbes de gametofitos observados ndmuwam a se desenvolver. Por esse
motivo, 0os proximos resultados foram baseados smmenporcentagem de gametofitos com
rizéides produzidos a partir de esporos submeaddiserentes niveis de luz. Apés 28 dias de
cultivo sob 62% de luz foram observados 2,25 + % & gametofitos com rizéides (Fig.
17A). Apos 12 dias de cultivo sob 42% de luz for@mservados 3,0 £ 0,92% de gametofitos
com rizéides (Fig. 17B). ApGs 16 dias de cultivd» 2% de luz foram observados 2,31 +
1,27% de gametofitos com rizéides (Fig. 17C). Ap2glias de cultivo sob 5% de luz foram
observados 3,62 + 1,40% de gametdéfitos com rizdieigs 17D).

A figura 18 mostra irradiancias medidas as 14hd)atarante o més de novembro de
2004. No decorrer do experimento, os dias pernamaet nublados e chuvosos,
caracterizando-se pelas baixas irradiancias coracéecdas obtidas nos dias 20 e 24, que
apresentaram periodos de maior insolacdo. As &madis, ao longo do periodo de teste,
variaram de 139 a 6J2nol m*s* na caixa que permitiu a passagem de 62% de laz 8@
caixa que permitiu a passagem de 42% de luz, adiancias variaram de 50 a 42@ol m?

s. A 22% de luz, as irradiancias variaram de 74 2ol m? s* e a 5% variaram de 20 a

86 pmol m? s™.
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A tabela 5 mostra temperaturas medidas as bddshno més de novembro de
2004, dentro das caixas de sombrite utilizadas parbtencdo dos diferentes niveis de luz. A
62% de luz a menor temperatura minima foi de 11e°& maior foi de 16 °C; a menor
temperatura maxima foi de 29 °C e a maior de 34A°@2% de luz as temperaturas minimas
variaram de 11,5 a 24 °C e as maximas entre 29 %34 22% de luz, as temperaturas
minimas variaram de 11,5 a 24 °C e as maximas &ftra 34 °C. A 5% de luz, as

temperaturas minimas variaram de 15,5 a 20 °Greasnas de 28,5 a 40 °C.

A figura 19 mostra as porcentagens finais de gditmtdom rizoides produzidos sob
diferentes niveis de luz, no més de novembro del,280partir de esporos coletados em
outubro de 2004 e armazenados durante 29 diasefogeracdo. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os tratansgngorovavelmente devido a reduzida
producdo de gametdfitos com rizoides em todos atanrentos (Fig. 19 e tabela 6).
Entretanto, o tratamento de 5% de luz mostrourbgeindéncia bioldgica a apresentar maior

porcentagem de germinacdo com desenvolvimentordetgétos com rizoides.
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Figura 17 — Gametofitos com rizoides obtidos sob diferentesisivde luz no més de
novembro, a partir da germinacdo de esporosGtichenella pectinatacoletados em
06/10/2004 e armazenados durante 29 dias sobeaefcgo. A- 62% de luz, B- 42% de luz,
C- 22% de luz, D- 5% de luz.
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Figura 18 - Densidades de fluxo de fétonsifol m? s?) obtidas as 14h no més de novembro
de 2004, durante o teste de efeito de diferentessnde luz na germinacédo @deichenella
pectinata dentro das armacdes de madeira revestidas carfstehbrite” .

Tabela 5 - Temperaturas minimas e maximas obtidas no més\aamniwo de 2004 as 14 h
durante o teste de efeito de diferentes niveisidl@é germinacéo deleichenella pectinata
dentro das armacgdes de madeira revestidas cofisoetdrite” .

