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RESUMO

As pteridofitas representam um importante grupo vegetal da flora brasileira. Espécies sao
encontradas em diferentes regides, desde cerrado, dunas, matas ou rochas. Algumas
pteridofitas mostram-se pioneiras e eficientes na regeneracao de fragmentos de florestas
degradadas. O objetivo deste estudo foi analisar métodos para a propagacdo de
Gleichenella pectinata (Willd.) Ching (Pteridofita - Gleicheniaceae) a partir de esporos e
vegetativamente. O comportamento dominante desta espécie em ambientes degradados
indica seu potencial na contengdo de processos erosivos em areas florestais degradadas.
Para a obten¢ao de esporos, as frondes férteis foram coletadas nas adjacéncias da UCAD,
(Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro) Florianopolis-SC. Para estudar o efeito de
pH na germinagdo de Gleichenella pectinata, os esporos foram removidos e separados dos
esporangios por filtragem em papel entretela e armazenados a 7 + 1 °C. Esporos foram
esterilizados superficialmente em solucdo de hipoclorito de s6dio comercial (2% de cloro
ativo) a 10% (v/v) durante 15 min. Para os testes de germinagdo aproximadamente 10 mg
de esporos foram semeados em frascos contendo 20 mL de meio mineral proposto por
Mohr e Dyer, suplementado com Benlate® (25 mg.L™"), cujos pHs foram ajustados para:
4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,7 (controle). Os testes de germinacdo foram conduzidos em sala
de crescimento a 25 + 2 °C, irradidncia de aproximadamente 30 pmol m™s™ e fotoperiodo
de 16 horas. Para a obtencdo de estacas foliares e segmentos de rizomas, o material foi
coletado no mesmo local. Os efeitos de reguladores de crescimento: acido indol butirico
(AIB), acido giberélico (GA3), cinetina e 6-benzil-adenina (BAP), foram analisados na
propagagdo vegetativa, através de estacas foliares e rizomas. Para induzir o enraizamento
de estacas foliares utilizou-se acido indol-3-butirico (AIB), nas concentragdes: 250, 500,
1000, 1500 ¢ 2000 mg Kg™', em talco neutro. Para induzir o crescimento de folhas e raizes
em rizomas, utilizaram-se GAj;, BAP e cinetina nas concentracdes de 0, 25, 50, 75 e 100
mg. L. A producio de gametéfitos cordiformes, que possuem maiores probabilidades de
desenvolvimento e produ¢do de esporofitos, foi estatisticamente semelhante entre os pHs
4,0 e 5,5, mas menor nos pHs 6,0 e 6,7. O uso de reguladores de crescimento em métodos
de propagacdo vegetativa de rizomas e estacas foliares, foi ineficiente para a produgdo de
esporodfitos de G. pectinata.

Palavras-chaves: Gleichenella pectinata, propagagao, pH, gametofito.



ABSTRACT

Ferns are an important plant group of the Brazilian flora. Species are found in different
regions, since open pasture, dunes, bushes or rocks. Some ferns are pioneers and efficient
in the regeneration of degraded forest. The aim of this study was to analyze methods for
the propagation of Gleichenella pectinata (Willd.) Ching (Pteridophyta - Gleicheniaceae)
from spores and vegetatively. The dominant behavior of the species on degraded
environments indicates its potential to contain erosive processes in degraded forest areas.
To obtain spores, fertile fronds were collected in the adjacencies of UCAD (Unidade de
Conservagdo Ambiental Desterro), Floriandpolis, SC. To study the effect of pH on the
germination of Gleichenella pectinata, the spores were removed and separated from
sporangia by filtering through lens paper and stored in glass jars under refrigeration at 7 +
1°C. Spores were surface sterilized in a 10% (v/v) commercial bleach solution (2% of
active chlorine) for 15 min. For the germination tests, about 10 mg of spores were sown in
conical flasks containing 20 ml of autoclaved liquid medium as proposed by Mohr and
Dyer supplemented with Benlate® (25 mg. L) and the pHS were adjusted to 4.0, 4.5, 5.0,
5.5, 6.0 and 6.7 (control). The germination tests were carried out in growth room at 25 £ 2
°C, irradiance of approximately 30pmol m™s”, under a 16 h photoperiod. To obtain the
leaf cuttings and the rhizome segments, the material was collect in the same local. The
effects of the growth regulators: indol butiric acid (IBA), giberellic acid (GA3), kinetin and
6-benzil-adenine (BAP) were analyzed on the vegetative propagation through leaf cuttings
and rhizomes. For the induction of rooting in the leaf cuttings, IBA was applied in the
concentrations of: 250, 500, 1000, 1500 and 2000 mg Kg' in talcum powder. For the
growth induction of leafs and roots in rhizome segments, GA;, BAP and Kinetin were
applied in the concentrations of: 0, 25, 50 , 75 ¢ 100 mg L™.The production of heartshape
gametophytes, which offer more development expectative and sporophyte formation, was
statistically similar between pHs 4.0 and 5.5,but was inferior in the pHs 6.0 and 6.7. The
use of growth regulators in vegetative propagation methods was inefficient for the
production of G. pectinata sporophytes.

Key-words: Gleichenella pectinata, germination, Ph, vegetative propagation.
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1 INTRODUCAO

As Pteridofitas estdo representadas em sua maioria pelas samambaias ou avencas e
constituem um grupo amplamente distribuido no mundo, englobando uma riqueza
estimada entre 9.000 a 12.000 espécies, das quais cerca de 3.250 delas ocorrem nas
Américas, sendo que cerca de 30% (1200 a 1300 espécies) podem ser encontradas no

Brasil (Tryon & Tryon,1982; Prado 1997; Windich, 2002).

Segundo Tryon (1986), as regides sul e sudoeste do Brasil contém cerca de 600
espécies e abrigam um dos centros de endemismo e especiagdo de pteridofitas no
continente sul-americano. No Brasil, estdo localizadas principalmente em regidoes de matas,

especialmente na mata atlantica e matas de regides serranas (prado 1997).

As sucessivas degradacdes e regeneragdes de fragmentos florestais causam perdas
de nutrientes minerais do solo, que passam a abrigar algumas espécies de pteridofitas dos
géneros Pteridium (Dennstaedtiaceae), Gleichenia e Gleichenella (Gleicheniaceae)
(Heinrich, 1986). Reis et al. (1999) relatam que Gleichenella pectinata ¢ uma das
primeiras plantas a ocuparem areas degradadas. Cusatis (2001) verificou que Melinis
minutiflora (capim-gordura) e duas espécies da familia Gleicheniaceae sdo as mais

adaptadas a solos de extrema pobreza no Estado de Minas Gerais.

Negishi et al (2006) estudaram o papel de Dicranopteris curranii Copel.
(Gleicheniaceae) na recuperacdo de estradas abertas pela derrubada de arvores, na
Peninsula da Malasia durante um ano, em uma sec¢ao de estrada de 51,5 m juntamente
com medidas esporddicas de sedimentos exportados antes e apds o crescimento da
pteridofita. A cobertura gerada manteve a temperatura media didria comparavel a da
floresta (<28 °C), enquanto a superficie aberta da estrada atingiu 40 °C. Os autores
sugeriram que D. curranii tem potencialmente um papel ecoldgico importante na
recuperagao de estradas, reduzindo as perdas geradas pela erosdo e acumulando sedimentos
onde sementes podem germinar, enriquecendo o solo com nutri¢do mineral e moderando as

temperaturas.

Romanchak ef al. (2005) comentam que nas ilhas Hawainas, ha um grande interesse
na restauragdo de areas degradadas com a utilizagdo de Dicranopteris linearis (Burm. f. )
Underw (Gleicheniaceae), ja que a espécie € capaz de colonizar lavas vulcanicas, solos de

encostas erodidos e areas perturbadas, adicionando serrapilheira, que contribui para



aumentar o suprimento de nitrogénio e fosforo, bem como reduzindo a incidéncia luminosa

nos solos e inibindo a invasdo por certas ervas daninhas.

A maioria das pteridofitas possui dispersdo anemocorica, sendo que 0s esporos
podem ser dispersos a distancias de até 800 quilometros. Pteridofitas liberam uma
quantidade enorme de esporos ao longo do ano. De dimensao microscopica, estes esporos
sao facilmente transportados pelo vento e também devem ser transportados por
epizoocoria, pela fauna que percorre estas formacdes (Tryon, 1970). De fato, a dispersao
dos esporos permite a estas espécies explorar as superficies exposta e desnudas, com sua
lenta instalagdo inicial, caracterizada pelo desenvolvimento do gametofito seguido da
fecundacao ou formacao de espordfitos apogamicamente, a partir dos tecidos vegetativos
do gametofito (Whittier, 1970) e o longo desenvolvimento do espordfito, em contradi¢do
com a velocidade de ocupacdo caracteristica as outras espécies vegetais. Estas condigdes
encontram-se reunidas frequentemente nos locais constantemente desmatados ou
queimados, frequentemente sobre terrenos nivelados em fortes inclinagdes, sobre solos
fortemente degradados ou compactados. Uma vez instaladas, estas espécies recorrem a

multiplica¢do vegetativa para a exploracdo espacial do local (Queiroz, 1994).

