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RESUMO

Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook (Dicksoniaceae), popularmente conhecida como
xaxim, € uma importante espécie de pteridofita arborea que pode ser encontrada na
Floresta Ombrofila Densa ¢ que ha anos vem sendo explorada para fins comerciais. A
exploracdo aliada a seu desenvolvimento lento tem sido um agravante para esta espécie
colocando-a entre as espécies ameagadas de extingdo. H4 na literatura cientifica muito
pouco a respeito da fisiologia dessa espécie, bem como, de seu crescimento inicial e
cultivo. Tornou-se, entdo, relevante o estudo desta espécie visando métodos que
contribuam para otimizar sua propagacdo e conservagao. Portanto, este trabalho teve por
objetivo verificar a viabilidade de esporos armazenados ha mais de trés anos, estudar a
morfo-anatomia dos gameto6fitos durante seu desenvolvimento, verificar o substrato que
proporciona mais rapido desenvolvimento da fase inicial da espécie e verificar o efeito
de diferentes niveis de luz no crescimento de plantulas de D. sellowiana. Esporos
armazenados ha 1130 dias em frascos de vidro a 7+1°C e esterilizados em solugdo de
hipoclorito de s6dio comercial a 20% por 30 minutos, apresentaram 27% de germinacao
no 16° dia de cultivo. Esporos armazenados nas mesmas condigdes, ha 1160 dias e
esterilizados em solucdo de hipoclorito de so6dio comercial a 5% por 30 minutos,
apresentaram uma média de 78,5% de germinagdo. A germinagdo dos esporos iniciou-se
no segundo dia de cultivo. Aos 15 dias os gametofitos apresentaram-se na forma
filamentosa, com uma célula rizoidal e 3 a 7 células protonemais. Aos 30 dias os
gametofitos apresentaram-se como um protalo laminar espatulado. Aos 45 dias os
gametofitos comegavam a se tornar cordiformes. Aos 90 dias os gameto6fitos possuiam a
forma cordata e alguns ja eram arquegoniados. Apés 84 dias de cultivo, iniciou-se a
formagdo de esporofitos. Até 259 dias de cultivo, 84,67% dos gametofitos formaram
esporofitos. O substrato com pH baixo (5,2), altos teores de nitrogénio, fosforo,
potassio, calcio e auséncia de aluminio trocavel, proporcionou um desenvolvimento
gametofitico e esporofitico inicial mais rapido. A intensidade luminosa de 10% da luz
solar proporcionou um aumento significativo da altura da fronde maior, do nimero de
frondes, das massas fresca e seca da parte aérea, da taxa de crescimento relativo em
altura ¢ da taxa de crescimento relativo em relacdo as intensidades de 3% e 30% da luz
solar. Os teores de clorofila foram significativamente maiores a 3% da luz solar. As
plantas submetidas as intensidades de 50%, 75% e 100% da luz solar ndo sobreviveram.

Palavras-chave: Dicksonia sellowiana, gamet6fito, espordfito, luz, esterilizagdo,
germinagao, solos .



ABSTRACT

Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook (Dicksoniaceae), popularly known as fiber plant, is
an important species of arboreal pteridophyte that can be found at the rainforest and
that for years has been explored for commercial ends. The exploration allied to its slow
development has been an added difficulty for this species putting it among the
threatened species of extinction. Little information exists in the world literature on the
physiology of that species, as well as, its initial growth and cultivation. It is then,
relevant to study this species seeking methods that contribute to optimize its
propagation and conservation. Therefore, this work had the objective of verifying the
viability of stored spores for more than three years, of studying the morpho-anatomy of
the gametophytes during its development, verifying the substratum that provides faster
development of the initial phase of the species and the effect of different light levels in
the growth of plantlets of D. sellowiana. Spores stored over a period of 1130 days in
glass flasks at 7+1°C and surface sterilized with a 20% (v/v) solution of commercial
bleach (2,0-2,5% of active chlorine) for 30 minutes, presented 27% of germination after
16 days of cultivation. Spores stored in the same conditions, over a period of 1160 days
and surface sterilized with a 5% (v/v) solution of commercial bleach (2,0-2,5% of active
chlorine) for 30 minutes, presented an average of 78,5% of germination. The spores
began to germinate after the second day of cultivation. After 15 days the gametophytes
presented the filamentous form, with a rhizoidal cell and 3 to 7 prothallial cells. After
30 days the gametophytes were laminate-spatulate prothallus. After 45 days the
gametophytes turned to the cordiform aspect. After 90 days the gametophytes were
cordiform and some of them presented already archegonium. After 84 days of
cultivation, the formation of sporophytes started. After 259 days of cultivation, 84,67%
of the gametophytes formed sporophytes. The substratum with low pH (5,2), high
levels of nitrogen, phosphorus, potassium and calcium and absence of exchangeable
aluminum, provided a faster gametophytic and sporophytic initial development. The
light intensity of 10% of total irradiance provided a significant increase of the height of
the larger frond, the number of fronds, the fresh and dry weight of the aerial part, the
rate of relative growth in height and the rate of relative growth in relation to the
intensities of 3% and 30% of total irradiance. The chlorophyll levels were significantly
larger in 3% of total irradiance. The plants grown in the intensities of 50%, 75% and
100% of total irradiance did not survive.

Key-words: Dicksonia sellowiana, gamethophyte, sporophyte, light, sterilization,
germination, soils.
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1. INTRODUCAO

As pteridofitas constituem um importante grupo de organismos na megadiversa
flora brasileira, com cerca de 1.150 espécies de um total estimado de 9.000 a 11.500
espécies no mundo. Estima-se que 700 espécies estejam atualmente ameacadas de

extingdo (WALTER & GILLETT 1998 apud WINDISCH 2002).

A diversidade das samambaias ¢ maior nos tropicos, onde aproximadamente 3/4
das espécies sdo encontradas. Cerca de 380 espécies sao encontradas nos Estados Unidos
e Canada, enquanto cerca de 1000 espécies sdo encontradas no pequeno pais tropical de
Costa Rica, na América Central. Aproximadamente 1/3 das samambaias tropicais

ocorrem sobre troncos ou ramos de arvores como epifitas (RAVEN et al. 2001)

TRYON (1970) afirma que a maioria das espécies de pteridofitas possui
semelhante capacidade de dispersdo pelo ar e distancias de 500 milhas (800Km) ndo sdo
impedimentos significativos. Esta capacidade de dispersdo dos esporos a longa
distancia, a principio, possibilitaria as pteridofitas arborescentes ocuparem uma ampla
area geografica, diminuindo a influéncia de fatores historicos ou barreiras geograficas na
determinagdo da distribuigdo geral das espécies. Desta forma, o fator principal na

distribuigdo seria a fidelidade ao habitat (TRYON 1972).

A maior diversidade de espécies de pteridofitas € encontrada nas regides
montanhosas dos tropicos, as quais tém alta diversidade de habitats, expressa por um
mosaico de ambientes. Contrastando com as regides montanhosas da América Tropical,
com alta diversidade de espécies, a Bacia Amazonica, apesar de sua grande extensio,
tem relativamente pequena flora pteridofitica. A Bacia Amazonica tem topografia baixa,
relativamente uniforme e pouca diferenciacio de ambientes, além disto, terras
anualmente inundadas e altas temperaturas sdo fatores que podem limitar o numero de

espécies nestes ambientes (TRYON 1985; FERNANDES 1997).



Inumeras espécies de pteridofitas sdo utilizadas hd muito tempo para diversas
finalidades. Para o povo Maori, as pteridofitas possuem um significado espiritual e
cosmologico, pois simbolizam nova vida e reencarnacdo (BALICK & COX 1996).
Conforme os autores, eles entalham em urnas funerarias de madeira, espirais de folhas

jovens de uma espécie do género Cyathea.

Populacdes nativas em nosso territorio ja utilizavam samambaias numa vasta
gama de aplicagdes, variando desde a preparacdo do local de parto (numa cama de
frondes) até a decoracdo de tumulos. Frondes de Schizaea pacificans Mart. eram
trocadas ap6s guerras tribais como um simbolo de paz em algumas areas da Amazdnia,
enquanto que uma série de outras espécies apresenta propriedades medicinais ou
misticas. SANTOS (1973) relatou o uso de tronco de xaxim, pelo povo Xokleng no sul
do Brasil, para produzir uma bebida fermentada que era utilizada em ocasides especiais.
BARROS & ANDRADE (1977) apud WINDISCH (2002) registraram o uso de 60
espécies nativas para fins medicinais ¢ PIO CORREA (1931), cita o emprego de folhas
de xaxim, em cirurgias, como hemostatico. Caudices de Dicksonia sellowiana (Pesl.)
Hook. ainda s3o utilizados por certos grupamentos no sul do Pais, na construcdo de
moradias com excelente isolamento térmico. No sul do Brasil, muitas pessoas obtém seu
sustento com a extracdo de frondes de Rumohra adiantiformis (Forsk) Ching para

comercializacdo para a composicao de arranjos florais (WINDISCH 2002).

Algumas outras espécies também sdo utilizadas no mercado interno, tal como
Sphaeropteris gardneri (Hook) Tryon, Cyathea atrovirens (Langsd & Fisch.) Domin.
(FERNANDES 1997). Em algumas regides no Sul do Pais, plantas de Alsophila setosa
Kaulf, sdo retiradas da natureza para decoracdo de igrejas em casamentos. Material de
espécies dos géneros Adiantum, Asplenium, Blechnum, Selaginella, Marsilea,
Adiantopsis e Lycopodium ¢é extraido para comercializagdo em algumas localidades

(WINDISCH 2002).

Segundo RAVEN et al. (2001), baculos de Matteuccia struthiopteris (L) Todaro,
conhecida como samambaia avestruz, sdo comestiveis e comercializados em paises como
Estados Unidos e Canadd. BERGERON & LAPOINTE (2000) verificaram que no final

da década de 90 do século passado, no Canada, foram comercializados 124 toneladas/ano



de baculos congelados ou frescos de samambaia avestruz e afirmou que o mercado, neste

pais, estd em franco desenvolvimento.

Em todo o Brasil, os troncos de Dicksonia sellowiana sio comercializados em
forma de vasos ou de solo vegetal, bastante utilizados no cultivo das mais diversas
espécies de plantas ornamentais. Entretanto, esta utilizacdo ¢ efetuada através da
extracdo indiscriminada de seus troncos (SANTOS etz al. 2001). O mesmo autor diz que
processo de producdo do xaxim inicia-se pela extragdo da planta, no ecossistema
florestal, a qual ¢ transportada aos locais de manufatura de vasos, estacas, placas e po.