Niveis de luz (%)

62 42 22 5
Temperaturas (°C)

Dias Minima Méaxima Minima Méaxima Minima Méxima Minima Miaa

8 16 34 24 34 24 34 20 30
12 11,5 31,5 11,5 31 11,5 31,5 17 31,5
16 15 29 16 29 15 30 16 28,5
20 15 30 14,5 29 15 30 16 35
24 11,5 31,5 12 31 12 32 15,5 40
28 11 29 11,5 31 11,5 31,5 20 36
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Figura 19 — Gametofitos com rizoides obtidos sob diferentesisivde luz no més de
novembro de 2004 a partir da germinacédo de esplaGdeichenella pectinataoletadosem
06/10/2004 e armazenados durante 29 dias sobeefggo. Letras iguais ndo diferem entre
si, ao nivel de 5% de probabilidade de acordo caeste de Tukey.

Tabela 6 - Dias para atingir a maxima germinacao e porcentagehde gametofitos com
rizoides obtidos sob diferentes niveis de luz.atipata germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinat@oletados em 06/10/2004 e armazenados sob reft@erdurante 29
dias.

Niveis de luz (%)

62 42 22 5
Dias para atingir a 28 12 16 12
porcentagem maxima
germinacao

Médias + desvio padrao
Gametofitos com rizoides (%) 2,25+0,70a 3,028,9 2,31+1,27a 3,62+ 1,40a

* 6,10 2,32 10,83 15,040
* X2 6,228
*D max 0,068

Médias = desvio padrdo com letras iguais nao @ifiesignificativamente entre si, ao nivel

de 5% probabilidade de acordo com o teste de Tuk&yos transformacéo angular
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A figura 20 mostra os resultados do efeito de sivd® luz na germinacdo d&.
pectinata Esporos coletados em novembro de 2004 foram tansoémetidos a 62, 42, 22, e
5% de luz. Os testes tiveram inicio em 03 de ootud® 2005. Sob 62% de luz, foram
observados 0,54 = 0,71% de gametoéfitos com rizideds 28 dias de cultivo (Fig. 20A).
Sob 42% de luz, foram observados 6,16+ 2,31% detgditos com rizoides, apos 28 dias de
cultivo (Fig. 20B). ApGs 28 dias de cultivo sob 22#luz foram observados 8,83 + 2,3% de
gametofitos com rizéides (Fig. 20C). ApOs 28 dias alltivo sob 5% de luz, foram
observados 11,33 + 2,25% de gametofitos com rizdidig. 20D).

A figura 21 mostra as irradiancias medidas dentimatmacdes de madeira revestidas
com tela sombrite, durante o més de outubro de .2D@Bante o experimento, os dias
geralmente foram nublados e chuvosos sendo queiases irradiancias foram medidas nos
dias 19 e 22 de outubro, que apresentaram peridelamaior insolacdo. As irradiancias
variaram de 107 a 558nol m? s' na caixa que permitiu a passagem de 62% deolae s
Na caixa que permitiu a passagem de 42% de lumaakéancias variaram de 88 a 3@ol
m? st. A 22% de luz, as irradiancias variaram de 46 @ilol m? s* e a 5% variaram de
15 a 7pmol m? s*

A tabela 7 apresenta temperaturas medidas as ®més de outubro de 2005,
dentro das caixas de sombrite utilizadas paraenghb de diferentes niveis de luz. A 62% de
luz as temperaturas minimas variaram de 13,5 a°C7,8s temperaturas maximas oscilaram
entre 30 a 35 °C. A 42% de luz as temperaturasnmiivariaram de 12 a 17 °C e as
temperaturas maximas entre 23 a 39 °C. A 22% deatutemperaturas minimas variaram de
12 a 19 °C e as maximas entre 30 a 40 °C. A 5%zj@$ temperaturas minimas variaram de
15 a 18 °C e as maximas de 29,5 a 40 °C.

A figura 22 mostra as porcentagens finais de gditmtdom rizéides obtidos a partir

da germinacdo de esporos sob diferentes niveisizlenb més de outubro de 2005. As

53



porcentagens de gametoéfitos com rizéides aumentararfuncdo da reducéo dos niveis de
luz (Fig. 22 e tabela 8). As maiores porcentagengeiminacao foram observadas a 5 e 22 %
de luz. A porcentagem de geminacédo a 42% de luedt@tisticamente semelhante a 22%,
porém foi menor do que a 5% de luz. A menor poegeh de gametdéfitos com rizoides foi
observada a 62% de luz, sendo que foi estatisticgnuiferente das demais.