Gleichenella pectinata' (Willd.) Ching (Figura 1) pertence & familia Gleicheniaceae
que tem cerca de 130 espécies conhecidas. Entretanto o género Gleichenella possui esta
Unica espécie. G. pectinata e esta distribuida geograficamente no sul do México, América
Central, Antilhas, Colombia, Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Trinidad,
Equador, Peru, Bolivia e Brasil. E exclusivamente heliéfita e caracteriza-se por possuir
hébito terrestre com rizoma longamente rasteiro. E provavel que esta espécie seja a mais
freqiiente do sul do Brasil. O verde-claro de suas folhas, que revestem totalmente os
barrancos ensolarados das margens de estradas ou antigas areas de cultura nos morros do

litoral, chama a atenc¢do a longas distancias, segundo comenta Joly (1991).

Possui o caule densamente pubescente, com tricomas ndo ramificados, castanho-
amarelados, cada um com cerca de 4 mm. As frondes sdo eretas, com 1 a 2 m de

comprimento; peciolo castanho-claro, com tricomas esparsos na base, iguais aos do caule,

! Gleichenella pectinata foi tratada até pouco tempo atras como Dicranopteris pectinata Willd. Und
= Gleichenia pectinata (Willd) PR. (Tryon & Tryon, 1982). Recentemente foram realizados estudos para
uniformizagdo dos termos morfologicos relacionados ao padrio de divisdo da fronde e deu-se o
reconhecimento do género Gleichenella, que ja havia sido descrito por Ching (1940 apud Prado, 2004) e
negligenciado por autores subsequentes (Jstergaard-Andersen & Qlgaard, 1996 e 2001). Neste sentido, as
referéncias utilizadas neste trabalho mencionam a espécie Gleichenella pectinata, em substituicdo ao antigo
nome cientifico Gleichenia pectinata, mencionado em varias bibliografias consultadas.



glabro distalmente; pinas uni ou bifurcadas, sem um par de pinas acessorias na base de
cada furca; gemas com tricomas pluricelulares, castanho-avermelhados, segmentos
adaxialmente glabros, abaxialmente pilosos, tricomas sobre as nervuras, castanho-
alaranjados, estrelados; nervuras livres, simples, bi até tetrafurcadas. Soros com
esporangios em posi¢ao mediana (Sehnem, 1970; Prado, 2004). Esta espécie cresce em
capoeiras, capoeirdes, morros, barrancos a beira de estradas e em ladeiras secas, onde ¢
facilmente reconhecivel pelas ramificacdes idénticas, pelo nimero de pinas e também pela

forma perfeitamente pectinada das pinas (Sehnem, 1970).

: 2
©:1986 ROBBING MORY
Figura 1: Detalhe da fronde de Gleichenella pectinata (Willd.) Ching.

Gleichenella pectinata forma associagdes caracterizadas pela forte dominancia desta
espécie, apresentando um cortejo floristico bastante reduzido, denominado Gleichenietum
pectinatae. As suas folhas possuem um crescimento continuo, as partes mais antigas
tornam-se muito esclerofilas e o resultado ¢ um entrelagcamento muito denso e de dificil
penetracdo. Frequentemente o grupamento tém dezenas de anos e a altura média de uma
associacdo encontra-se em torno de 1,5 m. A principal forma de multiplicagdo vegetativa
utilizada pela familia Gleicheniaceae, representada neste caso pelas espécies Gleichenella
pectinata ¢ Dicranopteris flexuosa ¢ denominada estratégia de superficie. Ela consiste no
crescimento do rizoma, diretamente na superficie do solo, formando por ramificagcdes
sucessivas uma trama densa que periodicamente emite novas folhas. Pelo crescimento em
clone, os grupamentos ocupam progressivamente as superficies expostas e desnudas do

solo (Queiroz, 1994).




Dados fitossocioldgicos atestam o potencial de Gleichenella pectinata em colonizar
taludes e encostas degradadas, com solos muito compactos, pouco profundos, tipicamente
erodidos, lixiviados e pobres em matéria organica e em sais minerais. Em estudos
realizados por Cusatis (2001) nesses ambientes degradados, cujo solo caracteriza-se pela
deficiéncia nutricional, foi constatado que algumas espécies de pteridofitas, dos gé€neros
Dicranopteris, Gleichenia e Gleichenella sao capazes de colonizar esses ambientes aridos,
o que demonstra a sua aptiddo competitiva nestas condi¢des pouco favordveis para a maior
parte das espécies. Essas plantas formam um manto protetor do solo, impedindo sua erosao

e desmoronamento (Figura 2).
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“Figura 2: Ocupagdo de Gleichenella -pectinata sobre declividades, solos
expostos, compactos e degradados. Bairro Saco Grande, Florianopolis, SC.

Os agrupamentos de Gleichenella pectinata e Dicranopteris flexuosa, encontram-se
sobre litossolos, solos truncados ou muito compactos (antigas estradas abandonadas) e
sobre inclina¢cdes muito fortes (barrancos ao longo das estradas, conforme Figura 2). De
fato, seu rizoma ¢ superficial e forma entrelagamentos densos que abrangem
progressivamente os solos desnudos inoportunos a instalacdo da maior parte das espécies.
Constituem entdo indicadores de solos superficiais compactos ou instalados sobre fortes
inclinagdes. Estas associagdes contribuem como ja tinha observado Emmerich (1980; 1982
apud Queiroz, 1994), para redugdo da erosdo no nivel das areas desnudas ou na dificil

colonizagdo por outros vegetais.



Estudos com Gleichenellia pectinata mostraram uma baixa porcentagem de
germinagdo de esporos inoculados em meio liquido. Esporos coletados em érea litordnea
do Estado de Santa Catarina atingiram 17,5% de germinagdo ap6s 21 dias de cultivo e os
coletados em 4rea serrana do Municipio de Santo Amaro da Imperatriz (SC), atingiram

somente 2% de germinacao (Duz, 1997).

Santos (2006) observou trés tipos de desenvolvimento gametofitico a partir da
germinacdo de esporos de G. pectinata: 1 - gametofitos formados por uma ou duas células
protonemais ricas em cloroplastos, porém sem a diferenciacao de rizoides; II - gametofitos
filamentosos com rizoides curtos; e III - gametofitos filamentosos com rizéide longo.
Somente gametdfitos com rizéide longo atingem a fase cordiforme, sendo que os demais

degeneram e morrem. A partir da fase cordiforme ¢ que se desenvolve o espordfito.

Diversos autores pesquisaram as exigéncias edaficas necessarias ao crescimento de
pteridofitas. Por exemplo, Carlson (1979) conduziu um estudo comparativo do habitat de
dez espécies do género Dryopteris (Dryopteridaceae), reunindo-as em quatro grupos:
espécies tipicas de solos de pH 4cido, espécies de solos de pH 4cido a neutro, espécies de
solos de pH neutro e espécies de solos de pH neutro a bésico, havendo um maior nimero

de espécies desse género que preferem solos com pH acidificado.

Estudos com pteridofitas herbaceas também pertencentes a familia
Dryopteridaceae, no Estado de Georgia (EUA) mostram que dentre as espécies estudadas,
Polystichum acrostichoides (Michx.) Schott ¢ de ocorréncia mais restrita a solos
fortemente acidos. Ja, Athyrium pycnocarpo (Spreng.) Tidestrom ¢ mais abundante em
solos com pH acima de 6,6 e mais ricos em nutrientes. Athyrium thelypterioides (Michx.)
Desv. e Cystopteris protusa (Weath.) Blasdell sao espécies generalistas, uma vez que suas

distribuigdes nao tém correlagdo significativa com o pH (Graves & Monk 1982).

Suzuki (2003) e Suzuki et al (2005) mostraram que em solo de mata (terra roxa
estruturada), cujo pH era muito baixo (4,4), ocorreu o desenvolvimento gametofitico de
Dicksonia sellowiana e houve a formagdo de espordfitos. Porém, nesse solo observaram
que o desenvolvimento foi muito mais lento quando comparado ao desenvolvimento na
mesma terra roxa com adi¢do de composto organico termofilico na propor¢do de 3:1.
Observou-se que essa espécie nao se desenvolveu em solo cujo pH era em torno de 6,0, ou
seja, provavelmente essa espécie seja intolerante a solos com pH mais elevados (Suzuki,

2003; Suzuki et al.2005).