De acordo com SANTOS (2002), atualmente no Parand existem 15 unidades
industriais produzindo mensalmente cerca de 1,1 milhdo de vasos provenientes da
extracdao de aproximadamente 140 mil plantas de xaxim. O canal de comercializagao do
xaxim € bem simples, a partir do extrator a matéria prima se dirige a industria, em
seguida passa pelo comércio atacadista e finaliza no comércio varejista representado
principalmente por floricultoras, aviarios e supermercados. SANTOS et al. (2001) dizem
haver atualmente no Parana, um total de 69 estabelecimentos ligados diretamente a
atividade exploratoria do xaxim, que manufaturam mensalmente 53.400 metros lineares
do vegetal e empregando de 390 a 580 pessoas. A extracdo e a exploragdo econdmica do
xaxim pela industria artesanal e pelo comércio atacadista e varejista, t€ém mantido uma
curva de crescimento constante. A demanda pelos produtos obtidos a partir desta espécie
tem crescido com o aumento populacional dos centros urbanos do Parana e dos estados
vizinhos. Sua popularidade no estado do Parana esta em alta, influenciada por medidas
legais tomadas pelos estados vizinhos que proibem ou pelo menos restringem sua
extragdo e comercializagdo. O Parana tem atendido boa parte da demanda de estados que
ndo produzem xaxim e daqueles que ja proibiram sua extragdo e comercializa¢dao, como €
o caso de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SANTOS 2002). Para o Estado de Santa

Catarina nao foram encontrados dados na literatura sobre extragao do xaxim.

De 1990 a 1995, o Brasil foi o maior exportador mundial de Dicksonia
sellowiana, com remessas prosseguindo até¢ 1997, ano em que 104 companhias estavam

registradas como extratoras ou comerciantes de produtos de “xaxim” (IBAMA 1997)

Muitas espécies, dentre elas a Dicksonia sellowiana, estdo ameagadas de

extingdo. Segundo WINDSCH (2002), no Brasil apenas estdo sendo iniciados os estudos



sobre espécies de pteridofitas raras e ameacadas de extingdo. O mesmo autor citou
WINDISCH & FERNANDES (1998), discutindo a ocorréncia de Culcita coniifolia
(Hooker) Maxon na regido Sudeste; BAPTISTA & LONGHI-WAGNER (1998), com
quatro espécies ameacadas e uma provavelmente extinta (Pillularia americana A.Br.) no
Estado do Rio Grande do Sul; SALINO (2000), citando 31 espécies ameacadas em
Minas Gerais, além das trés espécies ja listadas para aquele Estado BARROS &
WINDISCH (2001), sobre espécies raras no Estado de Pernambuco; ¢ SYLVESTRE &
WINDISCH (2001), sobre espécies ameagadas ou provavelmente extintas em
Aspleniaceae, sendo uma delas ainda nova para a Ciéncia, conhecida apenas por amostra

coletada ha mais de meio século.

De acordo com RAVEN et al. (2001), maioria das espécies de pteridofitas
pertence a ordem Filicales que € homosporada e caracteriza-se por possuir alternancia de

geracdes, uma gametofitica e outra esporofitica (Fig. 1).

As samambaias homosporadas tém esporos que sdo produzidos nos esporangios
por meiose e depois sdo dispersos. Os gametofitos sdo verdes e com nutrigdo
independente na maioria das espécies. Muitos possuem somente uma camada de células
de espessura e sdo aproximadamente cordiformes com uma reentrancia apical, outros sdo
mais espessos ¢ podem ser mais irregulares na forma. Da superficie inferior do
gametofito, filamentos celulares especializados, conhecidos como rizoides, estendem-se
para baixo em direcdo ao substrato. A superficie inferior do gametofito origina
arquegonios em forma de garrafa, cuja base mais alargada acha-se submersa no tecido do
gametofito. Os colos dos arquegdnios sdo compostos por varias fileiras de células. Os
anteridios sdo também originados na superficie inferior do gamet6fito e tém uma camada
protetora estéril. Numerosos anterozodides espiralados e multiflagelados s@o produzidos
dentro dos anteridios. Quando os anterozodides estdo maduros e ha suprimento adequado
de agua, os anteridios rompem-se liberando os anterozoides, que nadam até o colo do
arquegonio. Na base do arquegdnio, a oosfera é fecundada e o zigoto resultante comeca a
dividir-se imediatamente. O embrido jovem cresce ¢ diferencia-se diretamente em um
espordfito adulto, obtendo sua nutri¢ao a partir do gametofito por um tempo, mas logo
adquire um nivel de fotossintese suficiente para manter a si proprio. Apos o espordfito

enraizar-se no solo, o gametofito desintegra-se (RAVEN et al. 2001).



Figure 23.38
Life cycle of a fern. Details are given in the text.

Fig. 1: Ciclo de vida de uma pteridofita homosporada. Fonte: MAUSETH, 1981



Conforme DYER (1979), os esporos de samambaias podem conter como
principal componente de reserva lipidios ou compostos protéicos. Em esporos com alta
quantidade de lipidios, a coloracdo ¢ amarela e a quantidade de agua ¢ baixa
apresentando indices inferiores a 5% da massa fresca total, enquanto esporos que tém
compostos protéicos como reserva apresentam coloracdo verde e uma quantidade de
agua que pode chegar até¢ 50% da massa fresca total dos esporos. Sdo exemplos de
espécies que apresentam esporos amarelos, Cyathea delgadii Sternb. e Dicksonia
sellowiana, ¢ de esporos verdes Matteuccia striuthiopteris. O mesmo autor relaciona a
quantidade do composto de reserva a viabilidade dos esporos: esporos amarelos sdo

viaveis por um periodo de tempo maior que os esporos verdes.

Os esporos podem germinar diretamente em contato com a agua, no escuro
completo, em resposta a determinado tratamento luminoso ou por acdo de hormdnios de
crescimento; as substincias organicas necessarias a germinac¢ao provém do metabolismo

das reservas do proprio esporo (RAGHAVAN 1989).

Os lipidios constituem cerca de 43% do peso total de esporos de Cyathea
delgaddi e uma queda brusca de lipidios ocorre entre os dias 0 e 7 apds a embebigao,
terminando a fase de germinagao ao redor do dia 7 (RANDI & FELIPPE 1988a). RANDI
& FELIPPE (1988b) mostraram que n3o houve diminui¢do da porcentagem de
germinagdo de C. delgaddi em esporos armazenados por periodo de 67 a 190 dias.
Esporos de Dicksonia sellowiana apresentaram cerca de 82% de germinagdo apos 731
dias de armazenamento sob refrigeracdo a aproximadamente 10°C (FILIPPINI et al.

1999).

RANDI (1996) cita que a maxima germinagdo de esporos de Acrosticum
danaefolium Langsd & Fisch ocorre ap6s 9 dias de embebicdo a 25°C e que os esporos
mantiveram sua viabilidade por aproximadamente 3 anos estocados em frascos de vidro a

3°C. Os lipidios constituem cerca de 50% do peso seco dos esporos.

Trabalhos sobre viabilidade de esporos estdo sendo feitos com a finalidade de
promover bancos de esporos de pteridofitas utilizando técnicas que permitam a
armazenagem por amplo espaco de tempo através da criopreservacdo em nitrogénio
liquido. Desde 1999, a UNISINOS — Universidade do Vale do Rio dos Sinos em Sao

Leopoldo no estado do Rio Grande do Sul, possui um programa de coleta de esporos das



espécies ocorrentes no Estado do Rio Grande do Sul. Esporos coletados sao utilizados
para constituir um banco de germoplasma de pteridofitas através da criopreservagao

(WINDISCH 2002).

Esporos criopreservados de Cyathea spinulosa Wall. Ex Hook. sobreviveram ao
armazenamento em nitrogénio liquido a temperatura de -196°C. A maxima germinagdo
dos esporos foi de 93,5% apds degelo lento a 30°C em meio modificado de Knudson,
sem sacarose. O cultivo em meio de Murashige e Skoog adicionado de sacarose e
métodos de degelo rapido resultaram em baixas porcentagens de germinagdo dos esporos

(AGRAWAL et al. 1993).

Esporos esterilizados de D. sellowiana foram criopreservados em nitrogénio
liquido durante 15 minutos, 15 dias, 30 dias e 90 dias. Em todos os tratamentos a
porcentagem de germinacdo foi mais alta nos esporos criopreservados em comparacio
com o controle (esporos frescos). Nao houve diferenca de germinagdo em esporos
descongelados rapidamente ou lentamente. A criopreservacao parece ter promovido a
germinagdo de alguns esporos dormentes e o pré-tratamento com crioprotetor DMSO
(dimetil sufoxido), inibiu a germinag¢do de esporos criopreservados (ROGGE et al.
2000). Para a espécie Rumohra adiantiformis (Forst.) Ching, a criopreservagdo dos
esporos mostrou-se ser um método viavel de armazenamento de esporos quando estes
ndo sdo esterilizados ou crioprotegidos, acelerando os processos germinativos quando

comparados com o controle (BRUM 2001).

Varios autores registraram dados como o tempo de germinagdo dos esporos, do
gametofito, do esporodfito e também sobre a morfologia dos gametofitos, para diversas

espécies de pteridofitas (Tab. 1).



AUTORES

ESPECIES

FAMILIA TEMPO DE APARECIMENTO FORMA DOS APARECIMENTO
GERMINACAO | DE GAMETOFITO | GAMETOFITOS | DOS ESPOROFI-
(dias) MADURO (dias) TOS (meses)
Nao houve formagao de
PEREZ- GARCIA et Metaxya Metaxyaceae 30- 32 112 Espatulados ou esporofitos apos 8
al. (1994) rostrata cordiformes meses
PEREZ- GARCIA et Lophosoria Espatulados a
al. (1995) quadripinnata Lophosoriaceae 8-10 270- 280 cordiformes Apos 36
JARAMILLO et Niphydium
al. (1996) crassifolium Polypodiaceae Apds 10 70 Cordiformes 3
PEREZ- GARCIA et Cordiformes-
al. (1997) Thyrsopteris elegans | Thyrsopteridaceae 20- 25 100- 120 espatulados alargados 6,7
RAMIREZ et al. Cordiformes-
(1998) Micrograma nitida Polypodiaceae 6-10 Apos 80 alargados com 8
margens onduladas
Phlebodium Cordiformes-
PEREZ- GARCIA et araneosum, espatulados ou
al. (1998) P. psudoaureum e Polypodiaceae 7-15 60- 120 cordiformes- 5-13,3
P. decumanum reniformes
a) Anteridiados:
cordiformes-
PEREZ- GARCIA et Lygodium espatulados
al. (1999) heterodoxum Schizaeaceae 6-8 36-80 b) Arquegoniados: Apods 2,8
cordiformes-
reniformes
MENDONZA et al. Cordiformes-
(1999) Didymochlaena Dryopteridaceae 5-8 45-50 espatulados a 3.4
truncatula reniformes

Tabela 1. Tempo de germinagao, periodo de aparecimento de gamet6fito maduro, forma de gametofitos, periodo de surgimento de

esporofitos de algumas espécies de pteridofitas. UFSC,2002.