Resultados semelhantes foram encontrados por Brikar&li (2002) par&umohra.
adiantiformis que observaram 0s menores tempos meédios de gedoire as maiores
porcentagens de germinacdo sob 9 e 17% de irragliamos meses de abril e agosto.
Filippini et al (1999) e Renner & Randi (2004) trabalhando cbioksonia sellowiana
observaram os as maiores porcentagens de germisaig&oe 20% de luz.

As maiores porcentagens de germinacaocCglathea delgadiiSternb. eBlechnum
brasilienseDesv. foram observadas também sob 5 e 22% dslarz entre os meses de abril
e junho de 2003 (Hiendlmayer 2004). P&tzeilanthes feeMoore, a maior porcentagem de
germinacao foi obtida sob regime de luz contind®@umol m?s’, mas esta espécie pode
germinar sob diversas condi¢des incluindo escuntirtoo (Nondorket al. 2003).

Com relacdo as temperaturas medidas dentro dasscai® sombrite durante a
realizacdo destes testes, observaram-se grandesmcfies de temperaturas minimas e
maximas. Nos dias com maior presenca de ventosyehoma tendéncia de menores
temperaturas nas caixas de maior nivel de luz, vemaque a tela sombrite nestas caixas
apresenta maiores orificios e maior ventilacdo.arsacdes que recebem menores niveis de
luz mantiveram temperaturas mais altas, chegandtingir 40 °C, pois a tela sombrite
apresenta menores orificios e menor ventilacdo.eN@anto, as maiores porcentagens de
gametofitos com rizoides foram encontradas sol23% de luz e as menores sob 62 e 42%
de luz, mostrando que as altas temperaturas ol#tifas 22% de luz nos dias mais quentes do

periodo de teste, ndo inibiram a germinacdoGdepectinatae nem o desenvolvimento
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gametofitico. Apesar de a literatura mostrar queeagperaturas constantes otimas para a
germinacdo de diversas espécies de pteridofitagagstcompreendidas entre 18 e 25°C
(Pérez-Garcia & Ribas 1982, Brum & Randi 2002)geaminacao dé&leichenella pectinata

ter sido menor a 30°C constante, alternanciasagi@® temperaturas no campo associadas a
baixos niveis de luz, parecem ser benéficas pagar@inacdo desta espécie. Resultados
semelhantes foram também encontrados por HiendnG29684) para&Blechnum brasiliense

Cyathea delgadii.
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Figura 20 —Gametofitos com rizoides obtidos sob diferentegiside luz no més de outubro

de 2005, a partir da germinacdo de esporosGtEchenella pectinatacoletados em
06/11/2004 e armazenados durante 331 dias sobeefgdo. A- 62% de luz, B- 42% de luz

C- 22% de luz, D 5% de luz.
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Figura 21 —Densidades de fluxo de fétonsnfol m? s*) obtidas as 14h no més de outubro
de 2005, durante o teste de efeito de diferentesisnde luz na germinagéo Gdeichenella
pectinata dentro das armacdes de madeira revestidas carfstehbrite” .

Tabela 7 - Temperaturas minimas e maximas obtidas no més wdroude 2005 as 14h
durante o teste de efeito de diferentes niveisidl@é germinacdo deleichenella pectinata
dentro das armacdes de madeira revestidas coffsoetdrite .