Diversos estudos demonstram a eficacia do uso de hormoénios vegetais na
propagacdo vegetativa “in vitro” de pteridéfitas. Ferndndez ef al. (1996b) afirmam que
quando os gametofitos de Dryopteris affinis sp. affinis L. (Dryopteridaceae) foram
cultivados por um més em meio MS (Murashigi & Skoog) suplementado com BAP
(benzil-animopurina) e ANA (acido naftaleno acético), houve aumento da proliferacao dos
esporofitos a partir dos gametéfitos. O uso de ANA e BAP associados ao carvao ativado,
induziu a maxima produgdo de esporofitos de Platycerium bifurcatum (Cav.) C. Chr.
originados a partir de cultivo de suspensdes celulares (Teng, 1997). Culturas de
suspensdes celulares foram iniciadas a partir de calos derivados de gametofitos de
Platycerium coronarium (Koenig) Desv. (Polypodiaceae) (Kwa et al. 1997). A presenca de
ANA no meio promoveu o aumento na formacdo dos rizdides. A producdo de rizdides
também foi observada quando as células foram cultivadas em meio contendo adi¢do de

ANA e cinetina.

Os estudos sobre o potencial de propagagao vegetativa e por esporos dessa espécie,
poderdo contribuir para um sério problema decorrente da degradagdo ambiental por
ocasido do desmatamento de areas utilizadas para a constru¢do de estradas e rodovias.
Essas areas freqiientemente sofrem sérios desmoronamentos devido a erosdo causada pelas
chuvas, como conseqiiéncia da falta de um manejo para a protegdo desses solos.
Normalmente, sdo utilizadas espécies exoticas da familia Gramineae, que interferem
enormemente na conservagao da biodiversidade e contribuem fortemente para o acelerado
processo de contaminacdo bioldgica da Floresta Ombrofila Densa, do Bioma Mata

Atlantica.

Estudos temporais sobre a colonizacdo por Gleichenella pectinata, de solos
expostos, e sobre a propagacao de Gleichenella pectinata justificam-se principalmente do
ponto de vista cientifico, uma vez que existem poucas pesquisas € conhecimento prévio
sobre a espécie. Todo conhecimento construido a partir dos experimentos subsidiam agdes
de conservagdo e manejo, uma vez que Gleichenella pectinata em si ¢ um bioindicador da

qualidade do ambiente e do solo.



2 OBJETIVO GERAL

Testar métodos para a propagacdo vegetativa e a partir de esporos de Gleichenella

pectinata.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Estudar o pH mais adequado para germinagdo de esporos de Gleichenella

pectinata,

2.1.2 Estudar a potencialidade de producdo de mudas de Gleichenella pectinata a partir

de estacas foliares;

2.1.3 Estudar a potencialidade de producdo de mudas de Gleichenella pectinata a partir

de segmentos de rizomas.



3 MATERIAIS E METODOS.
3.1 AREA DE ESTUDO

O local de coleta de material encontra-se no entorno da UCAD (Unidade de
Conservagdo Ambiental Desterro) que possui uma area de 491 hectares, representados pelo
ecossistema de Floresta Ombrofila Densa, representando cerca de 1,1% da superficie da
Ilha de Santa Catarina. A area de estudo e coleta possui 0 mesmo histérico de ocupagdo
que a UCAD. Esta localizada nos distritos de Santo Antdnio de Lisboa, Ratones e Lagoa
da Conceigdo, pertencentes ao municipio de Florianopolis, SC, na divisa dos bairros Costa

da Lagoa, Ratones, Saco Grande e Cacupé.

Ilha de Santa Catarina

740000 760000
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Figura 3: Localizacdo da Unidade de Conservagdo Ambiental Desterro — UCAD.



Até meados da década de 70 a UCAD esteve sob dominio privado, € a cobertura
vegetal ndo se faz mais presente na sua forma original, pois toda a area ja sofreu
intervengdo antrdpica seja por corte raso ou seletivo. Neste sentido, ¢ uma vegetagao
secundaria caracterizada por um mosaico de estagios sucessionais da Floresta Ombrofila

Densa, ecossistema pertencente ao Dominio da Mata Atlantica (Ladwig, 1998).

Tanto na UCAD quanto em seu entorno, hd presenca de vdrios gleichenietos

(Gleichenietum pectinatae), denominacdo para os agrupamentos de Gleichenella pectinata,

que frequentemente tém dezenas de anos e a cuja altura média encontra-se em torno de 1,5

m (Queiroz, 1994).

“““Google“‘

Figura: Image aérea em 3D da localizagdo da UCAD em laranja e dos dois Gleichenietos (seta branca)

estudados nas areas adjacentes em vermelho. Fonte: Google, acesso em 28/09/2008 de imagem de 2006.
Em 1955, esta area florestal da Ilha de Santa Catarina foi loteada para exploragao

agropecuaria (Ladwig, 1998). Na area de estudo, hd locais onde predomina o estagio

pioneiro da sucessdo vegetal (estrato herbaceo), chamados ‘“sapés”, que eram usados



inicialmente para a pratica de agricultura de subsisténcia. Apos os solos estarem exauridos
como area de pastoreio, e por queimadas periddicas, além do fato de serem solos que
possuem o horizonte A diretamente sobre a rocha, ha grande dificuldades para o
desenvolvimento de uma vegetagdo em estagio mais avangado (Ladwig, 1998). Perdas da
matéria organica pelas queimadas e dos minerais do solo pelas culturas e lixiviagdao
causada pelas dguas da chuva empobrecem rapidamente os solos tropicais alicos ou
distréficos e excepcionalmente eutroficos, que levam anos para se rejuvenesceram

naturalmente (Klein, 1980; Veloso et al. 1991).

Segundo Queiroz (1994), ha trés principais fatores que se inter-relacionam e
determinam a caracterizacao de um ambiente florestal. Fatores pedoldgicos: a constituicao
organo-mineral, pH, complexo absorvente, estrutura, composi¢do granulométrica, o grau
de evolug¢do do solo, a organiza¢do dos horizontes, o regime hidrico e os efeitos das
atividades antropicas do passado e presente; fatores climaticos e geograficos: os regimes
pluviométricos, temperaturas e os ventos, os valores de evapotranspiracao, altitude,
distancia do mar, a localizacdo sobre a inclinacdo ou sobre a crista ¢ a declividade; e
consequentemente, as caracteristicas da vegetacdo, tais como a composi¢do floristica, o
estagio sucessional, o vigor dos individuos, a velocidade da dindmica, os graus de espécies
xerofitas e mesofitas, a disponibilidade dos vetores de dispersao de esporos, o ecotopo de

origem das espécies que compde 0s agrupamentos vegetacionais.

A érea de estudo devido a sua formacdo geoldgica, localizagdo e disposi¢ao
geomorfologica possui uma diversidade de classes de solos destacando-se: Cambissolos,
Ce-Cambissolo substrato depdsito de encosta, Cg-Cambissolo substrato granito, Cd-
Cambissolo substrato diabésio; Litolicos, Rg-Litolico substrato granito e Rd-Litdlico
substrato diabasio. O desenvolvimento dos tipos de associagdes secundarias na area de
estudo ndo se processou com maior rapidez pelas condigdes fisicas dos solos (cambissolo e
litdlico), em funcao disto hd uma grande variabilidades na constituicao destes grupamentos
secundarios (Ladwig, 1998). Contudo, os solos que propiciam a colonizacdo de

Gleichenella pectinata sao os litélicos (Queiroz, 1994).
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3.1.1 IMAGENS AEREAS DA AREA DE ESTUDO E LOCAL DE COLETA
DE MATERIAL DE GLEICHENELLA PECTINATA.

Com base em técnicas de geoprocessamento, utilizando-se do programa ArcGIS 9.0
- ESRI, com licenga da Estacdo Ecologica de Carijés, do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade - ICMBio, foi possivel verificar a area de coleta com os
agrupamentos de Gleichenella pectinata desde a década de 50 até o ano de 2007, através
da interpretagdo visual, conforme descrito em LOCH (2001), em meio digital, do historico
de levantamentos aerofotogramétricos e imagens de satélite disponiveis para a area de

estudo (Figuras 5 a 12).

Os levantamentos aerofotogramétricos foram digitalizados através de scanner de
mesa comum, com 600DPI de resolucdo e geo-referenciados com base na restituicao

aerofotogramétrica do IPUF de 2000, na escala 1:2.000, sdo eles:
a) IPUF de 1956, na escala nominal 1:25.000;
b) IPUF de 1978 na escala nominal 1:25.000;
c) CELESC de 1998 na escala nominal 1:15.000;
A imagem de satélite utilizada foi:
a) Quickbird de 2007, com resolugao espectral de 0,65m.

E importante destacar a diferenga de escala entre as imagens aéreas. Contudo, as
imagens cumprem o objetivo de demonstrar a possivel ocupagdo ao longo do tempo de
Gleichenella pectinata nestas areas, formando gleichenietos que podem se manter por

décadas, conforme Queiroz (1994) relata em seus estudos.

