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ABSTRACT

Lomariocycas schomburgkii (Klotzsch) Gasper & A.R. Sm. is a fern native to Brazil,
occurring in the phytogeographical domains of the Amazon, the Cerrado and the Atlantic
Forest. In the state of Rio Grande do Sul (RS), its occurrence is concentrated in the
Campos de Cima da Serra. The aim of this study was to assess the influence of abiotic
factors on spore germination and gametophyte development of L. schomburgkii in vitro.
The spores were collected in the municipality of Sdo Francisco de Paula (RS) and
cultivated in liquid Meyer medium. Three experiments were performed: (a) pH values of 4,
5, 6 and 7; (b) temperatures of 10, 15, 20, 25 and 30°C; and (c) photoperiods of 6, 12, 18
and 24 hours of light and in the dark. Percentages of germination and of laminar and
cordiform gametophytes were submitted to analysis of variance (ANOVA) and differences
between averages were verified by the Duncan test, at 5% probability. The spores
germinated in all pH conditions tested. Gametophyte development occurred more rapidly
in acid pHs (4 to 6). The highest percentages of germination and of laminar gametophytes
were observed in the cultures maintained at 25°C. The spores are positively photoblastic.
Higher germination and more laminar gametophytes were observed at 12 hours of light.
The results contribute to the knowledge of the initial stages of the life cycle of L.
schomburgkii and provide data for ex situ cultivation, aiming to understand the
physiological requirements of the gametophytes and to produce plants for conservation
purposes.
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RESUMO

Lomariocycas schomburgkii (Klotzsch) Gasper & A.R. Sm. € uma samambaia nativa do
Brasil, encontrada nos dominios fitogeograficos da Amazobnia, do Cerrado e da Floresta
Atlantica. No estado do Rio Grande do Sul (RS), sua ocorréncia se concentra nos
Campos de Cima da Serra. O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de determinados
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fatores abioticos sobre a germinagdo de esporos e o desenvolvimento de gametofitos de
L. schomburgkii in vitro. Os esporos foram coletados no municipio de Sao Francisco de
Paula (RS) e cultivados em meio Meyer liquido. Trés experimentos foram realizados: (a)
valores de pH 4, 5, 6 e 7; (b) temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30°C; e (c) fotoperiodos de
6, 12, 18 e 24 horas luz e no escuro. As porcentagens de germinagdo e de gametofitos
laminares e cordiformes foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as
diferencas entre médias foram verificadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
Os esporos germinaram em todas as condicbes de pH testadas. O desenvolvimento
gametofitico ocorreu de forma mais acelerada nos pHs acidos (4 a 6). Nas culturas
mantidas a 25°C, foram verificadas as maiores porcentagens de germinacdao e de
gametdfitos laminares. Os esporos séo fotoblasticos positivos. Maior germinagao e mais
gametdfitos laminares foram observados na presenga de 12 horas luz. Os resultados
contribuem para o conhecimento das etapas iniciais do ciclo de vida de L. schomburgkii e
fornecem dados para o cultivo ex situ, visando a compreensao das exigéncias fisioldgicas
dos gametofitos e a produgéo de plantas para fins de conservagéo.

Palavras-chave: Cultivo ex situ. Germinagao de esporos. Samambaias.

INTRODUGAO

Blechnaceae é uma familia de samambaias de habito comumente herbaceo
terrestre, embora algumas sejam reofiticas, escandentes, arborescentes, epifiticas ou
aquaticas (Rothfels et al., 2012). Os rizomas sao prostrados, ascendentes a eretos, 0s
peciolos apresentam numerosos feixes vasculares formando um anel, as folhas sao
monomorficas a dimérficas (Smith et al., 2006), e os esporos sao monoletes, reniformes,
normalmente ornamentados, sem ou raramente com clorofila (Dittrich et al., 2017). Esta
familia subcosmopolita & constituida por cerca de 267 espécies, distribuidas em dois
centros de diversidade principais, os Neotropicos e a Oceania/Australia (para revisao, ver
Gasper et al., 2016). Com base na filogenia molecular, Blechnaceae é dividida em trés
sub-familias: Woodwardioideae, Stenochlaenoideae e Blechnoideae (Gasper et al., 2017).