Niveis de luz (%)

62 42 22 5

Temperaturas (°C)

Dias Minima Maxima Minima Méaxima Minima Méaxima Minima Maxima

10 17,5 30 17 23 19 30 17 30
13 17 35 17 37 17 40 16,5 39
19 15 32 12 33 14 37 17 38
22 19 35 16 39 18 39 18 40
25 13,5 33 12,5 35 12 37 15 36
31 13,5 30 14 31 14 30 16 29,5
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Figura 22 —Gametofitos com rizoides obtidos sob diferentegiside luz no més de outubro
2005 a partir da germinacao de esporoShgchenella pectinataoletadosem 06/11/2004 e
armazenados sob refrigeracdo durante 331 b@ras diferentes diferem entre si, ao nivel de
5% de probabilidade de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 8 -Dias para atingir a maxima germinacéo e porcentdgehde gametofitos com
rizoides obtidos sob diferentes niveis de luz atipata germinacdo de esporos de
Gleichenella pectinatecoletados em 06/11/2004 e armazenados sob reftigedurante 331
dias.

Niveis de luz (%)
62 42 22 5

Dias para atingir a maxima 28 28 28 28
germinagao

Média * desvio padréo
Gametéfitos com rizoides (%) 0,54 +0,71c 6,163B, 8,83+2,3ab 11,33+2,25a

* 4,61 8,35 6,00 3,480
* X2 0,695
*D max 0,103

Médias + desvio padrdo com letras diferentes difesggnificativamente entre si, ao nivel de
5% probabilidade de acordo com o teste de Tukéyds transformacéo angular.
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4.5. EFEITO DE DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO NA G ERMINACAO DE

GLEICHENELLA PECTINATA

A figura 23 e a tabela 9 comparam as porcentagengathetéfitos com rizéides
obtidas da germinacdo de esporos da coleta realadnovembro de 2004, submetidos a
diferentes tratamentos. A maior porcentagem destfEitos com rizoides foi obtida em sala
de cultivo (25 £ 2 °C; fotoperiodo de 16 horas@jusea das obtidas a 5 e 22% de luz natural,
que nao diferiram entre si, mas que foram esteistente inferiores ao primeiro tratamento.
Ja as menores porcentagens de gametofitos condewzéoram obtidas a 42 e 62% de luz
natural que foram estatisticamente diferentes aiteea obtida em camara de germinacéao (30
+ 1 °C; fotoperiodo de 16 horas de luz) que néeridifda porcentagem obtida a 42% de luz

natural.

Esses resultados evidenciam que o desenvolvintengametoéfitos com rizoides foi
otimizado em sala de cultivo, a 25 °C e fotoperiimilale 16 horas. Tais condicbes devem ter
sido adequadas ao metabolismo da germinacdo esanvidvimento gametofitico. Ja, sob luz
natural, a maior porcentagem de gametéfitos cogidés ocorreu sob 5 e 22 % de luz, e foi
menor do que a obtida em sala de cultivo, deverdiagar em conta que o fotoperiodo
natural € sempre menor do que em sala de cultasotemperaturas e irradiancias sdo bastante
oscilantes, o que certamente afetou o metabolissmgetminacdo e o desenvolvimento

gametofitico.

59



@ 20 a
S
= 15 .
g
8% 10 bc
0 C
8 c
NG S -
o) d
§ O —
A B C D E F
Tratamentos

Figura 23 — Gametofitos com rizéides obtidos a partir da geagdo de esporos de
Gleichenella pectinat@oletados em 06/11/2004, armazenados durante id8lctultivados
em diferentes condi¢cdes experimentais. Legend#&286 de luz, B- 42% de luz, C- 22% de
luz, D- 5% de luz, E- Camara de germinacdo a 30e°€E- Sala de cultivo a 25 °C. Letras
diferentes diferem entre si, ao nivel de 5% prdizkdzle de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 9 - Dias para atingir a maxima germinacdo e porcentafyesh gametoéfitos com
rizoides obtidos a partir da germinacdo de espdedSleichenella pectinatzoletados em
06/11/2004, armazenados durante 331 dias e culivadm diferentes condi¢cdes
experimentais.