Em relacdo aos requerimentos necessarios ao estabelecimento de gametofitos e
esporofitos, as pteridofitas podem apresentar exigéncias edafoclimaticas diferentes para
cada fase do ciclo de vida.

Segundo SIMABUKURO (2002) a fase gametofitica apresenta alta plasticidade
morfologica frente a variagdes da intensidade e quantidade de luz, nutricdo mineral,
niveis hormonais, entre outros. No campo, gametofitos de varias espécies de Cheilanthis,
da Australia, possuem a capacidade de suportar severas deficiéncias hidricas (QUIRK &
CHAMBERS 1981). Algumas espécies do Japao apresentam gametofitos mais tolerantes
ao congelamento e ao dessecamento do que seus espordfitos (SATO & SAKAI 1979).
Gametofitos de Vittaria lineata (L.) Smith e V. graminifolia Kaulf. sobrevivem em areas
onde os respectivos esporofitos ndo se desenvolvem (SATO & SAKAI 1981).
Esporofitos de Trichomanes speciosum Willd. t€m seu desenvolvimento restrito a
extremidade atlantica da Europa, enquanto seus gametofitos ocorrem centenas de
quilometros além da linha de ocorréncia do seu espordfito (MAKGOMOL &
SHEFFIELD 2001). Segundo JOHNSON et al.(2000), esta desigualdade na distribuicao
de T. speciosum reflete a diferenca na tolerdncia ecologica mostrada pelas respectivas
geracdes, sendo que o gametofito é capaz de resistir a seca, baixas temperaturas e
condicdes de pouca luz, sugerindo que a habilidade de se desenvolverem em ambientes

adversos deve-se a sua baixa taxa metabdlica.

RANAL (1995), estudando a natureza dos substratos no estabelecimento de
pteridofitas em Mata Mesofila Semidecidua do Estado de S@o Paulo, relatou que a
distribuicdo das espécies de pteridofitas terricolas deve estar relacionada com o teor de
nutrientes do solo e pH. Espécimes de Adiantopsis radiata (L.) Fée, Pteris denticulata
Sw. e Polypodium latipes Langsd. e Fisch. foram encontradas em substrato com pH
entre 4,0 e 4,5 ¢ baixos teores de calcio. A autora sugere que além da composicao
mineral do solo como um dos determinantes mais importantes para a ocorréncia de
pteridofitas, a quantidade de luz disponivel na mata também o é. LEE et al. (1997)
também observa que a luz é um dos fatores fisicos mais importantes no controle do
desenvolvimento de espécies arboreas em florestas tropicais. A luz, em tais florestas, é
freqiientemente um fator limitante (DENSLOW et al, 1990) devido a atenuagdo da

radiacdo solar total através dos varios extratos da cobertura vegetal. Entretanto, em



clareiras provocadas pela queda de arvores, a radiagdo ao nivel do chao da floresta pode
ser similar a radiacao solar total (LEE et al. 1997), fato que pode provocar uma
diminuicdo da eficiéncia fotossintética em plantulas devido ao mecanismo da
fotoinibigdo (KITAO et al. 2000 ).

Quando as plantas experimentam uma mudanga nas condi¢des de luz, a maioria
delas, ¢ capaz de, em maior ou menor grau, aclimatar-se a mudanca ocorrida
(KITAJIMA 1996), de maneira a maximizar o ganho total de carbono (OSUNKOYA et
al. 1994). Comumente as plantas costumam aumentar a biomassa, a taxa de
crescimento ¢ o numero de folhas com o aumento da intensidade de luz (POPMA &
BONGERS 1991).

A luz é necessaria para a inducdo de germinacdo da maioria das espécies de
pteridofitas como ja demonstron MOHR em 1956. MILLER (1968) constatou que dentre
88 espécies estudadas, apenas 7 possuiam esporos que germinavam em nUmero
consideravel na escuriddo completa, quando recebiam umidade, oxigénio e temperaturas

favoraveis.

Os esporos de Dicksonia sellowiana se mostram fotoblasticos positivos para
germinar e o desenvolvimento inicial dos individuos € mais efetivo com menores niveis
de luminosidade em experimentos in vitro (ROGGE 1999). A autora observou um
aumento inicial na germinacgdo e nos teores de clorofila dos gametofitos submetidos as
menores quantidades de luz (5% e 20%), enquanto os tratamentos com maiores
quantidades de luz (36% e 50%) apresentaram um retardamento inicial na germinacdo e
uma reducdo no crescimento e desenvolvimento dos gametofitos.

Em um fragmento de floresta mesofila de montanha, no México, as trés espécies
de pteridofitas arborescentes mais comuns (Alsophila firma (Baker) D.S.Conant,
Lophosoria quadripinata (Gmelin.) C. Chr. e Sphaeropteris horrida (Liebm.) R. Tryon)
foram selecionadas por BERNABE et a/.(1999), para estudos in vivo e in vitro. O
objetivo desse trabalho foi determinar as porcentagens de germinacdo de esporos e
porcentagem de gametofitos que produzem esporofitos e de comparar o estabelecimento
dos esporofitos no interior e na borda da floresta. A porcentagem de germinagdo de
esporos variou entre 16 ¢ 86% e o nimero de gametofitos que produziu esporofitos foi
superior a 50%. A sobrevivéncia foi maior na borda do que no interior do bosque para

Lophosoria, mas foi similar para os individuos de Alsophila e Sphaeropteris. A taxa de



crescimento relativo foi maior na borda do que no interior do bosque para os
esporofitos das trés espécies estudadas. Os resultados sugeriram que a borda ¢ um
habitat apropriado para o estabelecimento de Alsophila e Lophosoria, mas
Sphaeropteris é, aparentemente, uma espécie de interior de bosque.

A espécie de xaxim, Dicksonia sellowiana (Presl.) Hooker, estudada no presente
trabalho pertence a divisdo Pteridophyta e familia Dicksoniaceae (TRYON & TRYON
1982). Dicksoniaceae ¢ uma familia formada por cinco géneros e cerca de trinta e sete
espécies neo e paleotropicais. O género Dicksonia ¢ formado por cerca de vinte
espécies e distribui-se pelos neo e paleotropicos e ao sul até os subtropicos, na Malasia,
Australia, México, América Central, América do Sul, Ilhas Juan Fernandez e Ilha Santa

Helena, no Oceano Atlantico (HOLTTUM 1963; TRYON & TRYON 1982).

D. sellowiana tem ampla distribuicdo, ocorrendo desde o sul do México, na
América Central e na América do Sul, desde a Venezuela até Colombia, sul da Bolivia,
Paraguai, Uruguai e Brasil. No Brasil ocorre nos estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Cresce em altitudes que
variam de 60m, no Estado do Rio Grande do Sul, até 2200m na Serra do Itatiaia, Estado
do Rio de Janeiro (TRYON & TRYON 1982). Ocorre preferencialmente no interior
sombrio e umido das matas, mas € encontrada também em lugares abertos e ensolarados
como na matinha nebular no alto dos aparados riograndenses e catarinenses ou na borda
de matas em beiras de estrada FERNANDES (1997). No Estado de Santa Catarina,
KLEIN (1978) relata a espécie associada a Araucaria na submata baixa e pouco densa da
Floresta dos Faxinais, onde predominam Mirtdceas e Aquifolidceas entremeadas por
taquarais e carazais, estando presente na Serra do Tabuleiro e no extremo Noroeste
Catarinense. Nesta formacao florestal, Dicksonia sellowiana e a Ciateacea, Nephelea
setosa, fazem parte do estrato arbustivo, por vezes se tornando muito abundantes,
sobretudo no inicio das encostas, € ndo raro, caracterizando visivelmente o estrato
arbustivo dos faxinais, sobretudo ao longo das ramificagdes da Serra Geral e em altitudes

compreendidas entre 500 e 900m (KLEIN 1980).

Em material examinado e coletado por FERNANDES (1997) nas regides Sul e
Sudeste do Brasil, a espécie apresentou variagdo morfologica pequena e continua. A
autora observou que individuos de maior porte cujos caules possuem maior didmetro e

maior desenvolvimento da bainha de raizes adventicias, predominam ao sul da éarea



estudada, nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina ¢ Parand, possivelmente

existindo a influéncia de algum fator climatico nesse caso.

Considerando-se que ja existem em nossa flora diversas espécies de samambaias
ameacadas de extingao, torna-se premente conhecer um pouco mais da fisiologia dessas
plantas e gerar subsidios e métodos que possam ser utilizados em sua conservagdo e
manejo.

Neste trabalho procurou-se conhecer um pouco a respeito do crescimento
gametofitico. Procurou-se também explorar um pouco sobre a qualidade de solos
propicios para o cultivo dessa espécie e a quantidade de radiacdo preferida para otimizar

0 seu crescimento inicial.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho teve por objetivos estudar o desenvolvimento morfo-
anatomico dos gametofitos e verificar o efeito de diferentes niveis de luz no
crescimento de esporoéfitos jovens (plantulas) de Dicksonia sellowiana (Presl.)Hook.

2.2. Objetivos especificos

e C(Caracterizar morfo-anatomicamente o desenvolvimento gametofitico de D.

sellowiana através da observagdo microscopica de material fixado quinzenalmente.

e Determinar o periodo de transi¢do da fase gametofitica para a fase esporofitica.

e Determinar, com base no tempo de surgimento do esporodfito, o substrato que
proporciona um mais rapido desenvolvimento gametofitico e esporofitico jovem de

D. sellowiana.

e Determinar a viabilidade de esporos de D. sellowiana coletados em 30/08/99,

através da porcentagem de germinacao.

e Analisar o efeito de diferentes niveis de luz no crescimento de esporofitos jovens de
D. sellowiana através dos parametros: altura da primeira fronde, massa fresca e seca

da parte aérea, niveis de clorofila e nimeros de frondes.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Metodologia para germinacao dos esporos e desenvolvimento dos gametofitos

de Dicksonia sellowiana

Os esporos de Dicksonia sellowiana foram coletados em 30/08/99, de 25
individuos, num fragmento florestal de cerca de quatro hectares préximo ao Parque
Nacional de Sao Joaquim, no municipio de Urupema, entre as coordenadas 27°57°25 “S
e 49°53°33” W, e armazenados em frascos de vidro sob refrigeracdo a 7+1°C (RANDI

1987).