De acordo com Gillieson et al (2006), o uso do sensoriamento remoto permite
analisar dreas de desmatamento e de regeneracdo florestal, bem como analisar varios

parametros estruturais de florestas e alguns parametros de fisiologia vegetal.

As Figuras 5 a 8 apresentam as imagens aéreas da area de estudo onde foram

realizadas as coletas de frondes e rizomas de Gleichenella pectinata.
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Figura 6: A mesma area da foto de 1956, 22 anos depois, em 1978 demonstrando a possivel colonizagio
de Gleichenella pectinata (as setas em vermelho) sobre o solo anteriormente exposto.
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Figura 7: A mesma area de 1978, 20 anos depois, em 1998, demonstrando a regeneragio da floresta
secundaria e a possivel estabilizacdo dos agrupamentos de Gleichenella pectinata (setas em
vermelho).

Figura 8: A mesma area de 1998, 19 anos depois, em 2007, demonstrando a estailiagﬁo dos dois
agrupamentos de Gleichenella pectinata (setas em vermelho) utilizados como areas de coleta.

13



Com base em fotografia aérea de 1956 (Figura 5), observa-se uma grande area de
solo exposto, que foi colonizado, supostamente pelos dois agrupamentos de Gleichenella
pectinata nas décadas a seguir, nas adjacéncias de uma estrada. A imagem obtida em 1978
(Figura 6) demonstra que apods 22 anos, a area onde o solo encontrava-se exposto
apresentava-se possivelmente colonizada pelos Gleichenietos. De acordo com Queiroz
(1994), a ocupacao da espécie se da de forma lenta e gradual e impede a colonizagdo por
outras espécies. Esta fato pode ser verificado na imagem de 1998, 20 anos depois, onde as
duas areas de coleta permanecem com a vegetacdo rasteira enquanto a floresta secundéria
se regenera ao seu redor. Na imagem de 2007, 19 anos depois, apesar da diferenca de
escala e maior resolucdo desta, ¢ possivel identificar com maior precisdo a ocupagdo de

Gleichenella pectinata compondo assim os gleichenietos.

Apesar de ndo ser possivel afirmar com precisdo que a espécie em questdo
colonizou esta area desde a década de 50 e impediu a colonizagdo por outras espécies, ja
que as imagens aéreas € a interpretacao visual ndo o permitem, ¢ possivel inferir que ha
uma grande possibilidade que isto tenha ocorrido. Contudo, ndo € possivel provar tal fato

cientificamente pela falta de ferramentas adequadas.
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3.2 CULTIVO DE ESPOROS.

3.2.1 COLETA, SEPARACAO E CONSERVACAO DOS ESPOROS.

Foram realizadas quatro coletas de frondes férteis de Gleichenella pectinata (abril e
dezembro de 2005 e margo e julho de 2006). As coletas foram realizadas na Unidade de
Conservacao Ambiental Desterro — UCAD e seu entorno imediato. As frondes secaram
sobre papelde filtro a temperatura ambiente durante 72 horas como forma de facilitar o
desprendimento dos esporangios. Os esporangios foram removidos das frondes com
auxilio de um pincel. Os esporos foram filtrados em papel entretela (TNT®) também com
auxilio de um pincel e armazenados em frascos de vidro sob refrigeragdo e temperatura de

7 + 1°C (Rogge et al., 2000).

3.2.2 EFEITO DE DIFERENTES PHS NA GERMINACAO.

Esporos foram previamente esterilizados pela imersdo durante 15 minutos, em
solugdo de hipoclorito de sddio comercial (Q-Boa®, com 2% de cloro ativo), diluida a 10%
e posteriormente foram lavados em agua destilada autoclavada e filtrados a vacuo, sobre
papel de filtro. Este procedimento foi realizado em capela de fluxo luminar, onde o
material permaneceu até a secagem completa. Os esporos germinaram em meio mineral
liquido Na germinacdo em meio liquido, os esporos foram semeados em 8 frascos
Erlenmeyer, contendo 20 ml de meio mineral de Mohr (1956), modificado por Dyer (1979)
(Quadro 1), acrescido de Benlate® (25 mg.L™") para evitar o aparecimento de fungos. Os
meios e vidrarias foram previamente autoclavados durante 30 minutos a 1 atm.
Aproximadamente 10 mg (cerca de 200.000 esporos), foram semeados em cada frasco com
auxilio de uma espatula. Os erlenmeyers foram tampados com filme de polipropileno de

uso doméstico da marca Assafacil®, fixos por eldstico.
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QUADRO 1 - Composigao quimica do Meio de DYER

Sais Quantidade
Sulfato de Magnesio ......ccceeeecuiieriieeiiie e ereeesaees veeenns 510 mg.L™!
Nitrato de POTASSIO.....c..eiiuiiiiieiieeieeie e 120 mg.L™!
Nitrato de CALCIO....cuvieiieiiieiieeie ettt 1440 mg.L™!
Fosfato de Potdssio DibASiCo........cccueevuiieiieriieiiiciieeieeee e 250 mg.L™"!
Solucio de FeSO4.7H20 € NAEDTA ... ..coovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeseseees 1 mg.L"

Agua destilada até completar 1 (um) litro.

Preparacdo: misturam-se todos os ingredientes.

Solugado de FeSO,4.7H,O e NaEDTA:

NAEDTA ..o eeee e ese e seeseaees 332g L"
Hidroxido de SOAI0........coeiiiriiniiiiiiiicicceceeeee e 3,65 ¢g/L
Sulfato de FEITO .....oooviiiiiieiieie et et 25 g/L

Agua destilada até completar 1 (um) litro

Preparagdo: misturam-se todos os ingredientes

A germinagdo ocorreu em sala de cultivo com densidade de fluxo de fotons a altura
dos frascos de aproximadamente 30 pmol m™? s™'. A iluminagdo foi obtida pelo uso de
lampadas fluorescentes brancas e o fotoperiodo foi de 16 horas. Foi testado o efeito de
diferentes pHs do meio de cultura que foram ajustados para: 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,7
(controle), na germinacdo em sala de cultivo a 25 + 2 °C para esporos coletados em
dezembro de 2005. Os diferentes pHs foram ajustados utilizando-se solucdo 1M de NaCl
ou H,SO4 concentrado, com auxilio de pHmetro. Foram realizados dois testes de

germinagao.

A germinagao foi avaliada a cada sete dias até a estabilidade. Foram preparadas oito
laminas e contados 100 esporos por lamina, em microscopio binocular Carl Zeiss e

aumento de 100 vezes.

Em cada avaliacao, aliquotas de material inoculado foram retiradas dos frascos de
vidro, com pipeta Pasteur esterilizada, e foram distribuidas em seis ldminas de microscopio

recobertas com laminula; foram contados 100 esporos em cada lamina. Os esporos

16



considerados invidaveis mostraram-se transparentes, sem conteudos de reserva ou
parcialmente preenchidos com granulos de reserva. Os esporos considerados vidveis

apresentaram-se totalmente preenchidos com contetidos de reservas e seu aspecto ¢ opaco.

3.2.3 DESENVOLVIMENTO DE GAMETOFITOS E FORMACAO DE
ESPOROFITOS EM SUBSTRATO NATURAL DE BARRANCO.

A partir do 2° teste de germinagdo do item 3.2.2 foram obtidos os gametofitos que
foram inoculados em quatro bandejas de polipropileno representando respectivamente os
pHs 4,0, 5,0 e 6. Foram transplantados gamet6fitos contidos em trés frascos por pH
analisado. As bandejas receberam solo de barranco coletado na UCADE. O substrato foi
previamente esterilizado em autoclave por 60 minutos a uma temperatura de 120°C (para
evitar a contaminacdo do material com esporos de outras espécies que possam ocorrer no
banco de esporos do solo utilizado). As bandejas foram mantidas em sala de cultivo por
seis meses (de outubro de 2006 a abril de 2007), a 25 + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas,
umidade relativa de 74% e densidade de fluxo de fotons de 30pmol m?s™. A iluminagio
foi obtida pelo uso de lampadas fluorescentes brancas. Apos seis meses em sala de cultivo,
as bandejas plasticas com tampa foram transferidas para uma sala com temperatura
ambiente e com luz natural para um periodo de adaptacdo dos esporéfitos, com objetivo de
posteriormente transferi-los para vasos individuais e finalmente, produzir as mudas. As

bandejas permaneceram por dois meses nestas condigdes.
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3.4 CULTIVO DE ESTACAS FOLIARES.

3.4.1 EFEITO DE ACIDO INDOL-3-BUTIRICO (AIB) NA ESTIMULACAO
DE ENRAIZAMENTO DE ESTACAS FOLIARES DE GLEICHENELLA
PECTINATA.