Temperatura (°C) Niveis de luz (%)

25 30 62 42 22 5
Dias para atingir a maxima germinacao

22 22 28 28 28 28

Gametdfitos com rizéides (%)
Média + desvio padréo
18,16 £+ 3,54a 4,83+ 3,43c 0,54+0,71d 6,1634@, 8,83+2,3bc 11,33+ 2,25b

*S 7,56 21,73 4,61 8,35 6,00 3,48
* X? 4,802
Drmax 0,073

Médias + desvio padrdo com letras diferentes elifesignificativamente entre si, ao nivel
de 5% de probabilidade de acordo com o teste deylTdkApds transformacéo angular.
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5. CULTIVO DE RIZOMAS E ENRAIZAMENTO DE ESTACAS FO LIARES

A tabela 10 mostra os resultados obtidos nos tdstesltivo de rizomas em diferentes
tratamentos. Houve desenvolvimento de gemas apmaszomas cultivados em casa de
vegetacdo com nebulizacdo, em substratos terra eoaeeia e vermiculite, regados com
solucéo nutritiva, no periodo compreendido entrd2/2004 a 02/02/2005 (tratamento E e
F). A umidade foi importante para o brotamento dmas de rizomas, porém o0 excesso de
umidade na casa de cultivo pode ter sido prejudacialesenvolvimento das gemas brotadas.
No entanto, apds 7 semanas de cultivo, as frondésdas e os rizomas sofreram processo de

necrose e morte.

Tabela 10 -Cultivo de rizomas dé&leichenella pectinataem diferentes tratamentos. A-
Substrato terra roxa estruturada, em sala de oudtiz5+ 2 °C (29/05 a 21/06/2004); B-
Substrato terra roxa estruturada, em sala de outi25+ 2 °C (23/06 a 29/07/2004); C-
Substrato solo de mata, em sala de cultivo & 25°C (23/06 a 29/07/2004); D- Substrato
areia e vermiculite (1:1) em condi¢cdes naturaislatmratorio (07/10 a 15/11/2004); E-
Substrato terra roxa estruturada, em casa de g@getam nebulizacdo e rega com solucéo
de Hoagland & Arnon (13/12/2004 a 02/02/2005)SEbstrato areia e vermiculite (1:1), em
casa de vegetacao com nebulizacédo e rega com salagdoagland & Arnon (13/12/2004 a
02/02/2005).

Brotacéo de rizomas (%)

Semanas A B C D E F
I 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
Il 0 0 0 0 0 0

\Y 0 0 0 0 16,6 8,3

Vv 0 0 0 0 16,6 8,3

VI 0 0 0 0 16,6 8,3
VI 0 0 0 0 0 0
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As tabelas 11, 12 e 13 mostram resultados dosstedte efeito de AIB na
sobrevivéncia de estacas foliaresSGlgectinataNao houve formacao de raizes adventicias e
nem desenvolvimento das gemas na maioria das sstacapoucas, houve um aumento de
volume das gemas e pequeno desenrolamento folerfajumantido por curto periodo de
tempo, apos o qual as estacas necrosaram. Algestesas permaneceram vivas durante trés
semanas quando mantidas no laboratorio, em corsdigiarais. Somente as estacas mantidas
em casa de vegetacdo com sistema de nebulizagharmreram vivas por cinco semanas.
Também nesse caso, a nebulizagdo mostrou-se négesssobrevivéncia das estacas por
maior tempo, mas pode ter sido excessivamente ctesando a morte ds estacas, apos 5

semanas.

Tabela 11 -Efeito de AIB na sobrevivéncia de estacas foliagie&leichenella pectinateem
sala de cultivo. Periodo de teste: 12/07 a 12/@g/20

AIB (mg.Kg)
Semanas de 0 250 500 1000 1500 2000
cultivo
Estacas vivas (%)
I 100 100 100 100 100 100
Il 70,8 75,0 75,0 70,8 70,8 70,8
1 16,6 16,6 33,3 29,16 29,16 29,16
v 0 0 0 0 0 0
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Tabela 12 -Efeito de AIB na sobrevivéncia de estacas foliagie&leichenella pectinataem
condi¢cdes de laboratério. Periodo de teste: 02/A011/2004.