Os esporos (960mg) de trés individuos foram misturados e pesados em balanga
analitica, marca Gehaka, modelo BG 200, ¢ esterilizados em solucdo de hipoclorito de
sodio a 20% durante 30 minutos com lul de detergente comercial. Posteriormente,
foram lavados em agua destilada autoclavada e filtrados a vacuo sobre papel de filtro
(RANDI & CROZIER 1991). Esse procedimento foi realizado em camara de fluxo
laminar, marca Veco, onde o material permaneceu até secar completamente. Os esporos
esterilizados foram semeados em 32 erlenmeyers contendo 20ml de solugéo nutritiva de
MOHR modificada por DYER (1970) (Tab. 2) acrescida de 0,01% de Benomyl (anti-
fungico) marca Benlate™. A solugio nutritiva foi previamente esterilizada em autoclave,
marca Phoenix modelo AV50, por 20 minutos a 120°C. Cada erlenmeyer recebeu
aproximadamente 30mg de esporos. Os erlenmeyers foram tampados com filme de
polipropileno marca Assafacil®, fixos por elastico e transferidos para cAmara de
germinacdo, marca Policontrol modelo TC500, a temperatura de 25°C e luz branca
continua cuja densidade de fluxo de fotons foi de aproximadamente 30 pmol.m™?.s™. O
experimento teve inicio no dia 07/02/02 e o material foi mantido nessas condicdes
durante 30 dias. Esses procedimentos foram realizados no Laboratorio de Fisiologia

Vegetal da UFSC.



Tab. 2 — Composi¢ao quimica do Meio de DYER

Ingredientes
Quantidade
Sulfato de Magnésion.........ceecuveriieriienireieeiieeieeie e esee e 510mg/1
Nitrato de POtASSIO......ceeueieiieiieeiieiieteeite et 120mg/1
Nitrato de CALCIO......eerueeeiieciieciee ettt es 1440mg/1
Fosfato de Potassio bibaSiCo.........cceeveeviieririiiciiecie e, 250mg/1
Solugdo de FeSO4.7H,O e NaEDTA.......ccoviiiieiieieee Iml

Agua destilada até completar 1 litro.

Preparacdo: misturam-se todos os ingredientes.

Solucao de FeSO,.7H,0 e NaEDTA:

- 33,2g de NaEDTA

- 3,65g de hidréxido de sédio

- 25g de sulfato de ferro

- Agua destilada até completar 1 litro

Preparagdo: Misturam-se todos os

ingredientes

Ap6s o primeiro més em meio de cultivo, no dia 07/03/02, os gametofitos foram
transferidos para 4 tipos diferentes de substratos: terra preparada de floricultura rica em
nutrientes e pH alto; p6 de casca de coco, “coxim”, utilizado atualmente como possivel

substituto do p6d de xaxim em jardinagem; terra roxa estruturada, coletada no bairro de



Itacorubi em Florian6polis-SC, onde existe grande proliferacdo de pteridofitas e terra
roxa estruturada misturada com composto orgéanico produzido pelo CCA-UFSC na
proporcao 3:1 (volume:volume.). Foram realizadas quatro repeticdes de cada
tratamento, utilizando-se como recipientes bandejas de polietileno transparente com
tampa, do tipo utilizado em docerias. Com exce¢do do composto orgéanico ¢ do coxim,
os demais substratos foram esterilizados em recipiente refratario durante dez minutos
em forno de microondas em poténcia alta, com espessura de solo de 1cm, revolvendo-os

na metade do tempo.

As bandejas permaneceram em sala de crescimento em regime de 16h de luz e
intensidade luminosa de aproximadamente 30 umol. m™. s a temperatura de 25 + 2°C.
Foram feitas analises fisico-quimicas dos solos para caracteriza-los e foram calculadas
as porcentagens de satura¢do de aluminio, conforme MALAVOLTA (1980), para cada

substrato.

A partir do surgimento dos primeiros esporofitos em 02/05/02, no substrato de
terra roxa acrescida de composto organico, procedeu-se a repicagem aleatoria de 300
gametofitos para seis bandejas transparentes de polietileno. Foram transplantados 50
gametofitos por bandeja. Utilizou-se o mesmo tipo de substrato: terra roxa estruturada
misturada com composto organico. A repicagem foi feita para a verificagdo do periodo
de surgimento dos esporofitos, porcentagem de gamet6fitos que se transformaram em
esporofitos e obtengdo de plantulas (espordfitos jovens) que foram utilizadas para
analise do efeito de diferentes niveis de luz em esporofitos jovens de D. sellowiana. O
material foi mantido nas mesmas condigdes ambientais utilizadas anteriormente a
repicagem.

Em 12/08/02 esporofitos foram transferidos, individualmente, para mini-vasos
de violeta contendo o substrato terra roxa estruturada misturada com composto

organico. Esses vasos foram acondicionados em bandejas cobertas por filme de



polietileno para evitar dessecamento. As bandejas foram mantidas em sala de

crescimento nas mesmas condi¢des ambientais anteriormente mencionadas.

3.2. Metodologia para determinacio da viabilidade de esporos de Dicksonia sellowiana

Esporos de Dicksonia sellowiana armazenados em frascos de vidro sob
refrigeragdo a 7+1°C por 1130 e 1160 dias foram inicialmente esterilizados em solucdes
de hipoclorito de sodio a 20% durante 30 minutos. Como a porcentagem de germinacio
mostrou-se muito baixa, posteriormente os esporos foram esterilizados em solugdo de
hipoclorito de s6dio comercial a 5 % durante 30 minutos. A metodologia de germinacao
dos esporos foi a mesma explicada no item 3.1. Foram utilizados dois erlenmeyers com
meio nutritivo para a semeadura dos esporos, sendo avaliadas duas laminas por frasco e
contados 100 esporos por ldmina a cada avaliacdo. Para cada lamina foram verificadas,
a cada avaliacdo em microscopio binocular e aumento de 400 vezes: porcentagem de
esporos inviaveis, porcentagem de esporos vidveis e porcentagem de esporos
germinados. Foram considerados esporos germinados os que apresentaram protrusao do
rizoide; vidveis os que apresentaram coloragdo amarela e inviaveis os que se mostraram
translucidos. Os calculos de porcentagem de germinagao foram feitos tendo como base
somente os esporos viaveis, desconsiderando os inviaveis. As avaliacdes foram feitas

de dois em dois dias até o 20° dia.

3.3. Metodologia para estudo morfo-anatomico dos gametéfitos e esporofitos de

Dicksonia sellowiana

Amostras de gametofitos foram coletadas e fixadas, quinzenalmente, apds a
semeadura dos esporos, até o inicio da fase de fecundacdo do gametofito, para a
caracterizacdo do desenvolvimento morfo-anatomico. A fixacdo foi realizada para
promover a melhor preservacdo das estruturas que foram posteriormente estudadas e
documentadas em microscopia Optica e eletronica de varredura. A fixacdo das amostras

de gametofitos foi feita em glutaraldeido 2,5%, em tampdo fosfato de sodio 0,1M, em



pH 7,2 (Tab. 3) e foram conservadas em etanol 70° GL, em tubos de polietileno tipo
“ependorf”.

Aliquotas de amostras fixadas e mantidas em alcool 70°GL foram retiradas com
auxilio de pipetas Pasteur, transferidas para laminas, cobertas por laminulas e
fotomicrografadas em microscopio 6ptico com camera acoplada, marca LEIKA modelo

MPS30, no Laboratorio de Anatomia Vegetal da UFSC.

Parte das amostras fixadas, desidratadas e mantidas em etanol 70° GL, seguiram
o processo de total desidratagdo em série etilica (etanol 80° GL, 90° GL, 96° GL e trés
vezes em 100° GL). Posteriormente foi utilizado HMDS (hexametildesilasane) para
secagem sem provocar colapso de estruturas, como meio substitutivo de ponto critico de
CO, (BOZZOLA & RUSSEL 1991). As amostras secas foram colocadas sobre suportes
de aluminio, com auxilio de fita de carbono dupla face, e cobertas com 20nm de ouro,
em metalizador Baltec, modelo CED 030. A documentagdo foi realizada em
Microscopio Eletronico de Varredura, marca Phillips modelo XL30, pertencente ao

Laboratorio de Materiais do Centro Tecnologico da UFSC.

Tab. 3. COMPOSICAO QUIMICA DE GLUTARALDEIDO 2,5%

Glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sodio 0,1M — pH 7,2 (BOZZOLA &
RUSSEL 1991)

Ingredientes:

glutaraldeido 25%  ..cccoeeiiviieeee e, — S5ml

tampao fosfato de sédio 0,1M pH 7,2............ —45 ml

Solucdo A — 2,76 g de Fosfato de s6dio monobasico monoidratado

-completar com agua destilada até 100 ml
Soluciio B — 5,37 g de Fosfato de sédio dibasico heptaidratado
-completar com agua destilada até 100 ml




Preparagdo: Para preparar tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 devem ser
misturadas as solu¢des A e B: A —28 ml e B — 72 ml (volume final — 100 ml).
Depois adicionar os 5 ml de glutaraldeido em 45 ml da solugdo final de tampao
fosfato. Manter em geladeira.

Procedimento de uso: O material deve permanecer na solugdo de fixagdo por 2 a 3

horas. Posteriormente lavar por 3 vezes em tampao fosfato e desidratar em etanol:
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70° GL — % hora em cada. Pode ser conservado em etanol
70° GL.

3.4. Metodologia para a verificacio do efeito de diferentes niveis de luz no

desenvolvimento de esporofitos jovens (plantulas) de Dicksonia sellowiana.

a. Condicoes de crescimento e nimero de coletas:

Os esporo6fitos transplantados para mini-vasos, como especificado no item 3.1, com aproximadamente 1,5 a 2,0cm de
altura da primeira fronde foram utilizados para este estudo. As plantulas passaram por um periodo de aclimatagdo das condi¢des
artificiais de laboratorio para condigdes naturais por um periodo de trés semanas. No periodo de aclimatacao, foi retirado o filme de
polietileno que cobria as bandejas contendo os vasos e estas foram transferidas para bancadas do Laboratorio de Fisiologia Vegetal,
a fim de que néo recebessem luz natural direta. Gradualmente, as bandejas foram colocadas sob a copa de arvores durante duas
horas por dia sem receber luz solar incidente.