Lomariocycas (J.Sm.) Gasper & A.R. Sm. (Blechnoideae), anteriormente tratado
como uma secgédo de Blechnum L. (Morton, 1959), se caracteriza por plantas terrestres
com caudices eretos, folhas dimorficas, peciolos robustos, longos, amarelados a
castanho-escuros, com escamas semelhantes as dos rizomas na base, distalmente
glabrosos ou escamosos, € soros lineares (para detalhes, ver Gasper et al., 2016). Sao
reconhecidas 19 espécies de Lomariocycas nos Neotrdpicos, na Africa e em Madagascar,
dentre as quais se encontra Lomariocycas schomburgkii (Klotzsch) Gasper & A.R. Sm.
(Gasper et al., 2016). Nativa do Brasil, esta espécie é encontrada nos dominios
fitogeograficos da Amazénia, do Cerrado e da Floresta Atlantica (Dittrich & Gasper, 2017).
No Rio Grande do Sul, os registros de sua ocorréncia se concentram para os Campos de
Cima da Serra (Specieslink, 2017).

A germinacao de esporos e o estabelecimento de gametdfitos séo influenciados por
varios fatores ambientais, como composi¢cdo, aeragao, drenagem e pH (potencial de
hidrogénio) do substrato, grau de sombreamento, regularidade do suprimento de agua,
umidade do ar, temperatura, assim como tipo e duragdo da incidéncia luminosa (Miller,
1968; Page, 1979). Gametofitos de espécies tropicais sdo especialmente sensiveis a
mudang¢as ambientais, sendo necessaria a existéncia de micro-habitats adequados para
seu estabelecimento, fato que também reflete no estabelecimento dos espordfitos (Page,
1979; Ranal, 1995).

A cultura in vitro, por fornecer um ambiente com condi¢des controladas, permite a
avaliacdo da influéncia de fatores abidticos sobre a germinagdo de esporos e o
desenvolvimento inicial dos individuos, o que contribui para o entendimento das
necessidades dos gametofitos no ambiente natural, considerando que a sua estrutura
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morfolégica parece altamente conservada entre ambientes in vitro e in situ (Farrar et al.,
2008).

No ambiente de ocorréncia natural, o monitoramento das fases iniciais de
desenvolvimento das samambaias ¢é dificultado em fungdo do prolongado periodo
envolvido no processo e do diminuto tamanho das estruturas. Por isso, a maioria dos
estudos com este grupo de plantas se concentra no entendimento da fase esporofitica.
Em especifico, para L. schomburgkii, os dados disponiveis estdo restritos a sua
distribuicdo (Rolleri & Prada, 2006; Rolleri et al., 2008, 2013), discussdo de sua posi¢cao
sistematica (Gasper et al., 2016, 2017) e a morfologia dos esporos (Nayar & Devi, 1964;
Coelho & Esteves, 2008; Passarelli et al., 2010). O presente trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito do pH do meio de cultura, da temperatura e do fotoperiodo sobre a
germinagao de esporos e o desenvolvimento de gametdfitos de L. schomburgkii, com
vistas a estabelecer protocolos de producao de plantas para sua conservacao.

MATERIAL E METODOS

Folhas férteis de Lomariocycas schomburgkii com esporangios em deiscéncia foram
coletadas em margo de 2015 no Parque Natural Municipal da Ronda, no municipio de Sao
Francisco de Paula - RS (PNMR, 29°26'S, 50°32'W). Por meio da Lei Municipal
2425/2007, o parque foi instituido como Unidade de Conservagao, abrangendo uma éarea
de 1.200,00 ha (S&o Francisco de Paula, 2007) com uma matriz florestal e cerca de 60 ha
de areas abertas (zonas umidas e campo usado para pastagem) (Franz et al., 2014). A
area esta situada na regido de Floresta Ombréfila Mista e possui elementos da Floresta
Sazonal Semidecidual nas menores altitudes e encostas ingremes (Teixeira et al., 1986).
O clima da regido, segundo a classificagao de Koppen, é do tipo “Cfb” (temperado umido)
(Peel et al., 2007). O solo da regido, de acordo com Streck et al. (2002), é classificado
como cambissolo humico aluminico, raso a profundo, associado com neossolo litélico,
comum em areas onde a alta pluviosidade e as baixas temperaturas facilitam o acumulo
de matéria organica.