Estacas foliares em forma de Y, de 5 cm (Figura 7), contendo uma gema
temporariamente dormente foram cultivadas em quatro repeticdes de seis estacas por
tratamento. O delineamento experimental foi completamente casualizado. Utilizou-se acido
indol-3-butirico (AIB), Merck, nas concentragdes: 250, 500, 1000, 1500 e 2000 mg Kg'l,
na forma de p6 em talco neutro. As estacas foram plantadas em vasos de mini-violetas,

contendo areia lavada e vermiculite (1:1).

O teste foi implantado em 06/10/2006. As estacas foram cultivadas na casa de
vegetacdo do Departamento de Botanica, com sistema de nebulizagdo, por um periodo de

oito semanas.
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Figura 9: A. Base da estaca foliar sendo envolvida pelo acido indol-3-butirico (AIB) em forma de talco neutro;
B. Estaca foliar sendo plantada em substrato de areia lavada e vermiculite; C. Experimento montado com 24
estacas por tratamento; D. Identificagdo de cada amostra por tratamento; E. Distribui¢do aleatéria de cada
amostra dos 5 diferentes tratamentos em casa de vegetacao.
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3.5 CULTIVO DE RIZOMAS.

3.5.1 EFEITO DE CINETINA E BAP (BENZIL-AMINO-PURINA) NA
ESTIMULACAO DE BROTACAO DE RIZOMAS DE GLEICHENELLA
PECTINATA.

Os rizomas foram coletados na UCAD no més de outubro de 2005. Para o
experimento foram utilizados 100 segmentos de rizomas, contendo gemas, de 15 a 20 cm
de comprimento. Os rizomas foram tratados com as citocininas sintéticas: cinetina (6-
benzil-adenina) e BAP (benzil-amino-purina). Foram imersos por 24 horas em diferentes
concentracdes de cinetina ou BAP (0, 25, 50 75 ¢ 100 mg L), sendo cinco segmentos por

bandeja pléastica com tampa e trés repeti¢des por tratamento.

Os rizomas foram cultivados em substrato contendo terra roxa estruturada e
composto organico termofilico (3:1) e foram mantidos em sala de cultivo a temperatura
ambiente e densidade de fluxo de fotons de aproximadamente 10pmol.m™.s™. As bandejas
foram regadas 1 vez por semana e os rizomas foram observados semanalmente, por um
periodo de 60 dias, sendo anotados os seguintes dados: rizomas que permanecem Vivos,

rizomas que morreram e rizomas que brotaram.

3.5.2 EFEITO DE ACIDO GIBERELICO (GA;) NA ESTIMULACAO DA
BROTACAO DE RIZOMAS.

Os rizomas foram coletados na UCAD no més de margo de 2006. Foram realizados
dois experimentos. No primeiro, rizomas foram imersos por 24 horas em diferentes
concentracdes de GA; (0, 25, 50 75 e 100 mg L), ¢ a seguir foram transferidos para
bandejas plasticas perfuradas contendo substrato composto por terra roxa estuturada e
composto organico termofilico (3:1). No segundo, rizomas foram plantados em substrato
composto por terra roxa estruturada e composto organico termofilico (3:1) em bandejas
pléasticas perfuradas e regados com aproximadamente 150 ml de GAj; em diferentes

concentragdes (0, 25, 50 75 e 100 mg L.

Em todos os tratamentos, foram plantados cinco segmentos de rizoma por bandeja
plastica e para cada tratamento foram utilizadas quatro bandejas para cada concentragdo de

hormonio.
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As bandejas foram colocadas na casa de vegetacdo com nebulizagdo e
semanalmente foram anotados os seguintes dados: rizomas que permanecem Vivos,

rizomas que morreram e rizomas que brotaram. Os testes tiveram a dura¢do de um mes.

3.5.3 PLANTIO DE RIZOMAS DE GLEICHENELLA PECTINATA EM
SOLO DE HORIZONTE C.

Os rizomas foram coletados na UCAD no més de fevereiro de 2007. Para o
experimento foram utilizados 40 segmentos de rizomas de 15 a 20 cm de comprimento
retirados da parte distal e contendo gemas. Os segmentos de rizomas foram plantados

aleatoriamente numa area degradada com solo exposto, em frente 8 UCAD (Figura 8).

Nesta época do ano, o clima apresentava temperaturas elevadas (25 a 30°C) e baixa
pluviosidade, sendo que os rizomas foram regados em dias alternados. O experimento foi
monitorado semanalmente, sendo anotados os seguintes dados: rizomas que permanecem

Vivos, rizomas que morreram € rizomas que brotaram.

Figura 10: A. Vista geral da area degradada na SC 401, em frente 8 UCAD, B. Vista transversal do
barranco; e C. Detalhe do barranco exposto.
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3.54 CULTIVO DE RIZOMAS DE GLEICHENELLA PECTINATA EM
BANDEJAS COM SOLO DE HORIZONTE C EM AMBIENTE NATURAL.

Os rizomas foram coletados na UCAD no més de fevereiro de 2007. Para o
experimento foram utilizados 40 segmentos de rizomas conforme descrito em 3.4.3. Os 40
segmentos de rizomas foram plantados em 10 bandejas de plastico perfuradas contendo

solo de barranco.

As bandejas foram alocadas proximas a sede da Unidade de Conservacdo Desterro
em ambiente que recebia sombra na parte da manhd e sol no periodo da tarde. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. O experimento foi monitorado
semanalmente por oito semanas, sendo anotados os seguintes dados: segmentos de rizomas
que permanecem Vvivos, segmentos de rizomas que morreram e segmentos de rizomas que

brotaram.

3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS:

Os resultados de germinacdo foram avaliados através de estatistica basica
descritiva, que identifica medidas como a média, desvio padrdo e intervalo de confianca
(Sokal & Rohlf 1969). Os resultados foram analisados pelo Teste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov (Dnq) € a seguir pelo Teste de Homogeneidade de variancias de
Bartlett (Santana & Ranal, 2004). Foi aplicado o teste de comparagdo de médias quando se
compararam mais de dois tratamentos (Tukey 5%), quando os dados apresentaram
distribuicdo normal e varidncias homogéneas. Os resultados foram analisados pelos

softwares Excel e Minitab (Microsoft) e Statgraphics (1993).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 GERMINACAO DE ESPOROS EM DIFERENTES PHS.

De acordo com Santos (2006), Gleichenella pectinata mostra trés padrdes de
desenvolvimento gametofitico: I - gametofitos formados por uma ou duas células
protonemais ricas em cloroplastos, porém sem a diferenciacao de rizéides; II - gametofitos
filamentosos com rizoides curtos e III - gametofitos filamentosos com rizoides longos.
(Figura 11). Esses mesmos padrdes foram utilizados nas avaliagdes de germinagdo de

Gleichenella pectinata sob diferentes pHs.

Os resultados sobre o efeito do pH na germinagdo de esporos de G. pectinata estio
apresentados nas figuras 12 a 14 e na tabela 1. A analise estatistica mostra que nao houve
diferenga entre as porcentagens de gametofitos totais e gametofitos com rizdides longos
produzidos nos meios ajustados para os pHs analisados, porém houve uma nitida tendéncia
bioldgica de reducdo nos percentuais de gametofitos com rizoides longos nos meios
ajustados com os maiores pHs (6,0 e 6,7). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os pHs 4,0, 4,5, 5,0 e 5,5 para o aparecimento de gametofitos
cordiformes; também nao houve diferenca entre os pHs 4,0, 4,5, 5,5 6,0 e 6,7 mas houve
diferencga estatisticamente significativa entre os pHs, 5,0, 6,0 e 6,7. Estes dados estdo de
acordo com os obtidos na literatura, para diversas espécies de pteridofitas
leptosporangiadas, que tém mostrado que a melhor germina¢do ocorre em pHs
ligeiramente 4cidos ou neutros (Miller 1968). Porém ha variagdes nas respostas a
condicdes fortemente acidas. Em algumas espécies nao ha germinagao (Hevly 1963) ou ha
uma baixa porcentagem de germinagdo (Mohr 1956). Em outras espécies, moderados
niveis de germinagdo ocorrem, mas o desenvolvimento gametofitico ¢ limitado (Courbet
1955, Otto et al. 1984). Esporos de espécies terrestres de Ophioglossaceae respondem ao
pH do meio nutritivo similarmente aquelas pteridéfitas leptosporangiadas, que germinam

melhor em um pH ligeiramente dcido (Whittier 1981).
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Figura 11: A - Fotomicrografia de gametofito de Gleichenella pectinata (Willd.) Ching com uma ou duas
células protalais com cloroplastos sem rizoide aos 14 dias de cultivo em MO; B - Fotomicrografia de
gametofito filamentoso de Gleichenella pectinata (Willd.) Ching com inicio de desenvolvimento do
rizoide aos 34 dias de cultivo. C — Gametéfito filamentoso com varios rizoides; D — Gametdfito
espatulado com inicio de expansdes laterais; E - Aspecto geral do gametofito cordiforme de Gleichenella
pectinata (Willd.) Ching com 48 dias de cultivo. (Barra = 50pum). Fonte: Santos, 2006.
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Os esporos de Ophioglossum palmatum L. germinam melhor em condigdes
fortemente 4acidas, sendo que a germinagdo ¢ reduzida ou eliminada em condigdes
ligeiramente 4cidas ou neutras (Whittier & Moyroud 1993). Nondorf et al. (2003)
estudando o efeito do pH na germinagdo de esporos de C. feei Moore observaram maiores
porcentagens de germinacao em pHs acidos (pH 4,5 e 5,5), porém houve germinagdo
também entre os pHs 6,0 e 8,5.