Foram utilizados seis lotes de 18 vasos acondicionados em 6 bandejas plasticas
de polietileno. Além de regar as plantulas diariamente adicionava-se uma lamina de
agua na bandeja para evitar o dessecamento do solo. Cinco lotes foram colocados sob
caixas de 50cm’ confeccionadas com cobertura de tela sombrite com diferentes redugdes
da passagem de luz, cobertas na sua parte superior com filme de polietileno
transparente. As caixas permitiam a passagem de 75%, 50%, 30%, 10% ¢ 3% da luz
solar incidente. Um lote foi colocado a céu aberto com incidéncia de luz solar plena. As
medidas de reducdo da passagem de luz foram determinadas através de quantdmetro
LICOR 250. Tomando-se a densidade de fluxo de fotons a pleno sol e sob as telas de
sombrite, calculou-se a porcentagem de luz dentro de cada caixa. A densidade de fluxo
de fotons a pleno sol e em cada nivel de luz foi medida ao meio dia, num dia claro, com

valor maximo de 1200 pmol de fotons.m™.s-'. As caixas foram mantidas a céu aberto



evitando qualquer outro tipo de sombreamento, em local pertencente ao Departamento
de Botanica da UFSC.

No dia da implantagdo do experimento (tempo um - T;) foram tomadas as
medidas (comprimento da lamina foliar da maior fronde, massa fresca e seca da parte
aérea e numero de frondes) de nove plantulas. Apds 42 dias (tempo dois- T,), foram
coletadas aleatoriamente nove plantulas por tratamento e analisados: comprimento da
lamina foliar da maior fronde, massa fresca e seca da parte aérea ¢ nimero de frondes.
Os niveis de clorofila foram mensurados somente no tempo dois utilizando-se as nove

plantulas restantes por tratamento de niveis de luz.

b. Extragdo e determinagdo do teor de clorofila:

A extragdo e determinacdo do teor de clorofila foi feita segundo ARNON
(1949). Foram utilizadas trés amostras de 50 mg de lamina foliar por tratamento apods 42
dias de cultivo sob os diferentes niveis de luz. As amostras foram maceradas em acetona
80% com auxilio de um cadinho e pistilo. O extrato obtido foi centrifugado e aliquotas
do sobrenadante foram utilizadas para a dosagem do teor de clorofila, verificando-se a
absorbancia de aliquotas das solucdes cetonicas a 663nm e 645nm em espectofotdometro
GBC UV/VIS916 do Departamento de Ecologia e Zoologia da UFSC. Tendo-se as
medidas de absorbancia o calculo seguiu as equagdes:

Para clorofila a:

| Cla={[ 12,7x (A663)] - [2,69x (A645)]t x Vol(ml)/1000 x peso tecido(mg)

Para clorofila b:

| CIb=1{] 22,9x (A645)] - [4,68x (A663)] } x Vol(ml)/1000 x peso tecido(mg)

Para clorofila total:

Cl total= Cla + Clb|

Onde: A = absorbancia, Cla = clorofila a e Clb = clorofila b.

c. Numero de frondes:

Fez-se a contagem visual do nimero de frondes por plantula.



d. Altura da fronde maior:

Determinou-se o comprimento da ldmina da fronde maior com o auxilio de
régua milimetrada, medindo-se do no6 da primeira pina até o final da Gltima pina.

e. Massa fresca:

Para a obtengdo da massa fresca, a parte aérea das plantulas foi coletada e
pesada separadamente em balancga analitica, marca Gehaka, modelo BG200.

f. Massa seca:

Para a obtencdo da massa seca, as mesmas amostras utilizadas para a
medi¢do da massa fresca foram colocadas em forno de microondas por trés minutos, em
poténcia alta. Apés, a parte aérea foi pesada, separadamente, em balanga analitica,
marca Gehaka, modelo BG200.

g. Anadlise de crescimento:

Através das medidas de altura e peso seco foram calculadas:

e Taxa de Crescimento Relativo em Altura (TCRL): L,-L; / T, —T;, onde: L € o
logaritimo da altura da fronde no tempo dois (T ) e L; € o logaritimo da altura da

fronde no tempo um (T;) (BERNABE et al.1999).

e Taxa de Crescimento Relativo (TCR): (In M; —In M) / (T, - Ty)

Onde: M representa a massa seca, T representa o tempo (1 = inicial e 2 = final).

3.5. Analise Estatistica

As médias entre tratamentos foram comparadas por andlise de variancia seguida de
teste de TUKEY para trés ou mais tratamentos, através do programa computacional

SAEG, 1998.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Viabilidade De Esporos de Dicksonia sellowiana Armazenados por trés anos:

A viabilidade de esporos de Dicksonia sellowiana armazenados em frascos de
vidro sob refrigeragdo a 7+1°C, por trés anos foi analisada neste trabalho. Esporos
foram esterilizados em solu¢des de hipoclorito de sodio a 5% e 20% durante 30
minutos. Os resultados mostram que a germinagdo atingiu apenas 27%, ap6s 18 dias de
cultivo, quando esterilizados em solugdo de hipoclorito de sddio a 20%. Nao houve

contaminac¢@o do material (Fig.2)
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Fig. 2. Curva de germinagao de esporos de D. sellowiana armazenados por 1130 dias sob refrigeragdo a
7+1°C, esterilizados em solug@o de hipoclorito de sodio a 20%. UFSC, 2002.

Ja, quando os esporos foram esterilizados em solugdo de hipoclorito de sodio a
5% a germinagdo atingiu 78,5% apos 16 dias de cultivo, e também ndo houve

contaminagdo (Fig. 3).



100

60
50
40

Porcentagem de Germinagao

0 hd T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Dias

Fig. 3. Porcentagem de germinacdo de esporos de D. sellowiana armazenados por 1160 dias sob
refrigeragdo de 7+1°C esterilizados com hipoclorito de sodio a 5%. UFSC, 2002.

A germinagao do mesmo lote de esporos utilizados neste trabalho, porém recém-
coletados atingiu 89%, ap6s 16 dias de cultivo e esterilizagdo em solucdo de hipoclorito
de sodio a 20 % durante 30 minutos (GOMES 2001), sendo as condi¢gdes ambientais de
germinacdo iguais as utilizadas no presente trabalho. Portanto, parece ter havido uma
ligeira reducao de viabilidade em esporos de D. sellowiana armazenados durante 1160
dias. FILIPPINI et al. (1999) analisaram a germinacdo de esporos de D. sellowiana
armazenados durante 731 dias e 15 dias e obtiveram 81,75% e 88,25% respectivamente,
valores que ndo diferiram estatisticamente entre si. Portanto, esporos de D. sellowiana
mostraram-se ainda viaveis apos trés anos de armazenamento. Esporos de Cyathea
delgadii Sternb. mantidos sob refrigeragdo a 3+1°C ndo mostraram decréscimo da
germinacdo entre 67 e 190 dias de armazenamento (RANDI & FELIPPE 1988b).
Porém, esporos de Acrostichum danaeifolium Langsd & Fisch, armazenados durante
aproximadamente dois anos sob refrigeracdo a 3+1°C, apresentaram cerca de 50% de
decréscimo na porcentagem de germinagdo em comparacdo a esporos frescos (RANDI

1996). As espécies acima citadas possuem esporos com coloragdo amarela, pois



apresentam lipidios como principal fonte de reserva. Segundo DYER (1979), os esporos
amarelos apresentam um baixo teor de agua (menos que 5%) e, portanto sdo viaveis por
um longo tempo. O grande periodo de viabilidade dos esporos sugere a formacao de
banco de esporos.

Observou-se que a concentragdo da esterilizagdo quimica influenciou a
porcentagem de germinacdo dos esporos de D. sellowiana. Segundo FOSSARD (1976),
a meta da esterilizagdo de superficie é remover os microorganismos com um minimo de
dano para as plantas a serem cultivadas. Entretanto, o autor diz que a realizacdo desta
meta € empirica e o trabalhador tem que ser flexivel em relacdo a esse problema.
SWEET & BOLTON (1979) testaram varios métodos de esterilizagdo e afirmaram que
concentragdes mais altas de substincias quimicas ou periodos mais longos de
desinfecgdo reduzem a porcentagem de germinagdo e prolongam o tempo médio de
germinacdo. CAMLOH (1993) informou que a melhor germinagdo de esporos de
Platycerium bifurcatum (Cav.) C. Chr ocorreu em esporos ndo esterilizados. Porém,
apo6s 10 dias de cultura houve contaminagao.

BORELLI et al. (1990), com o objetivo de desenvolver um método adequado de
propagacdo de espécies de pteridofitas, comparou a eficiéncia de varios tipos de
esterilizagdo e obteve 50% de contaminagdo de esporos de D. sellowiana em 2% de
hipoclorito de calcio.

ROGGE (1999) testou diferentes periodos de imersao de esporos frescos de D.
sellowiana em diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio, com a finalidade de
obter culturas de gametofitos livres de microorganismos contaminantes em meio
contendo sacarose. As concentracdes testadas variaram de 20 a 60% de hipoclorito de
sodio comercial e a duragdo variou de 20 a 60 minutos. Segundo a autora o melhor
método de esterilizagdo foi a imersdo dos esporos em hipoclorito de sodio a 35% (v/v)
durante 60 minutos, uma vez que periodos menores e concentracdes menores ndo foram
eficientes em evitar a contaminagdo das culturas em meios enriquecidos com sacarose.

Portanto, observou-se neste trabalho que a esterilizagdo em solugdo de
hipoclorito de s6dio a 20 % mostrou-se muito agressiva para esporos armazenados
durante aproximadamente 3 anos, fato nao observado para esporos recém coletados que
suportaram métodos mais rigorosos de desinfeccdo. Possivelmente, esse método de

esterilizacdo tenha provocado a morte de esporos de D.sellowiana. Esporos mais velhos,



embora ainda exibindo alta viabilidade, mostraram maior sensibilidade ao hipoclorito de

sodio do que esporos recém coletados.



4.2. Desenvolvimento Gametofitico de Dicksonia sellowiana

Os esporos de Dicksonia sellowiana (Figs. 4 e 5) s@o tetraédricos, triletes,
achatados nas laterais e com superficie densamente granulada. Essas caracteristicas sdo
referidas por SEHNEM (1978) e TRYON & TRYON (1982). A coloragdo dos esporos ¢
amarela. Conforme DYER (1979), a coloragdo amarela em esporos indica que estes
possuem lipidios, como principal material de reserva, e sdo aclorofilados, mas possuem
proplastideos que dardo origem a cloroplastos no inicio do metabolismo de germinagao.

A germinagdo inicia-se apos o segundo dia de embebigdo dos esporos no meio
de cultura. Os esporos vao alterando a coloragdo amarela até¢ esverdeada, quando ocorre
a primeira divisdo celular dando origem a uma célula protalial clorofilada e a primeira
célula rizoidal unicelular, hialina e sem cloroplastos a partir da cicatriz trirradiada (Figs.
6,7, 8).