Em laboratério, as folhas foram acondicionadas em bandejas e mantidas em
temperatura ambiente (25+1°C) por aproximadamente 72 h para completar a deiscéncia
dos esporangios. Os esporos foram filtrados em papel interfolhado (Melpaper®) e
armazenados em tubos eppendorf a 7£1°C (Marcon et al., 2014). Em camara de fluxo
laminar, os esporos passaram pelo processo de assepsia com hipoclorito de sdédio
(NaClO) a 2% por 15 minutos antes da semeadura (adaptado de Vargas & Droste, 2014).
Depois de remover o agente desinfestante, 1 mL de agua destilada autoclavada foi
adicionado para realizar o enxague dos esporos em cada tubo, e, na sequéncia, se
realizou a centrifugacdo durante 3 minutos a 3000 rpm. O processo de lavagem e
centrifugacdo ocorreu em quatro repeticdes. Posteriormente, amostras de 10 mg de
esporos foram semeadas em frascos de vidro (capacidade 200 mL) contendo 30 mL de
meio Meyer liquido (Meyer et al., 1955) autoclavado e suplementado com nistatina

(Sigma®) 50.000 U L.

Foram realizados trés experimentos independentes e consecutivos:

Experimento 1 — Condig¢ao de pH: os esporos foram semeados em meio de cultura
com pH ajustado em: 4, 5, 6 e 7, sendo que, para cada valor de pH, foram preparadas
trés repeticdes, totalizando 12 frascos. As culturas foram acondicionadas em camaras de
germinacgao tipo BOD sob fotoperiodo de 12 h luz (lampadas fluorescentes de luz branca -
luz do dia especial Philips T10), na temperatura de 25+1°C.

Experimento 2 — Temperatura: apdés semeadura dos esporos em meio com pH
ajustado conforme resultado do experimento 1, as culturas foram mantidas em camaras
de germinacgao tipo BOD nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30+1°C, sob fotoperiodo de

12 h luz, sob intensidade luminosa de 70 pmol m2 s (lampadas fluorescentes de luz
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branca - luz do dia especial Philips T10). Para cada temperatura avaliada, foram
preparadas trés repeti¢des, totalizando 15 frascos.

Experimento 3 — Fotoperiodo: os frascos com os esporos foram acondicionados
em camaras de germinagao tipo BOD no escuro, em 6, 12, 18 e 24 h luz (intensidade

luminosa de 70 ymol m2sT, lampadas fluorescentes de luz branca - luz do dia especial
Philips T10), com pH e temperatura ajustados conforme experimentos 1 e 2. Para cada
fotoperiodo avaliado, foram utilizadas trés repeticdes, totalizando 15 frascos.

Nos trés experimentos, a posicdo dos frascos foi aleatoriamente modificada a cada
sete dias. Aos sete, 30 e 60 dias de cultivo in vitro, foi realizada a avaliagao do efeito das
condigbes abidticas sobre a germinagcao de esporos e a formagdo de gametofitos. Foi
preparada uma lamina microscopica da cultura de cada frasco e sob microscépio
binocular (Nikon Eclipse E200, aumento de 400x), foram contados os 100 primeiros
individuos visualizados (Viviani & Randi, 2008), dos quais foram registrados: o numero
total de individuos germinados, os gametdéfitos laminares e os gametéfitos cordiformes
(Rechenmacher et al., 2010). Consideraram-se germinados os esporos que apresentavam
emergéncia do clordcito ou do rizoide (Ranal, 1999).