Diversos autores pesquisaram as exigéncias edaficas necessarias ao crescimento de
pteridofitas. Por exemplo, Carlson (1979) conduziu um estudo comparativo do habitat de
dez espécies do género Dryopteris, reunindo-as em quatro grupos: espécies tipicas de solos
de pH 4acido, espécies de solos de pH 4acido a neutro, espécies de solos de pH neutro e
espécies de solos de pH neutro a basico, havendo um maior nlimero de espécies desse

género que preferem solos com pH acidificado.

Estudos com pteridofitas herbaceas no Estado de Georgia (EUA) mostram que
dentre as espécies estudadas, Polystichum acrostichoides (Michx.) Schott ¢ de ocorréncia
mais restrita a solos fortemente acidos. Ja, Anthyrium pycnocarpo (Spreng.) Tidestrom ¢
mais abundante em solos com pH acima de 6,6 ¢ mais ricos em nutrientes. Anthyrium
thelypterioides (Michx.) Desv. e Cystopteris protusa (Weath.) Blasdell sdo espécies
generalistas, uma vez que suas distribui¢des nao tém correlagdo significativa com o pH
(Graves & Monk 1982). Suzuki (2003) mostrou que em solo de mata (terra roxa
estruturada), cujo pH era muito baixo (4,4), ocorreu o desenvolvimento gametofitico de
Dicksonia sellowiana e houve a formagdo de espordfitos. Porém, nesse solo, a autora
observou que o desenvolvimento foi muito mais lento quando comparado ao
desenvolvimento na mesma terra roxa com adicdo de nutricdo mineral na forma de
composto organico termofilico na propor¢do de 3:1. Observou-se que essa espécie nao se
desenvolveu em solo cujo pH era em torno 6,0, ou seja, provavelmente essa espécie seja

intolerante a solos com pH mais elevado (Suzuki, 2003).

Os resultados sobre o meio mais adequado para a germinacdo e desenvolvimento
gametofitico sdo extremamente importantes como forma de maximizar a porcentagem de
germinagdo dos esporos de Gleichenella pectinata. A germinacdo desta espécie ¢
extremamente complexa, pois quando se realiza uma coleta de frondes férteis, numa
mesma fronde € possivel encontrar esporos em varios estagios de maturagdo. Da mesma
forma, quando semeados em meio de cultura, a velocidade de desenvolvimento dos

gametofitos ¢ muito variavel.
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Figura 12: Porcentagem de gametofitos totais apds 28 dias de cultivo de esporos de Gleichenella pectinata
em diferentes pHs, ao nivel de 5% de probalidade de acordo com teste de Tukey. As letras iguais
demonstram que ndo houve diferenga estatitisticamente significativa entre os tratamentos de pH no

desenvolvimento de gametofitos totais.
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Figura 13: Porcentagem de gametofitos com rizoides longos apos 28 dias de cultivo de esporos de
Gleichenella pectinata em diferentes pHs, ao nivel de 5% de probalidade de acordo com teste de Tukey. As
letras iguais demonstram que ndo houve diferencga estatitisticamente significativa entre os tratamentos de pH

no desenvolvimento de gametofitos com rizéides longos.
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Figura 14: Porcentagem de gametofitos cordiformes apos 28 dias de cultivo de esporos de Gleichenella
pectinata em diferentes pHs, ao nivel de 5% de probalidade de acordo com teste de Tukey. As letras iguais
demonstram que ndao houve diferenga estatitisticamente significativa entre os tratamentos de pH no

desenvolvimento de gametofitos cordiformes.

Tabela 1. Efeito de pH no desenvolvimento de gametodfitos totais, gametdfitos com rizdides
longos e gametofitos cordiformes a partir da germinacdo de esporos de Gleichenella
pectinata (Willd.) Ching coletados em dezembro de 2005 e armazenados a 7 + 1°C durante
4 meses. Dmax- estatistica do teste de Kolmogorov-Smirnov para normalidade dos dados;
¥2 - estatistica do teste de Bartlett’s para homogeneidade de variancias. Letras diferentes
diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade de acordo com o teste de Tukey.

pH Gametofitos com  Gametofitos  Gametofitos totais

rizoides longos  cordiformes

Porcentagem média + desvio padrdo

4,0 103+52a 0,8+0ab 333+49a

4,5 8,8+£6,0a 0,8+£0,9 ab 29,5+ 13,4a

5,0 9,0+£85a 1,6£0,9a 28,50+ 3,5a

5,5 9,1+3,1a 0,8 +0,0 ab 33,50 + 3,5a

6,0 6,3+3,5a 0,5+0,7b 26,50+ 6,3a

Controle (6,7) 45+48a 0,3+£0,70 28,5+ 10,6a
X 9,48 7,727 5,579
Diax 0,095 0,044 0,090
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Até o momento, os estudos sobre a germinacdo de esporos de Gleichenella
pectinata registraram a maior porcentagem em torno de 18% (Santos, 2006). A mesma
autora coletou esporos nos meses de Margo, Abril, Maio, ¢ Novembro (2004) na Unidade
de Conservagdo Ambiental Desterro (UCAD) e observou que maior porcentagem de
gametofitos com rizédides longos foi verificada a partir do cultivo de esporos coletados em
novembro daquele ano. Por outro lado, a maior porcentagem de gametodfitos totais foi
observada em esporos coletados em marco de 2004 e as menores em esporos coletados em
maio e em novembro. Esta porcentagem ¢ relativamente baixa quando comparada a
germinagdo de outras espécies. Por exemplo, esporos recém-coletados de Rumohra
adiantiformis (Forst.) Ching., uma Dryopteridaceae, atingem aproximadamente 100% de

germinagdo (Brum & Randi, 20006).

E possivel que em G. pectinata haja alguma relagio com a atividade alelopatica que
a espécie exerce sobre outras plantas, mas que também pode estar agindo sobre si mesma
(auto- alelopatia ou alelopatia autogénica). Peres (1997) e Peres et al. (1998) detectaram
atividade alelopatica em diferentes extratos e fragdes semi-purificadas de G. pectinata. As
trés fragdes dos extratos aquosos de G. pectinata provocaram um retardo no tempo de
germinagdo ¢ aumentaram a taxa final de germinagdo de sementes de Clidemia hirta (L.)
D. Don (Melastomataceae). As fragdes n-butandlicas de G. pectinata nas trés estagdes do
ano estudadas (primavera, outono e inverno) anteciparam e aumentaram a taxa final de
germinacdo de C. hirta, enquanto retardaram e inibiram a germinagdo de Lactuca sativa L.
(Asteraceae). Essas fracdes também causaram redugdes no comprimento do hipocétilo e da
radicula de L. sativa de até 91%. A analise histologica das células do hipocétilo de alface
submetidas a fracdo n-butanodlica de frondes jovens de inverno e primavera mostrou uma
reducgdo significativa no comprimento médio das células do hipocoétilo sugerindo também a
inibi¢do das divisdes celulares, porém sem a estratégia de compensagao via alongamento
celular. Os autores demonstraram que dependendo da época de coleta das frondes, da idade
das frondes e da semente testada (C.hirta ou L. sativa), o extrato de G. pectinata pode
apresentar um efeito estimulante ou inibidor. Peres (1997) constatou a presenca dos
flavondides canferol e quercetina e do acido siquimico em frondes de G. pectinata. Os
resultados mostraram efeito sinergistico desses compostos, porém nao houve efeito quando

os compostos isolados foram aplicados aos testes bioldgicos.

Soares et al. (2000) observaram que estratos aquosos de frondes verdes de

diferentes espécies da familia Gleicheniaceae: Dicranopteris flexuosa (Schrader) Underw,
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G. pectinata, Stricherus bifidus (Will) Ching, S. nigropaleaceus (Stum.) J. Prado &
Lellinger e S. (Schrader) Underw, reduziram significativamente a germinacdo de sementes
de alface (Lactuca sativa L. cv. “Grand Rapids™) e o crescimento radicular. Essa toxidez
pode ser um dos fatores responsaveis pela elevada capacidade apresentada por essas

espécies em colonizar ambientes degradados e com alta atividade antrépica.