Entre as pteridofitas o padrdo de germinacdo pode apresentar-se de diferentes
tipos. Segundo PEREZ-GARCIA et al. (1995), o padrio de germinacio de Lophosoria
quadripinata (J. F. Gmel.) C. Chr. ¢ do tipo Cyathea, concordando com STOCKEY
(1930). O mesmo padrao ¢ citado para Dicksonia antarctica, por HUCKABY &
RAGHAVAN (1981). Porém, para D. sellowiana, bem como para Cyathea australis (R.
Br.) Domin., esses autores descrevem o padrdo de germinacdo como sendo do tipo
Vittaria, no qual a primeira célula do esporo da lugar a duas células desiguais: uma
pequena célula hialina que imediatamente se alarga e se diferencia na primeira célula
rizoidal e outra maior, a primeira célula protéalica contendo cloroplastos.

Ap6s 15 dias da semeadura, os gametofitos de D. sellowiana encontram-se
filamentosos (Figs. 9, 10). A fase filamentosa caracteriza-se por possuir uma célula
rizoidal e 3-7 células protonemais. A célula rizoidal é alongada, aclorofilada e de
coloragdo parda. As células protonemais, origninadas por divisdes da célula protalica
inicial, formam um filamento unisseriado, de coloragdo verde devido a presenca de
muitos cloroplastos. Nao ha formagdo de tricomas nas células protonemais. O

envoltorio ou casca do esporo permanece unido ao gametofito.



Na literatura ndo foi encontrada nenhuma referéncia ao desenvolvimento
gametofitico em D. sellowiana. A espécie Thyrsopteris elegans inicia a fase
filamentosa entre 25 e 30 dias apds a semeadura, apresentando alguns rizoides com
cloroplastos escassos ¢ 3 a 6 células protilicas em forma de filamento (PEREZ-
GARCIA et al.1996-1997). O desenvolvimento filamentoso de Arachniodes denticulata
(Sw.) Ching da origem a um unico rizéide ¢ a um filamento protalico de 2-4 células,
cuja cé¢lula terminal apresenta um tricoma em seu apice (MENDOZA et al.1999b). Em
Llavea cordifolia (Pteridaceae) Lag. o filamento gametofitico wunisseriado € curto,
compondo-se de 1- 4 células protalicas e duas células rizoidais, aproximadamente 12
dias ap6s a semeadura. As células protalicas mostram abundantes cloroplastos e o
envoltorio do esporo permanece unido a célula basal (JARAMILLO et al.2000).

Na figura 11 observa-se o resultado das primeiras divisdes celulares laterais do
filamento vegetativo para formar a lamina do protalo, aos 15 dias. Nota-se que o
gametofito possui ainda, somente um rizéide. Embora o estudo do padrao de divisdo
celular na formagao do protalo laminar ndo tenha sido realizado no presente trabalho,
dados da literatura mostram um padrdo comum a maioria das espécies. Por exemplo, em
L. cordifolia, conforme JARAMILLO et al.(2000), as células do protalo filamentoso
dividem-se lateralmente iniciando a formacdo da lamina protalica. Quando a regido
apical do gametofito apresenta aproximadamente quatro células, a célula apical
diferencia-se em célula obconica ou meristematica, entre 30 a 35 dias ap6s a semeadura.
Essa célula meristematica dd origem a uma zona meristematica apical pluricelular de
posi¢cdo central que origina gametofitos espatulados. No apice do gametofito de D.
sellowiana (Fig. 12), aos 15 dias de desenvolvimento, observa-se o resultado de
divisdes laterais formando a ldmina do protalo espatulado, sugerindo que a célula apical
pode ser a célula meristematica que dara origem ao meristema apical central.

Aos 30 dias apos a semeadura os gametofitos de D. sellowiana apresentam-se
como um protalo laminar espatulado (Fig. 13). A lamina do protalo ¢ formada por
sucessivas divisdes celulares que possibilitam a expansdo, mas mantém-se
uniestratificada em toda a fase gametofitica, contendo grande ntimero de cloroplastos.
Os rizoides sao hialinos, longos, ndo clorofilados, de coloragdo pardo-clara, localizados

na superficie ventral do gameto6fito. Nota-se ainda a presenga do envoltorio do esporo.



Existe uma disparidade muito grande quanto ao inicio ¢ a duracdo da fase
gametofitica. Aos 30 dias apds a semeadura pode-se encontrar esporos recém
germinados, gametofitos na fase filamentosa e gametofitos iniciando a fase laminar.

Aos 45 dias o gametofito adquire a forma cordata, com as expansoes laterais
distintas na lamina do protalo, na qual também evidencia-se o meristema apical central
(Fig. 14). Nao ha a formagdo de tricomas no protalo, as células protaliais sdo
assimétricas e ha a presenca de varios rizoides.

Em outra espécie de pteridofita, Lophosoria quadripinnata (J. F. Gmel) C. Chr.,
de acordo com PEREZ-GARCIA et al. (1995), o desenvolvimento protalico laminar
comeca aos 21 dias apds a semeadura, iniciando com a divisdo da célula terminal do
filamento, seguida por outra em sentido obliquo, originando a célula meristematica que
forma o meristema pluricelular na reentrancia do gamet6fito. Os autores referem que
por volta dos 36 dias ja hd gametofitos cordatos. Em gametofitos de Lygodium
heterodoxum Kunze e Lygodium venustrum Sw., em trabalho de MENDOZA et al.
(1999c), a fase laminar inicia-se entre os 18 e 21 dias apoOs a semeadura dos esporos. Os
protalos apresentam a forma espatulada com uma zona meristematica central. As abas
do protalo sdo de tamanho ligeiramente diferente. Os rizdides sdo basais, longos,
hialinos e sem a presenca de cloroplastos.

RAMIREZ & PEREZ-GARCIA (1998), trabalhando com a espécie Micrograma
nitida, relatam o inicio da fase laminar aos 20 dias apds a semeadura, com formagéo de
um gametofito espatulado 30 dias depois da germinagdo, e aos 60 dias de semeadura, o
gametofito apresenta a forma cordata, com a presenca de tricomas superficiais
unicelulares e translucidos. Nessa fase do desenvolvimento laminar, os rizodides,
localizados na face abaxial do gametofito, sdo abundantes, transparentes, compridos, de
coloracdo pardo-clara e o envoltério do esporo ja se soltou do gametofito.

Em Blechnum cycadifolium (Colla) Sturm, PEREZ-GARCIA et al. (1996)
constatam a formagdo do protalo laminar espatulado aos 53 dias ap6s a germinagdo e
apos 75 a 85 dias, o gametofito torna-se cordiforme apresentando escassos tricomas
unicelulares marginais, papilados e secretores; seus rizoides sao pouco numerosos. No
mesmo trabalho, os autores relatam que a fase laminar gametofitica de Blechnum
chilense (Kaulf.) Mett. inicia-se apds 45 a 50 dias e ocorre a formacdo de gametofito

cordiforme-reniforme.



O gametofito de D. sellowiana mostra-se cordiforme (Fig. 14), aos 75 dias de
desenvolvimento. Apresenta uma Unica camada de células altamente clorofiladas na
lamina protalial e uma reentrancia apical onde se localiza o meristema pluricelular
apical (Fig. 16). A regido meristematica caracteriza-se por um grupamento denso de
células de tamanho reduzido, em relagdo as demais células protaliais. As abas do protalo
sdo de tamanho ligeiramente diferentes, como observado por MENDOZA et al.
(1999b). Os rizoides sdo abundantes, basais, longos, de coloragdo parda e hialinos.
Nessa fase do desenvolvimento ndo ha mais a presenga do envoltorio do esporo unido
ao gametofito.

Aos 90 dias de desenvolvimento, em D. sellowiana, encontram-se gametofitos
arquegoniados (Fig.17). Os arquegdnios formam-se na face abaxial do gametofito,
proximos a reentrancia apical (Figs. 18, 19). Vistos em microscopia eletronica de
varredura, constata-se que os arquegdnios sao multicelulares, com quatro colunas de
células (Fig. 20). No centro das células apicais dos arquegénios observa-se, com
freqiiéncia, um poro (Figs. 20, 21), que provavelmente corresponde a estrutura que
possibilita a entrada dos anterozdides.

Nao foram encontrados anteridios. Acredita-se que a densa presenca de rizéides
dificultou a localizagdo e/ou preservacdo quando nos procedimentos foram eliminados
alguns rizéides. Provavelmente, considerando o grau de maturidade dos arquegdnios, os
anteridios de pteridofitas ja deveriam estar formados, pois na literatura ¢ referida a
formacdo destes como anterior. Em Lygodium heterodoxum Kunze a formacao dos
anteridios se da entre 28-32 dias de germinag¢do e os arquegonios, entre 32-35 dias
(MENDOZA et al.1999b).

Os esporoéfitos, em D. sellowiana, comegaram a formar-se apds 84 dias de
cultivo. Aos 259 dias de cultivo, quando foi interrompido o experimento, 84,67% dos
gametofitos ja haviam formado esporofitos. Os gametofitos que ainda ndo apresentavam
esporofitos aparentavam vigor, o que aponta para a potencialidade para formar
esporofitos.

Comparando com dados de literatura, referentes ao surgimento dos esporofitos
em D. sellowiana, verifica-se diferencas na época de surgimento dos esporoéfitos. Isso
pode ter sido devido ao tipo de substrato utilizado. No presente trabalho foi usada terra

roxa estruturada adicionada de composto orgénico, que provavelmente acelerou o



desenvolvimento em toda fase de crescimento inicial em D. sellowiana. BORELLI et
al. (1990), para propagacdo de D. sellowiana, a partir de esporos, usaram po6 de xaxim
e verificaram o desenvolvimento de esporodfitos 180 dias apos a germinagdo. Utilizando
esporos frescos, da mesma populacdo e coletados juntamente com os esporos utilizados
neste trabalho e em mesmas condi¢des ambientais deste trabalho, GOMES (2001)
verificou a presenca de espordfitos a partir de 137 dias depois da germinagdo,
utilizando como substrato o p6 de xaxim. Aos 224 dias apos a germinacdo, a autora
obteve 60% de formagdo de esporofitos, considerando que potencialmente os
gametofitos ainda poderiam vir a formar esporofitos pois permaneciam clorofilados e

em bom estado.
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Fig. 4-5. Esporos de Dicksonia sellowiana (Presl.)Hook. Fig. 4. Vista geral de
diversos esporos. Fig. 5. Detalhe evidenciando a superficie granulada de um esporo.
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Fig. 6-11. Gametofitos de Dicksonia sellowiana (Presl.)Hook em diferentes fases de
desenvolvimento. Fig. 6-7. Esporo iniciando a germinag@o. Fig. 8. Esporo germinado, note
rizéide alongado. Fig. 9-10. Gametofitos em fase filamentosa, 15 dias ap6s a semeadura. Fig.
11. Gametofito, 15 dias ap6s a semeadura, em fase filamentosa iniciando crescimento lateral (*).
Setas indicam rizoides.