Os dados foram expressos em porcentagem e analisados estatisticamente pelo
programa SPSS versao 20. A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias
foram verificadas por meio dos testes de Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo que diferengas entre
médias foram verificadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. Analise de
regressao quadratica foi aplicada para estimar a relagdo da temperatura e do fotoperiodo
com a respectiva porcentagem de esporos germinados aos 60 dias de cultivo in vitro. Nao
foi aplicada analise de regresséo para o fator pH por terem sido testados apenas quatro
valores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram que os pHs acidos proporcionam maiores porcentagens de
germinagao dos esporos e de desenvolvimento dos gametofitos de L. schomburgkii. O pH
otimo para o cultivo de samambaias varia de acordo com a espécie, porém ha uma
preferéncia por ambientes com substratos com pH levemente acido (Raghavan, 1980;
Suo et al., 2015). Na primeira analise realizada, apds sete dias de cultivo, foi observado
que em todos os pHs testados havia germinacao de esporos, entre 22 e 31% (Tabela 1).
Estes valores nao apresentaram diferenga significativa, mas nas culturas com pH 6,
ocorreu a maior porcentagem de germinacao (31,33%). Nesta primeira analise, também
foi possivel observar a formagao de gametofitos laminares em todos os tratamentos (0,7 a
2,67%) (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem (média + desvio padrao) de esporos germinados (EG), gametofitos laminares (GL) e
gametofitos cordiformes (GC) de Lomariocycas schomburgkii cultivados em meios de cultura com diferentes
pHs. Letras iguais na linha indicam que os dados nao diferem significativamente entre si, de acordo com
teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

pH
Dias Estadio 4 5 6 7 F p
7 EG 24,3343,21 a 22,33+8,08 a 31,33+11,01 a 25,0046,56 a 0,76 0,59
GL 1,33%¢1,16 a 2,00+3,46 a 2,67+1,53 a 0,67+1,16 a 0,52 0,68
EG 56,3315,13 a 49,67+4,16 ab 45,00+6,00 b 27,33%4,73 ¢ 18,10 0,001
30 GL 39,0049,64 a 34,00+1,73 a 35,67+6,03 a 12,00+2,65 b 13,01 0,002
GC 2,00+1,00 a 2,00+2,00 a 2,00+1,73 a 0,00+0,00 a 1,50 0,287
EG 76,3314,73 a 72,004+2,65 a 71,00£1,00 a 34,33+4,16 b 95,99 <0,001
60 GL 55,00+3,61 a 53,33+3,06 a 53,00+1,00 a 21,33+2,31b 110,48 <0,001
GC 9,331+3,22 a 11,33+0,58 a 9,671+2,08 a 1,3312,31b 11,82 0,003
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Aos 30 dias de cultivo in vitro, foi observado que no pH 7 houve a menor
porcentagem de esporos germinados (27,33%) diferindo significativamente dos demais
tratamentos (Tabela 1). A maior porcentagem de germinacéo foi observada no pH 4
(56,33%), a qual nao diferiu significativamente do pH 5. Entre os pHs 4 e 6 foram
observados 34 a 39% de gametofitos laminares, diferenga significativa em relacédo a
porcentagem no pH 7 (Tabela 1). Além disso, nos pHs acidos, ja foi possivel verificar a
ocorréncia de gametofitos cordiformes, estadio mais avangado do desenvolvimento
gametofitico. Aos 60 dias de cultivo, esta preferéncia por pHs mais acidos se manteve,
sendo que nos pHs 4 a 6 se verificou entre 71 e 76% de esporos germinados (Tabela 1).
Esta diferenca significativa em relagdo ao pH 7 também se confirmou tanto para
gametofitos laminares, quanto para gametdfitos cordiformes (Tabela 1).