E possivel que a mesma alelopatia que a espécie em questdo apresenta sobre outras
espécies possa também atingir a propria espécie, caracterizando um comportamento de
autoalelopatia ou autotoxicidade. Segundo Santos (2006), tais compostos evidenciados
para frondes jovens e verdes de G. pectinata poderiam estar sendo produzidos por alguns
dos gametofitos jovens produzidos no sistema “in vitro” e afetar a germinagao de esporos
da propria espécie, uma vez que aparentemente, nem todos os esporos vidveis sdo capazes
de germinar. Poderiam também inibir o desenvolvimento de rizdides e a divisdo celular dos
gametofitos impedindo sua progressdo para a fase espatulada e cordiforme, como foi

observado no trabalho de Santos.

A autoalelopatia ou autotoxicidade foi observada em plantulas de Grevillea robusta
Cunn. (Proteaceae) submetidas ao extrato aquoso de raizes maduras da mesma espécie,
conforme observado por Webb et al. (1967), citados por Devaraj et al. (1999).

A autotoxicidade e a heterotoxicidade sdo tipos de alelopatia. A autotoxidade, ou a
autoalelopatia, ocorre quando a planta produz substancias toxicas que inibem a germinagao
das sementes e o crescimento de plantas da mesma espécie. O cafeeiro ¢ uma tipica planta
de autotoxicidade, com grande arsenal quimico, tendo os alcaldides como principais
substancias inibidoras do crescimento, podendo acumular-se no solo junto aos cafeeiros,

promovendo fitotoxicidade as radiculas jovens (Waller et al., 1986).

Em G. pectinata, tal observacao poderia ser decorrente da densidade dos esporos
nos testes de germinagao “in vitro”. Segundo Santos (2006), estudos sobre possiveis efeitos
alelopaticos da espécie sobre seus proprios esporos, ou de sua autoalelopatia seriam

interessantes para a compreensao das estratégias reprodutivas da espécie em seu “habitat”.
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4.2 DESENVOLVIMENTO DE GAMETOFITOS E FORMACAO DE
ESPOROFITOS EM SOLO DO HORIZONTE C.

O solo das areas de ocorréncia dos ‘gleichenietos’, e local de coleta da planta foi
coletado e analisado pela CIDASC através do Laboratorio Fisico Quimico e Biolégico em

outubro de 2006. Os resultados estdo descritos na Tabela 2.

O solo do horizonte C onde sdao encontrados os Gleichenietos apresentou baixa
porcentagem de matéria organica e pH muito baixo (4,9), corroborando com a literatura
sobre o solo de éareas degradadas e reiterando o fato de a maior porcentagem de
gametofitos cordiformes de Gleichenella pectinata ter ocorrido no meio com pH ajustado

para 5,0.

O desenvolvimento de gametofitos a partir de esporos cultivados em diferentes pHs
foi muito baixo. Nao foi possivel a obtencdo de uma amostragem suficiente para a
determinagdo de curvas de formagdo de esporofitos, uma vez que para tal andlise seriam
necessarias trés a quatro repeticoes de no minimo 25 gametdfitos cada. Os gametofitos
desenvolvidos nos meios cujos pHs foram ajustados para 4,0, 5,0 e 6,0 foram inoculadas
em apenas uma bandeja por tratamento. Dessa forma, a andlise foi apenas visual,
observando-se uma tendéncia de maior cobertura do solo com gametéfitos provenientes do
meio cujo pH foi ajustado para 5,0. Portanto, ¢ possivel a obtencdo de esporofitos de
Gleichenella pectinata a partir de cultivo de esporos, porém ¢ extremamente baixa. Para a
obtencdo de maior numero de esporofitos, seria preciso uma grande amostragem de
esporos, visto que a germinacao ¢ a formagao de gametofitos cordiformes € extremamente

baixa.

A aclimatacdo desses esporofitos mostrou-se dificil, sendo necessario um esforgo
no periodo de adaptagdo entre a sala de cultivo com irradiagdo, temperatura e umidade
controladas e o ambiente de transi¢do para o meio natural para que os esporofitos tornem-
se mais resistentes e possam finalmente produzir mudas viaveis. Os espordfitos obtidos

nao resistiram a mudanca de ambiente € morreram.
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Tabela 2: Resultado da analise do solo do horizonte C, local de ocorréncia dos
‘gleichenietos’ na UCAD. Fonte: CIDASC — Laboratorio de Analise Fisico Quimica e
Biologica, em 04 de outubro de 2006.

DETERMINACAO RESULTADO REFERENCIA
Textura 69 % argila Classe 1
pH 4,90 Muito baixo
Fosforo 1,70 ppm Muito baixo
Matéria organica 1,60 % (m/v) Baixo
Calcio 1,20 cmolc/1 Baixo
Magnésio 0,40 cmolc/1 Baixo
pH CaCl, 4,00 Muito baixo
Soma Bases-S 1,78 cmolc/1 Baixa
CTC 23,54 cmolc/l Alta
Saturagdo Bases-V 7,56 % Muito baixa
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4.3 CULTIVO DE ESTACAS FOLIARES E RIZOMAS.

A tabela 3 mostra o resultado do teste de efeito de AIB na indugdo de enraizamento
de estacas foliares de G. pectinata. Nao houve formacdo de raizes adventicias e nem
desenvolvimento de gemas na maioria das estacas. Em poucas, houve um aumento de
volume das gemas e pequeno desenrolamento foliar que foi mantido por curto periodo de
tempo, apds o qual as estacas necrosaram. As estacas se mantiveram vivas por cinco

s€émanas.

Tabela 3 - Efeito de AIB no enraizamento de estacas foliares de Gleichenella pectinata
(Willd.) Ching, na casa de vegetagao do Departamento de Botanica - UFSC. As estacas
foram plantadas em mistura de areia lavada e vermiculite (1:1). Periodo de teste:

06/10/2006 a 10/11/2006.

AIB (mg.Kg™")
Semanas de 0 250 500 1000 1500 2000
cultivo
Estacas vivas (%)
I 100 100 100 100 100 100
II 83,3 79,2 75 83,3 91,7 87,5
I 50 54,2 45,8 58,3 66,7 62,5
v 20,8 25 16,7 33,3 29,2 29,2
A% 12,5 12,5 8,3 16,7 12,5 8,3
VI 0 0 0 0 0 0

Santos (2006) realizou experimento semelhante. Porém, no presente trabalho as
estacas foram enterradas até o inicio da bifurcacdo, de forma a deixar as suas gemas bem
préximas ao substrato. Contudo, mesmo adotando tal método, as estacas foliares nao
enraizaram nem brotaram e os resultados obtidos foram muito préximos aos alcancados

por Santos em seu trabalho.

Os testes de reproducdo vegetativa a partir de rizomas de Gleichenella pectinata
utilizando-se citocininas sintéticas (cinetina e BAP) e acido giberélico (GA3) em diferentes
concentragdes, mostraram que os rizomas nao responderam a esses tratamentos para

inducao de brotacao.
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Os rizomas de Gleichenella pectinata plantados em barranco degradado morreram
apds uma semana de plantio, possivelmente devido as temperaturas acima da média e baixa
pluviosidade durante o més de fevereiro de 2007, mesmo sendo regados em dias
alternados. Nao houve brotamento nem enraizamento dos rizomas cultivados em solo de
barranco. Rizomas permaneceram vivos até a 7* semana de cultivo, porém houve um
decréscimo gradual de rizomas vivos, ao longo do periodo de teste (Tabela 4). Portanto,
ainda nao foi possivel estabelecer uma metodologia que viabilize a propagagdo da planta
por meio desta estrutura morfoldgica. Contudo, também neste caso, apesar deste ambiente
ser um pouco mais protegido da incidéncia direta da luz solar, uma vez que as bandejas
ficavam sombreadas no periodo da manha e expostas ao sol no periodo da tarde, o teste foi

realizado também no més de fevereiro que se caracterizou extremamente quente € seco.

Tabela 4 - Cultivo de rizomas de Gleichenella pectinata (Willd.) Ching, em bandejas

plasticas perfuradas contendo solo de barranco. Os rizomas foram mantidos na UCAD.

Semanas de cultivo Rizomas vivos (%)

I 67,5
II 50

I11 37,5

v 30

A% 25

VI 17,5

VII 5

VIII 0

Importa ressaltar que, apesar do individuo adulto de Gleichenella pectinata preferir

locais ensolarados, naturalmente os rizomas encontram-se sombreados e Umidos e
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provavelmente, devido a estas condicdes ambientais, eles nao resistiram as fortes

temperaturas e a exposicao direta ao sol.

No presente trabalho, ndo foi possivel testar o cultivo de segmentos de rizomas em
outras esta¢des do ano. E possivel que as condi¢des climaticas e as condigdes fisiologicas
da planta possam interferir no processo de brotacdo de rizomas. Neste sentido, ¢ possivel
que se estes testes fossem repetidos em outras épocas, para se obter informagdes
adicionais sobre requisitos dessa espécie para a reproducdo vegetatitva a partir de rizomas,
talvez resultados diferentes fossem obtidos. Fatores como temperaturas, irradiancia,

pluviosidade podem ser determinantes para a brotagdo e enraizamaneto desses rizomas.