Fig. 12-17. Gametofitos de Dicksonia sellowiana (Presl.)Hook em diferentes fases de
desenvolvimento. Fig. 12. Detalhe do apice de um gameto6fito, com 15 dias ap6és semeadura. Fig.
13. Protalo laminar espatulado, com 30 dias. Fig. 14. Fase cordata, com 45 dias. Fig. 15-16.
Gametofito cordiforme, com 75 dias (15. aspecto geral; 16. detalhe da regido meristematica. Fig.
17. Arquegoénios (setas brancas) proximos a regido meristematica, gametofito com 90 dias. Setas
pretas indicam a célula apical (Figs. 12-13) ou regido meristematica apical (Figs. 14-17); *
indicam expansoes laterais; r — rizoides).
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Fig. 18-21. Gametofitos de Dicksonia sellowiana (Presl.)Hook. Fig. 18. Aspecto geral da face
abaxial do gametofito, seta indica regido onde ocorrem os arquegonios. Fig. 19. Detalhe de
arquegonios (setas), proximos a regido com a reentrancia apical. Fig. 20-21. Arquegonios, note a
presenga de poro (seta) no centro das células apicais.




4.3. Efeito de diferentes substratos no desenvolvimento inicial em Dicksonia

sellowiana

Este trabalho ndo objetivou a definicdo do tipo de solo mais adequado ao
desenvolvimento gametofitico e esporofitico inicial de D. sellowiana. Porém, em fungio
da dificuldade do desenvolvimento inicial da espécie em experimentos preliminares,
foram testados alguns substratos com caracteristicas diferentes. RANAL (1995) afirma
que embora existam registros desde a década de 10 do século passado sobre a influéncia

da composi¢ao mineral do solo na ocorréncia e distribui¢ao de pteridofitas, quase nada

se sabe sobre o assunto.

A tabela 04 mostra o resultado da analise de solos feita para os quatro substratos

utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho.

ANALISE DE SOLO

AMOSTRA Terra roxa + Terra roxa Solo de P6 de casca de
composto floricultura coco (Coxim)

PH 5.2 baixo 4.4 muito baixo 6.6 alto 5.2 baixo
Fosforo (ppm) +50 alto 2.6 baixo +50 alto 38.3 alto
Potassio (ppm) 450 alto 95 suficiente 340 alto 1204 alto
Mat Organica 0.9 baixo 0.8 baixo 4.3 médio +10.0 alto
%
Aluminio | = - 22 | 0.3
(cmolc/l)
Calcio 4.8 alto 1.7 baixo 5.4 alto 1.7 baixo
(cmole/l)
H +Al (cmolc/l) 3.90 8.79 2.48 1.89
Nitrogénio 0.26 0.03 0.12 0.35
Total %
Capacidade de 12.88 alta 11.32 alta 13.92 alta 9.37 média
troca de
cations
(cmolc/l)

Tab. 4: Resultado dos laudos de analise de solo dos substratos utilizados para o desenvolvimento de
gametofitos e esporofitos jovens de Dicksonia sellowiana. Analise realizada pela CIDASC — SC, laudo

n.° 07462.




Em solo de floricultura ndo houve o desenvolvimento de gametofitos e
consequentemente, ndo houve o desenvolvimento de esporofitos. Esse solo apresentou o
mais alto pH . Nas outras amostras de solo o pH ¢ baixo ou muito baixo.

Em substrato de p6 de casca de coco (coxim) houve somente o desenvolvimento
gametofitico filamentosos. Apdés 6 meses de cultivo ndo houve a formagdo de
gametofitos cordiformes que normalmente comegam a ser formados a partir do primeiro
més de desenvolvimento e portanto, ndo houve a formagdo de esporofitos. Os
gametofitos desenvolvidos nesse substrato apresentaram retardamento na fase
filamentosa e também um desenvolvimento anémalo, como mostra a figura 22. As
células protonemais (protaliais) apresentam grandes vactolos, sdo mais alongadas e as
células rizoidais sdo curtas. A disfuncdo pode ter sido causada pelo altissimo teor de

potassio no substrato, que pode ter sido toxico para a planta.

100pm

Fig. 22 (A,B). Gametofitos filamentosos anomalos de D. sellowiana apos 217 dias de cultivo em
substrato de coxim, em sala de cultivo, a temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de
fluxo de fotons de aproximadamente 30pumoles quanta m™s”. UFSC, 2002.

O substrato terra roxa estruturada (solo retirado de mata com grande quantidade
de samambaias) proporcionou um desenvolvimento mais lento dos gametofitos e os
primeiros esporofitos comegaram a surgir apos 180 dias de cultivo. Nao foi realizado o
estudo morfo-anatobmico do desenvolvimento gametofitico e esporofitico nesse
substrato. Esse solo apresentou um pH muito baixo, um elevado teor de aluminio e de

hidrogénio e um baixo teor de calcio, nitrogénio e fosforo. Neste caso, ocorreu a



formagdo de espordfitos, porém com desenvolvimento muito mais lento que em
substrato terra roxa acrescida de composto organico.

O substrato terra roxa estruturada acrescida de composto organico foi o que
propiciou o mais rapido desenvolvimento gametofitico e esporofitico jovem de D.
sellowiana. Os gametofitos espatulados foram observados apds 30 dias e os esporofitos
apos 84 dias de cultivo. Na figura 23 observam-se plantulas de xaxim crescendo em
vasos com terra roxa acrescida de composto organico, gametdfitos cordiformes em
bandejas contendo terra roxa e manchas de gametofitos filamentosos em bandejas
contendo coxim. A andlise de solo da terra roxa acrescida de composto orgénico
mostrou que esse substrato possui pH baixo e altos teores de fosforo, potassio, calcio e
nitrogénio. Acredita-se que a espécie requeira indices baixos de pH e boa
disponibilidade dos demais nutrientes minerais, embora ela também se desenvolva, com
mais vagar, em teores altos de hidrogénio e aluminio e baixos teores de calcio,

nitrogénio e fosforo.

Fig. 23. Gametofitos e plantulas de D. sellowiana, com 200 dias de cultivo em sala de cultivo, a
temperatura de 25 £ 1°C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fotons de aproximadamente
30pmoles quanta m™s”. A esquerda, vasos com esporéfitos desenvolvendo-se em substrato de terra roxa
acrescida de composto orgénico. Ao centro, bandejas de gametofitos cordiformes desenvolvendo-se em
terra roxa. A direita, gametofitos filamentosos desenvolvendo-se em coxim. UFSC, 2002.

CARLSON (1979) conduziu um estudo comparativo do habitat de dez espécies
do género Dryopteris, incluindo analise de alguns fatores edaficos, dentre eles o pH. O

autor reuniu as espécies estudadas em quatro grupos: espécies tipicas de solos de pH



acido, espécies de solos de pH acido a neutro, espécies de solos de pH neutro e espécies
de solos de pH neutro a basico. Em pH acido obteve o desenvolvimento de cinco
espécies; para pH acido a neutro, duas espécies, para pH neutro uma espécie e para pH
neutro a basico, uma espécie, havendo um maior nimero de espécies desse género que
preferem solos com pH acidificado.

GRAVES & MONK (1982) correlacionaram parametros edaficos (composi¢ao
quimica, fisica, umidade e pH) com a composi¢do de pteridofitas herbaceas na Georgia,
EUA. Dentre as pteridofitas estudadas, os autores verificaram que Polystichum
acrostichoides (Michx.) Schott ¢ de ocorréncia mais restrita a solos fortemente acidos,
diminuindo sua ocorréncia em solos com pH alto. Anthyrium pycnocarpo (Spreng.)
Tidestrom ocorre em solos com pH fracamente acido, sendo mais abundante em solos
com pH acima de 6,6 e mais ricos em nutrientes. A4.thelypterioides (Michx.) Desv. e
Cystopteris protusa (Weath.) Blasdell sdo espécies consideradas pelos autores como
generalistas, uma vez que sua distribuicdo ndo tem correlagdo significativa com o pH.

WHITTIER & MOYROUD (1993) estudaram o efeito do baixo pH na
germinagdo e no desenvolvimento dos gametofitos de Ophioglossum palmatum. A
germinagdo desses esporos no escuro, comum também a outros membros da familia
Ophioglossaceae, em um ambiente muito acido ajuda a explicar o habitat desses
gametofitos na natureza (hiimus negro e outros tipos de hiimus). Foi constatado que o
desenvolvimento desses gametofitos em cultura foi melhor em baixo pH. Embora a
promocao do desenvolvimento gametofitico em condi¢des muito &cidas seja incomum
em samambaias, acredita-se que o baixo pH ¢é um fator importante para o
desenvolvimento de gametofitos de Ophioglossum palmatum.

RANAL (1995), estudando a natureza dos substratos no estabelecimento de
pteridofitas em Mata Mesofila Semidecidua do Estado de S@o Paulo, relatou que a
distribuicdo das espécies de pteridofitas terricolas deve estar relacionada com o teor de
nutrientes do solo e pH. A espécie Polypodium latipes foi encontrada em maior
quantidade em areas com pH mais baixo, maiores teores de aluminio e baixos teores de
calcio. Algumas espécies apresentaram grande tolerancia ao pH do substrato, como ¢ o
caso de Micrograma squanulosa, sendo, portanto, generalistas. Enquanto outras sdo

calcifugas, como € o caso de Pteris denticulata e Adiantopsis radiata (L.) Fée.



MELLO ef al. (1989) afirma que a maioria das plantas cultivadas se desenvolve
melhor em solos levemente acidos, porque a disponibilidade dos nutrientes minerais
atinge seu maximo nessas condi¢cdes. Afirma também que variacdes do pH do solo
podem solubilizar substancias toxicas e elementos essenciais ou ndo, em concentragoes
capazes de torna-los toxico.

Conforme MALAVOLTA (1980) o principal efeito do pH ¢ indireto. A
variacdo na acidez ou alcalinidade estd associada com variagdes para mais ou para
menos na disponibilidade de elementos minerais essenciais ou ndo. Valores de pH entre
6,0 a 6,5 permitem a maxima disponibilidade de muitos elementos, embora encontrem-
se espécies vivendo em solos com pH em torno de 4,0 e 8,0.