Em estudos realizados com samambaias do género Cyathea Sm. (Cyatheaceae)
ocorrentes no Rio Grande do Sul, os autores também observaram uma preferéncia por
substratos com pHs acidos. Rechenmacher et al. (2010) cultivaram por 12 dias Cyathea
atrovirens (Langsd. & Fisch.) Domin e verificaram menor porcentagem de germinagéo no
pH 7, bem como maior numero de gametdfitos laminares em pH 5 e 6,5. A germinagao de
esporos de Cyathea corcovadensis (Raddi) Domin cultivados em meio de cultura com pH
ajustado em 4 foi de 80% apds 30 dias in vitro. Neste periodo, 52% dos gametdfitos
observados estavam em estadio laminar (Medeiros et al., 2017). Para o cultivo de
Cyathea phalerata Mart., apés 60 dias de cultivo in vitro, os pHs acidos (4 a 6)
proporcionaram maiores porcentagens de germinagdo de esporos (entre 84 e 90%) do
que o pH neutro (37%), assim como as maiores porcentagens de gametdfitos laminares
ocorreram nos pHs 5 e 6, aproximadamente 76% (Marcon et al., 2017).

Na avaliagdo da influéncia da temperatura sobre o desenvolvimento inicial de L.
schomburgkii, verificou-se que nas culturas mantidas a 10°C ndo houve germinagéo aos
sete dias, enquanto que, nas culturas a 25°C, foram observados 43% de individuos
germinados, o que gerou diferenga significativa com todos os outros tratamentos.
Somente a 20 e 25°C foram registrados individuos em estadio laminar, porém em 25°C foi
observado valor significativamente superior (20,33%) (Tabela 2). De acordo com a
literatura, as samambaias podem se adaptar a uma ampla gama de temperaturas. Porém,
a germinagao de esporos normalmente ocorre entre 20 e 30°C (Esteves, 2013), sendo
que a temperatura de 25°C se mostrou 6tima para 22 espécies (para revisao, veja Suo et
al., 2015).

Tabela 2. Porcentagem (média + desvio padréo) de esporos germinados (EG), gametdfitos laminares (GL) e
gametofitos cordiformes (GC) de Lomariocycas schomburgkii cultivados em diferentes temperaturas. Letras
iguais na linha indicam que os dados nao diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de
Duncan, a 5% de probabilidade.

Temperatura
Dias Estadio 10°C 15°C 20°C 25° 30°C F p
EG 0,00+0,00 ¢ 1,00£1,73 ¢ 16,33+2,52 b 43,00+3,00a 14,67+3,05b 163,58 <0,001

’ GL 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢ 3,67+2,31b 20,33+2,52a  0,00+0,00c 100,19 <0,001

EG 14,33+42,52 e 32,00+4,36 d 68,33+2,89 b 76,00+4,52 a 49,33+7,87c 144,89 <0,001

30 GL 0,00+0,00d  23,33%6,51c 47,33+2,31b 61,67+9,30a 19,67+3,06c 61,58 <0,001
GC 0,00+0,00 b  0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 1,00£1,00a  0,00+0,00 b 3,00 <0,001
EG 24,67+513 e 43,67+7,37d 74,67+1,53 b 85,00+1,73a 58,33%5,51¢c 74,81 <0,001
60 GL 14,33+5,13d 29,00+4,58 ¢ 53,67+1,15b 63,33+6,11a 29,33x3,056c 63,07 <0,001
GC 0,00+0,00d 2,33+0,58 ¢ 8,00£1,00 b 10,67+2,08a 0,00+0,00d 62,88 <0,001

Aos 30 dias de cultivo, foi possivel verificar germinacédo de esporos em todos os
tratamentos, mas a preferéncia por 25°C se manteve. Neste momento, havia 76% de
individuos germinados em 25°C, valor este significativamente superior do que os valores
nas demais temperaturas (Tabela 2). Destaca-se que a menor porcentagem de
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germinacdo foi observada nas culturas mantidas a 10°C (14,13%). Além disso,
gametofitos laminares ainda ndo foram observados nesta temperatura. Em 25°C, 61,67%
dos individuos estavam em estadio laminar, diferindo significativamente dos demais
tratamentos. Somente em 25°C, foi registrado o inicio do surgimento de gametofitos
cordiformes (Tabela 2).