AIB (mg.Kg)
Semanas de 0 250 500 1000 1500 2000
cultivo
Estacas vivas (%)
[ 100 100 100 100 100 100
1 33,3 41,6 41,6 54,1 41,6 41,6
11l 4,16 29,16 12,5 16,6 8,3 12,5
v 0 0 0 0 0 0

Tabela 13 -Efeito de AIB na sobrevivéncia de estacas folig@&leichenella pectinatana
casa de vegetacao do Dept. de Botéanica - UFSGdeedke teste: 13/12/2004 a 02/02/2005.

AIB (mg.Kg)
Semanas de 0 250 500 1000 1500 2000
cultivo
Estacas vivas (%)
I 100 100 100 100 100 100
I 70,8 66,6 58,33 62,5 75 66,6
1 29,16 37,5 20,83 41,66 45,83 45,83
v 12,5 12,5 4,16 16,6 12,5 12,5
\% 8,3 8,3 4,16 16,6 4,16 4,16
VI 0 0 0 0 0 0

N&o ha dados na literatura académica sobre o culBwizomas de samambaias para a
reproducdo vegetativa. As informacfes sdo escassasrestringem as técnicas utilizadas
popularmente para a reproducdo de samambaias arteasne Os  sites
www.jardimdeflores.com.br e www.globorural.com.lpresentam técnicas domeésticas que
podem ser empregadas para a reproducdo dos gémespienium (asplénio ninho-de-
passarinho),Adiantum (avenca),Davallia (renda-portuguesalNephrolepsis(paulistinha),

Polypodium(samambaia-de-metro, do Amazonas, eRtgris (samambaia-pratal;quisetum
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(cavalinha), Lygodium (samambaia-trepadeira)Cyathea (samambaiacgus) eDicksonia
(Dicksonia sellowianp As técnicas indicam que os segmentos de rizodevem ter
aproximadamente 10 cm de comprimento e pelo meuas gemas.

Dados da literatura mostram que pteriddfitas redponaos hormonios vegetais em
técnicas de cultivo in vitro. Camloted al (1994), observaram a regeneracao de planimlas
vitro a partir de explantes de frondesRlatycerium bifurcatun{Cav.) C. Chr., em meio MS
suplementado com citocinina sintética BAP (beamiino purina). Para induzir o
enraizamento, os espordfitos jovens foram trartgfsrpara meios suplementados com AIB
(acido indol-butirico), AIA (acido indol-acéticoudANA (acido naftaleno-acético). O melhor
enraizamento ocorreu na presenca de AIB. As plastidram transferidas para o solo com
sucesso sendo morfologicamente idénticas a plaizoda.

Kwa et al (1995) publicaram estudos sobre apogamia (espoproduzidos na
auséncia de fecundacado) induzida por AIA em gantesdide Platycerium coronarium
(Koenig) Desv. cultivadom vitro. A percentagem de apogamia, assim como o niumebo to
de espordfitos apogamicos produzidos, foi maiopnesenca de AIA. Segundo Nakamura &
Maeda (1995), gametdfitos apospodricos kdggodium japonicumL. foram induzidos
diretamente de fragmentos de frondes de esporoftdscultivados e submetidos a
propagacdo massal. Esse material mostrou-se supgmi@ 0 isolamento e cultivo de
protoplastos do que segmentos de espordfitos. Quamgbrotoplastos foram cultivados em
meio MS ¥ suplementado com ANA e BAP, comecarardidsfes celulares apds cinco
dias de cultivo. Apds a transferéncia para meio W& de reguladores de crescimento, 0s

explantes transformaram-se em gametofitos.