Em relagdo ao presente trabalho observou-se que a espécie estudada ndo se
desenvolveu em solos com pH mais elevado (6,6) como ocorreu com o solo de
floricultura destinado a plantas ornamentais. Esse solo, embora tenha uma boa
disponibilidade de nutrientes, ndo foi eficiente para D. sellowiana, ou seja, talvez essa
espécie seja intolerante a solos com pH mais elevado. O substrato coxim pelo seu
altissimo nivel de potéssio, provavelmente foi toxico para o desenvolvimento da
espécie. Em solo de mata, com pH muito baixo (4,4), baixa disponibilidade de calcio,
nitrogénio e fosforo e alta concentracdo de aluminio ocorreu o desenvolvimento
gametofitico e houve a formacdo de esporofitos. Porém, nesse solo, o desenvolvimento
foi muito mais lento quando comparado ao desenvolvimento na mesma terra roxa com
adicdo de matéria organica. Segundo MALAVOLTA (1980) a saturagcdo de aluminio
pode ser toxica para as plantas. O autor afirma que a média de saturagdo por aluminio
em solos de cerrado ¢ de 60% e que as plantas mais sensiveis ndo toleram mais que 20%
enquanto a maioria das espécies cultivadas comeca a sofrer devido a toxidez de
aluminio quando o valor ¢ maior que 40%. No substrato de terra roxa a porcentagem
calculada de aluminio (MALAVOLTA 1980) foi de 47%. Esse fato sugere que a
espécie estudada € tolerante a solos mais pobres e que a alta quantidade disponivel de
aluminio pode estar sendo toxica para o desenvolvimento da espécie, porém, ndo
limitante.

D. sellowiana parece preferir solos com pH acidificado, fato comprovado pelo
seu bom desenvolvimento em terra roxa estruturada acrescida de composto organico,

cujo pH € 5,2. Ao mesmo tempo, a adigdo da matéria organica em forma de composto



disponibilizou bons teores de elementos minerais essenciais como calcio, nitrogénio,
fosforo e potassio. O aluminio ndo esteve presente nesse solo que apresentou condi¢des

melhores ao desenvolvimento do gametofito e esporofito jovem de D. sellowiana.



4.4. Efeito de diferentes niveis de luz no desenvolvimento de plantulas de Dicksonia

sellowiana.

Os resultados encontrados para esporofitos jovens (plantulas) de Dicksonia
sellowiana em relacdo a variagdo da quantidade de luz mostraram que as plantulas
diferem na sua resposta, dependendo do nivel de luz a que foram submetidas.

Para os seguintes parametros analisados: altura da fronde maior (Fig. 24),
numero de frondes (Fig.25), massa fresca da parte aérea (Fig.26), massa seca da parte
aérea (Fig.27), taxa de crescimento relativo - TCR (Fig.28.) e taxa de crescimento
relativo em altura - TCRL (Fig.29), a intensidade luminosa de 10% da luz solar
proporcionou maiores valores do que as intensidades de 3% e 30% da luz solar
incidente. As plantulas submetidas a intensidade luminosa de 100% da luz solar
morreram em 3 dias e as plantulas submetidas as intensidades de 50% e 75% de luz
solar morreram, gradativamente, em até 30 dias.

Observa-se que o aumento da intensidade de luz proporciona um menor
desenvolvimento dos esporofitos jovens de D. sellowiana ( 30% da luz solar).

Como as plantas crescidas em intensidades de 3% da luz solar direta
apresentaram menor biomassa e menores taxas de crescimento que plantas crescidas a
10% da luz solar, esses resultados indicam que a quantidade de luz presente ao nivel do
chio de florestas tropicais, entre 0,5% e 4,0% da luz solar direta (CHAZDON &
FETCHER 1984, JANUARIO et al. 1982) apresenta-se limitante para o crescimento
inicial de D. sellowiana. A presenca de fachos temporarios de luz (sunflecks), existentes
quando a luz solar direta passa através de aberturas no dossel, pode minimizar esta
escassez de luz ao nivel de plantulas e contribuir para um aumento temporario da taxa
fotossintética (VALLADARES et al. 1997).

Em trabalho sobre o desenvolvimento da espécie de pteridofita Adiantum
raddianum cv. Fritz Luth. que segundo JONES (1996), prefere crescer em condi¢des de
boa ilumina¢do, mas também pode se desenvolver sob baixa intensidade luminosa, foi
mostrado que a espécie apresentou um maior desenvolvimento em massa fresca na faixa
entre 39% a 47% de luz, e menor desenvolvimento em niveis de luz superiores e
inferiores a esse intervalo, sendo tolerante a todas as intensidades luminosas (YEH &

WANG 2000), Estes dados mostram que a espécie tem maior tolerancia a altas



irradiancias e menor tolerdncia a baixa irradiancia que D. sellowiana, a qual apresentou
melhor desenvolvimento a 10% de luz.

A razdo massa fresca/massa seca, a qual reflete o teor de adgua na planta, foi
significativamente maior nas intensidades de 3% e 10% de luz e menor na intensidade
de 30% de luz (Fig.30), indicando menor teor de 4gua nas plantas em intensidade mais
alta de luz. Diminui¢do no teor de agua com o aumento da intensidade luminosa ¢
comum em plantas, uma vez que altas intensidades de luz aumentam a transpiragdo
(POPMA & BONGERS 1991; NIINEMETS & KULL 1999; DIAS-FILHO 1997). Este
fato pode ter sido uma das causas da morte das plantulas a 50%, 75% e 100% da luz
solar, as quais podem ter se dessecado nestas altas intensidades de luz.

Uma segunda causa que pode ter levado a morte das plantas quando sob alta
intensidade luminosa seria a ocorréncia de fotoinibicdo da fotossintese, que consiste
num declinio da eficiéncia fotossintética (DEMMING-ADANS & ADANS 1992),
levando a uma diminui¢do do crescimento da planta ou mesmo a sua morte (SONOIKE
1996 & KITAO 2000), quando plantulas absorvem mais fotons de luz do que
conseguem utilizar.

Os teores de clorofila a, b e total (Figs.31, 32 e 33) apresentaram-se superiores
em plantas crescidas a 3% de luz solar em rela¢do as crescidas a 10% e 30% da luz
solar. Entre 10% e 30% da luz solar as diferencas nos teores de clorofila ndo foram
significantes, a excegdo do teor de clorofila a que foi menor a 30% de Iuz solar. O
aumento do teor de clorofila total com a diminuicdo da intensidade de luz ¢ um traco
caracteristico da aclimatagdo de muitas espécies ao declinio da quantidade de luz, ajuste
este, que leva a maximizar a captura de luz pelas folhas quando sdo sombreadas
(CRITCHLEY 1999). D. sellowiana apresentou este ajuste no teor de clorofila total,
mostrando potencial para aumentar a captura de luz sob alto sombreamento (3% da luz
solar). Estes resultados encontrados para D. sellowiana estdo de acordo com os
encontrados para outra pteridofita, 4. raddianum, a qual também apresentou um
aumento nos teores de clorofila quando crescidas em maiores sombreamentos (YEH &
WANG 2000). A razdo entre os teores de clorofila a e clorofila b (Fig.34) foram
similares nas trés intensidades de luz testadas. Esta razdo costuma diminuir em resposta
a redugdo do nivel de luz (ANDERSON et al. 1988; TINOCO-OJANGUREM &
PEARCY, 1995). porque, pode haver um aumento na quantidade de Fotossistema II,



mais rico em clorofila b que o Fotossistema I (TINOCO-OJANGUREM & PEARCY,
1995). Entretanto, D. sellowiana ndo mostrou plasticidade em alterar este parametro
com a variacdo de irradidncia. A falta de plasticidade em adequar a razdo dos teores de
clorofila a e clorofila b com a variac¢do da irradidncia também foi observada em outras
espécies arboreas da Floresta Atlantica como referido por DUZ (2001), para Cedrela

fissilis Vell., Cecropia glazioui Sneth. e Bathysa australis (St Hil.) Hook. ex. Sch.
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Fig. 24. Altura da fronde maior de esporofitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em diferentes
niveis de luz, em condi¢des ambientais. Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 25. Numero de frondes de espor6fitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em diferentes
niveis de luz, em condi¢des ambientais. Letras minusculas diferentes indicam diferencgas estatisticamente
significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 26. Teor de massa fresca de esporofitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em diferentes
niveis de luz, em condi¢des ambientais. Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 27. Teor de massa seca de esporofitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em diferentes
niveis de luz, em condi¢des ambientais. Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 28. Taxa de Crescimento Relativo de esporofitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em
diferentes niveis de luz, em condi¢des ambientais. Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 29. Taxa de Crescimento Relativo em Altura de espordfitos de D. sellowiana crescidos durante 42
dias em diferentes niveis de luz, em condigdes ambientais. Letras minusculas diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 30. Razao entre massa fresca e massa seca de espordfitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias
em diferentes niveis de luz, em condi¢des ambientais. Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 31. Teores de clorofila a de espordfitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em diferentes
niveis de luz, em condigdes ambientais. Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 32. Teores de clorofila b de espor6fitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em diferentes
niveis de luz, em condi¢des ambientais. Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente

significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 33. Teores de clorofila total de esporofitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em diferentes
niveis de luz, em condigdes ambientais. Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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Fig. 34. Razio entre clorofila a e clorofila b de esporéfitos de D. sellowiana crescidos durante 42 dias em
diferentes niveis de luz, em condigdes ambientais. Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. UFSC, 2002.
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5. CONCLUSOES

Esporos armazenados ha 1130 dias e esterilizados em solugdo de hipoclorito de
sodio comercial a 20% por 30 minutos, apresentaram 27% de germinagdo. Esporos
armazenados nas mesmas condi¢des, ha 1160 dias e esterilizados em solucdo de
hipoclorito de s6dio comercial a 5% por 30 minutos, apresentaram uma média de

78,5% de germinagao.

A germinacdo dos esporos iniciou-se no segundo dia de cultivo. Aos 15 dias os
gametofitos apresentaram-se na forma filamentosa, com uma célula rizoidal e 3 a 7
células protaliais. Aos 30 dias os gamet6fitos apresentaram-se como um protalo
laminar espatulado. Aos 45 dias os gametofitos comegavam a se tornar cordiformes.
Aos 90 dias os gametofitos possuiam a forma cordata e alguns ja eram
arquegoniados. Apds 84 dias de cultivo, iniciou-se a formacdo de esporofitos. Até

259 dias de cultivo, 84,67% dos gametofitos formaram esporofitos.

O substrato com pH baixo (5,2), altos teores de nitrogénio, fosforo, potassio e
calcio e auséncia de aluminio trocavel, proporcionou um desenvolvimento

gametofitico e esporofitico inicial mais rapido.

A intensidade luminosa de 10% da luz solar proporcionou um crescimento
significativamente maior de esporofitos jovens, em relacao as intensidades de 3% e
30% da luz solar.. As plantulas submetidas as intensidades de 50%, 75% e 100% da

luz solar ndo sobreviveram.
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