Resultados semelhantes foram observados aos 60 dias de cultivo in vitro, sendo
registrado 85% de germinacdo de esporos nas culturas a 25°C, valor este
significativamente superior que nos demais tratamentos (entre 24 e 74%) (Tabela 2). Esta
relacdo entre a temperatura e a capacidade de germinacdo foi melhor explicada pela
regressao quadratica (Figura 1A). Em 25°C, 63,33% dos individuos estavam em estadio
laminar e 10,67%, em estadio cordiforme. Os demais tratamentos apresentaram valores
significativamente inferiores, sendo a menor porcentagem de gametdfitos laminares
registrada nas culturas mantidas em 10°C (14,33%). Nas culturas a 10°C e 30°C, né&o
foram observados gametdfitos cordiformes (Tabela 2).

Assim como L. schomburgkii, outras espécies de samambaias apresentam
preferéncia por temperaturas medianas para a germinacdo e o desenvolvimento
gametofitico. Para Blechnum appendiculatum Willd. (Blechnaceae) cultivada também por
este periodo, foi registrada taxa de germinagao superior a 90% nas culturas mantidas
entre 15 e 30°C, sendo que nas culturas a 35°C, ndo houve germinacéo (Juarez-Orozco
et al,, 2013). Brum e Randi (2002) verificaram altas porcentagens de germinacéo de
esporos de Rumohra adiantiformis (Forst.) Ching (Dryopteridaceae), aproximadamente
97%, cultivada em 15, 20 e 25°C, enquanto que, a 30°C, esta foi reduzida. C. phalerata
cultivada na temperatura de 25°C apresentou 83% de germinagédo dos esporos, 68% de
gametofitos laminares e 8% de gametdfitos cordiformes (Marcon et al., 2017). Esporos de
C. corcovadensis cultivados a 23°C apresentaram maior porcentagem de germinagao
(95%) e aqueles acondicionados a 26°C, as maiores porcentagens de gametdfitos
laminares (62%) (Medeiros et al., 2017).
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Figura 1. Relagdo da germinagcdo de esporos de Lomariocycas schomburgkii com (A) temperatura
(F=38,763; p<0,001) e (B) fotoperiodo (F=61,808; p<0,001) aos 60 dias de cultivo in vitro. Pontos
representam a porcentagem média de germinagdo em cada tratamento.

Os esporos de L. schomburgkii ndo germinaram na auséncia de luz, o que indica
que sao fotoblasticos positivos, assim como os esporos da maioria das espécies de
samambaias (Miller, 1968; Esteves & Felippe 1985), dentre elas Blechnum
appendiculatum (Juarez-Orozco et al., 2013). A necessidade de luz para iniciar o
processo de germinagado sugere que somente os esporos expostos na superficie do solo
germinariam, como ja descrito para C. atrovirens e Alsophila setosa Kaulf. (Cyatheaceae)
(Azevedo et al., 2008).

Na presenga de luz, independentemente do tempo de exposi¢cédo a luminosidade, se
pode observar germinacdo de esporos e desenvolvimento de gametdfitos. Isto esta
relacionado com o fato da luz ser considerada o principal estimulo para a quebra de
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dorméncia dos esporos (Esteves & Felippe, 1985) e por promover a germinagado de
esporos por meio de uma resposta de baixa fluéncia (LRF) mediada pelo sistema
fitocromo (Sugai & Furuya, 1968; Miller, 1968; Furuya, 1985; Raghavan, 1993). Aos sete
dias de cultivo in vitro, foi verificado que nas culturas mantidas a 6 e 12 horas luz, 29 e
35,33% dos esporos haviam germinado, diferindo significativamente dos demais
tratamentos com luz. Além disso, nos tratamentos de 6 e 12 horas luz, ja foi possivel
observar individuos em estadio laminar (Tabela 3).