Rizomas de espordfitos jovens Beechnum spicant. e Pteris ensiformid.. foram
cultivados em meio MS com BAP ou combinado com ARKspectivamente e deram inicio a

varios centros de proliferacdo localizados na epidee proximos ao parénquima destes
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orgaos apo0s um meés em cultura. O sub-cultivo deszesias por um meés, em meios
contendo reguladores de crescimento, permitiu anizg¢cdo de centros internos de
proliferacéo e a regeneracdo de um grande numesspieodfitos. A adicdo de ANA ao meio
de cultura promoveu a proliferacéo de corpos vegtidsulares enB. spicant e 0S processos
rizogénicos e calogénicos dm ensiformisOs corpos verdes globulares dos rizoma8de
spicantproduziram numerosos esporofitos e, do ponto da da micropropagacdo, sdao um
bom sistema para regenerar esporofitos na espemriedndezt al 1996a).

Fernandezt al (1996b), afirmam que quando os gametofito®dmpteris affinissp.
affinis L. foram cultivados por um més, em meio MS sugletado com BAP e ANA, houve
aumento da proliferacdo dos esporofitos a partg glametofitos. O uso de ANA e BAP
associados ao carvao ativado induziu a maxima pémdule esporofitos dBlatycerium
bifurcatum(Cav.) C. Chr. originados a partie cultivo de suspensdes celulares (Teng 1997).

Culturas de suspensdes celulares foram iniciadgsrar de calos derivados de
gametdfitos dePlatycerium coronarium(Koenig) Desv.(Kwa et al 1997). Suspensdes
celulares foram distribuidas em meio MS semi-satidiostendo cinetina. A presenca de ANA
no meio promoveu o0 aumento na formacao dos rizpidas AIA ou AIB ndo induziram os
rizoides. A producgédo de rizéides também foi obsgmvguando as células foram cultivadas
em meio contendo adicdo de ANA e cinetina.

Os testes realizados neste trabalho mostraram quen@ade parece ser importante
tanto para o brotamento de rizomas quanto parabeeswéncia de estacas foliares de
Gleichenella pectinataNo entanto, o excesso de umidade parece ter sagjodpmial apos
algumas semanas de cultivo. Testes complemené@sesciando o cultivo de rizomas e
estacas,inicialmente em sistema de nebulizagizsteriormente, em condi¢cdes de menor
umidade relativa poderiam ser sugeridos. Outrargitiva seria a a aplicacdo de técnicas de

cultivo “in vitro” para a obtencao de mudas vegetativamente.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esporos deGleichenella pectinataoletados em diferentes épocas do ano de 2004,
mostraram um baixo potencial em formar gametofitmsn rizéides, capazes de se
desenvolver em gametoéftios cordiformes e postegotmem esporofitios. Rizomas e estacas
desta espécies permameceram vivos por algumas aeramsistema de nebuliza¢do, porém
nao produziram plantas no decorrer deste trablas fesultados abrem novas perspectivas
para a obtencdo de plantas a partir de culiiveitro” .

Este trabalho é pioneiro no que se refere aodestlo potencial germinativo de
Gleichenella pectinataA metodologia para a germinacéa Vitro” utilizada neste trabalho
tem sido aplicada rotineiramente, sendo portanteqaada para esta finalidade.

Novas estratégias para incrementar a germinac@smaros poderdo ser aplicadas,
como a utilizagéo de diferentes pHs nos meios ttaray a realizacao de coletas de esporos
em diferentes areas e épocas do ano, testes endoldiferentes densidades de esporos no
meio mineral e testes envolvendo diferentes tenyras

Estudos sobre possiveis efeitos alelopaticos décesgobre seus proprios esporos
seriam interessantes para a compreensao das gssatéprodutivas da espécie em seu
“habitat”.

O estudo sobre a germinacdo d&leichenella pectinata, bem como do
desenvolvimento gametofitico e potencial para répcdo vegetatitya sdo etapas
significativas para ampliar o conhecimento dadgi@ desta espécie, com intuito de produzir
plantas a partir dos esporos e vegetativamentasjderando-se que a espécie potencialmente
poderda ser empregada como cobertura para protegaloocontra perdas por eroséo,
principalmente em taludes e a recuperacdo de mmsadestudos posteriores devem ser
realizados pois ha ainda muito para se conhecee 8keichenella pectinat@willd.) Ching

e as pteridofitas brasileiras.
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