Santos (2006), também realizou experimentos de reprodugdo vegetativa com
segmentos de rizomas de Gleichenella pectinata em casa de vegetacdo com nebulizagao,
sem aplicacdo de hormonios vegetais. Mesmo assim, houve cerca de 16% de brotamento
de rizomas no substrato de terra roxa estruturada com rega de solugdo de Hoagland &
Arnon e cerca de 8% de brotamento no substrato de areia e vermiculite (1:1) e rega de

solucdo de Hoagland & Arnon.

Os rizomas desempenham importante papel na reproducdo de algumas samambaias
consideradas como plantas invasoras. De acordo com Hartig & Beck (2003) Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn. e Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon) (Pteridaceae) sao
plantas invasoras muito poderosas no mundo, especialmente em areas cultivaveis. Seu
vigor e resisténcia a qualquer tipo de controle bioldgico resultam de seu sistema extensivo
de rizomas. O crescimento dos rizomas é promovido fortemente pelo fogo. E comum, nas
regides tropicais € nos Andes do Equador, o uso do fogo para a obtencao de terra aravel,
que, no entanto, induz o crescimento de espécies de pteridofitas que se reproduzem por
rizomas e que sdo altamente resistentes ao fogo, como ¢ o caso de P. arachnoideum.

Ha poucos dados na literatura académica sobre o cultivo de rizomas de samambaias
para a reproducdo vegetativa. As informacdes sdo escassas € se restringem principalmente
as técnicas utilizadas popularmente para a reproducdo de samambaias ornamentais. Os

sites www.jardimdeflores.com.br e www.globorural.com.br apresentam técnicas

domésticas que podem ser empregadas para a reproducdo dos géneros: Asplenium
(asplénio ninho-de-passarinho), Adiantum (avenca), Davallia (renda-portuguesa),
Nephrolepsis (paulistinha), Polypodium (samambaia-de-metro, do Amazonas, etc.), Pteris

(samambaia-prata), Equisetum (cavalinha), Lygodium (samambaia-trepadeira), Cyathea
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(samambaiagus) e Dicksonia (Dicksonia sellowiana). As técnicas indicam que os
segmentos de rizomas devem ter aproximadamente 10 cm de comprimento e pelo menos
duas gemas.

De acordo com Romanchak et al.(2005) a propagacao vegetativa de Dicranopteris
linearis (Burm. f. ) Underw (Gleicheniaceae), por meio de enraizamento via alporquia e
uso de auxinas sintéticas (AIB e ANA), bem como por segmentos de rizomas ndo foi
viavel para a produ¢do em grande escala de propagulos a serem utilizados para restauracao
de areas degradadas nas Ilhas Havaianas. Por outro lado, foi possivel a propagacdo a partir
de esporos, mas o tempo necessario ao crescimento dos espordfitos mostrou-se limitante
para uso da espécie para fins de restauracao em areas degradadas. Esses autores comentam
que as proximas estratégias serdo o maximizagdo de crescimento de gametofitos e
esporofitos utilizando-se de diferentes meios de crescimento, bem como conhecer a
ontogenia de arquegdnios e anterideos e desenvolver técnicas de cultivo “in vivo” dos

esporofitos produzidos assepticamente em laboratério.

Dados da literatura mostram que pteridofitas respondem aos hormonios vegetais em
técnicas de cultivo in vitro. Camloha et al. (1994) observaram a regeneracao de plantulas
in vitro a partir de explantes de frondes de Platycerium bifurcatum (Cav.) C. Chr.
(Polypodiaceae), em meio MS suplementado com citocinina sintética BAP (benzil-amino
purina) e observaram que a maior porcentagem de enraizmanto ocorreu na presenga de
AIB (4cido indol-butirico) sendo que as plantulas foram transferidas para o solo com
sucesso. Fernandez et al. (1996a) cultivaram rizomas de esporéfitos jovens de Blechnum
spicant L.(Blechnaceae) e Pteris ensiformis L.(Pteridaceae) em meio MS com adigdo de
BAP e ANA e obtiveram regeneracdo de um grande ntimero de esporodfitos. Kwa et al.
(1995) publicaram estudos sobre apogamia (esporéfitos produzidos na auséncia de
fecundagdo) induzida por AIA em gametofitos de Platycerium coronarium (Koenig) Desv.
(Polypodiaceae), cultivados in vitro. O uso de ANA e BAP associados ao carvao ativado,
induziu a maxima produgdo de esporofitos de Platycerium bifurcatum (Cav.) C. Chr.
originados a partir de cultivo de suspensdes celulares (Teng, 1997). Fernandez et al.
(1996b) afirmam que quando os gametéfitos de Dryopteris affinis sp. affinis L.
(Dryopteridaceae) foram cultivados por um més em meio MS suplementado com BAP
(benzil-animopurina) e ANA (4cido naftaleno acético), houve aumento da proliferacido dos

esporofitos a partir dos gametofitos.
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O comportamento dominante de Gleichnella pectinata sobre ambientes degradados
e seu papel na contencdo de processos erosivos indicam seu potencial para seu uso na

recuperagdo de taludes em solos degradados.

Dados sobre a ecologia da espécie, com énfase nos seus processos reprodutivos,
podem ser de grande utilidade para programas de recuperacdo de areas de Floresta
Ombrofila Densa, especialmente em areas de encostas com solos degradados, bem como
para a contengdo perene de processos erosivos em encostas e taludes, conforme indicaram
Queiroz, 1994; Reis et al. (1999) e Cusatis, 2001.

A partir desses dados, sugere-se que uma alternativa para a obtencao de mudas de G.
pectinata seria a aplicagdo de técnicas de cultivo “in vitro” para a obtencao de calos e
formacdo de esporodfitos apogamicamente, a partir do cultivo de gametofitos e segmentos

de rizomas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O comportamento dominante de Gleichenella pectinata em ambientes degradados e
seu papel na conten¢do de processos erosivos, indicam seu potencial para a recuperagao de

taludes.

A propagacao de G. pectinata a partir da germinagdo de esporos € possivel, porém a
porcentagem de germinacdo e producdo de gametofitos cordiformes e vidveis ¢ muito
baixa, sendo necessdria a coleta de grande quantidade de material para a obtengdo de
gametofitos e esporofitos, além de necessitar de um periodo longo de experimentagdo para

obtengao dos mesmos.

Os gametofitos que atingem a fase cordiforme sdo os que potencialmente podem

produzir esporofitos. Sua formacao foi mais favorecida entre os pHs 4,0 a 5,5.

O solo do horizonte C onde sdo encontrados os gleichenietos apresentou baixa
porcentagem de matéria organica ¢ pH muito baixo (4,9), corroborando com a literatura
sobre o solo de areas degradadas e reiterando o fato de a maior porcentagem de
gametofitos cordiformes de G. pectinata ter ocorrido nos meios cujos pHs foram ajustados

para 4,0,4,5,5,0 e 5,5.

O uso de reguladores de crescimento em métodos de propagacdo vegetativa foi
ineficiente para a producdo de mudas de G. pectinata tanto a partir de estacas quanto a
partir de segmentos de rizomas. A propagacdo vegetativa por meio de segmentos de
rizomas e estacas foliares de G. pectinata nao ¢ viavel para a producao de mudas em larga

escala, e, portanto, para utilizagdo em projetos de contengdo de encostas degradadas.

E possivel que G. pectinata apresente um comportamento de autoalelopatia ou
autotoxicidade a partir de compostos alelopaticos possivelmente produzidos pelos proprios
gametofitos jovens cultivados “in vitro”. Estes compostos poderiam afetar a germinagdo de
esporos da propria espécie, uma vez que aparentemente, nem todos os esporos viaveis sao
capazes de germinar. Poderiam também inibir o desenvolvimento de rizéides e a divisao
celular dos gametofitos impedindo sua progressdo para a fase espatulada e cordiforme.
Além disso, o fato do comportamento da espécie no ambiente natural ser caracterizado
principalmente pela colonizagdo através de reprodugdo vegetativa pode explicar uma
possivel autoalelopatia no caso da germinacao de esporos, ja& que os gleichenietos sdo
compostos por poucos individuos que se espalham e crescem vegetativamente, formando

0s agrupamentos.
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Neste sentido, sugere-se que sejam realizados estudos que possam averiguar tal
possibilidade, uma vez que as evidéncias do atual estudo mostram a grande possibilidade

de autoalelopatia em G. pectinata.

Este estudo considera que ao contrario do que demonstra a literatura sobre a
rusticidade desta espécie, ela se mostra extremamente exigente, o que abre espaco para a

realizacdo de estudos mais aprofundados, com mais tecnologia e de médio e longo prazo.
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