Aos 30 dias de cultivo, os frascos mantidos na presenga de luz apresentaram entre
31 e 35% de esporos germinados, sem diferirem significativamente entre si (Tabela 3).
Contudo, nas culturas expostas a 12 horas luz, 29,33% dos individuos eram gametéfitos
laminares, valor significativamente superior em relagdo aos demais tratamentos (entre 8 e
15%) (Tabela 3). Neste periodo, pode-se observar o inicio da formagdo de gametodfitos
cordiformes. Na avaliagao aos 60 dias de cultivo, foi constatado que no fotoperiodo de 12
horas luz havia 72,67% de esporos germinados (Tabela 3), valor significativamente
superior as demais porcentagens, relacdo esta comprovada pela regressdo quadratica
(Figura 1B). Nas culturas acondicionadas a 6 horas luz foi observado o menor valor de
germinacgao (42%) (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem (médiatdesvio padrao) de esporos germinados (EG), gametofitos laminares (GL) e
gametofitos cordiformes (GC) de Lomariocycas schomburgkii cultivados em diferentes fotoperiodos. Letras
iguais na linha indicam que os dados nao diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de
Duncan, a 5% de probabilidade.

Dia Estadio Fotoperiodo F p
Oh 6h 12h 18h 24h

7 EG 0,00£0,00 ¢ 29,00+7,00 a 35,33+1,15a 19,00+1,73 b 14,33+5,67 b 32,75 <0,001
GL 0,00£0,00 b 0,33+0,58 b 1,67+0,58 a 0,00+0,00 b 0,00£0,00 b 3,00 0,072
30 EG 0,00£0,00 b 33,67+7,77 a 34,33£17,90 a 35,00+4,58 a  31,00%4,58 a 55,83 <0,001
GL 0,00£0,00 ¢ 10,67+9,87 bc 29,33+5,13 a 8,67+3,22 bc 14,67+7,57 b 9,06 0,002
60 EG 0,00£0,00d 42,00+4,58 ¢ 72,67+4,16 a 55,00+4,36 b  54,00+1,73 b 185,23 < 0,001
GL 0,00+0,00d 27,33+3,79 ¢ 57,67+4,93 a 36,67+3,78 b  39,33%3,22 b 105,39 < 0,001

Em relagdo ao desenvolvimento gametofitico aos 60 dias, a preferéncia por 12 horas
luz também foi demonstrada, sendo possivel observar 57,67% de gametdéfitos laminares,
diferindo significativamente dos demais fotoperiodos, que apresentaram entre 27 e 39%
(Tabela 3). Em todos os tratamentos com exposigdo a luz, foi possivel observar a
formacao de 4 e 12% de gametdfitos cordiformes. Neste periodo, ainda nao foram
observados gametangios.

A influéncia do fotoperiodo também foi testada para Cyathea atrovirens (Marcon et
al., 2015), C. phalerata (Marcon et al., 2017) e C. corcovadensis (Medeiros et al., 2017),
sendo possivel observar germinacdo de esporos e desenvolvimento gametofitico
independentemente do numero de horas de exposigao, assim como para L. schomburgkii.
No presente estudo, nos fotoperiodos de 6, 18 e 24 horas luz, foram observadas as
menores porcentagens de germinagdo, bem como de gametdfitos laminares. Para C.
phalerata (Marcon et al., 2017) e C. corcovadensis (Medeiros et al., 2017), as menores
porcentagens foram registradas quando do cultivo em 24 horas luz. Este fato deve ter
ocorrido em fungdo da necessidade de intercalagdo de periodos de presenga e auséncia
de luz, tal como ocorre no ambiente natural.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os processos de antropizagdo vém gerando ambientes com condi¢bes naturais
alteradas e, consequentemente, com condi¢des desfavoraveis para o desenvolvimento de
diversos grupos vegetais, assim como para as samambaias, pois o estabelecimento do
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espordfito é fortemente limitado a existéncia de micro-habitats adequados aos gametofitos
(Page, 1979; Nondorf et al., 2003).

Os dados obtidos no presente estudo comprovam que € possivel cultivar L.
schomburgkii in vitro, sendo que, para tal, recomenda-se ajustar o pH do meio de cultura
em 6 e acondicionar as culturas em temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas luz.
Além disso, com estes dados, se faz possivel iniciar novos estudos com a espécie,
visando a compreensdo de outros fatores que influenciem no cultivo ex situ, para
obtencao de um protocolo de cultivo para produgao de plantas com fins de conservagao
da espécie.
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