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Scientific note/Nota cientifica

Germinacao de megasporos e desenvolvimento esporofitico inicial da
filicinea Regnellidium diphylum (Marsileaceae) sob deficiéncias minerais'
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ABSTRACT - (Megaspore germination and initial sporophytic development of the fern Regnellidium diphyllum (Marsileaceae)
under mineral deficiencies). Regnellidium diphyllum Lindm. is a heterosporous fern in the Marsileaceae family with restricted
distribution to Southern Brazil and some adjoining localities in Uruguay and Argentina. The species has been listed as vulnerable
in the endangered species list of the State of Rio Grande do Sul. In the present study we verified the effect of absence of mineral
nutrients on megaspore germination and initial development of R. diphyllum sporophytes in vitro. The effect of Meyer’s
nutrient solutions modified by the absence of NH,NO,, NaCl, FeCl,-6H,0, MgSO,-7H,0, KH,PO, or CaCl, was analyzed in
the germination and sporophyte formation of R. diphyllum. Megaspore germination decreased in absence of CaCl, (52%) when
compared to the control (77.3%). A low percentage of gametophytes gave rise to sporophytes in the absence of MgSO,-7H,0
(38.6%) and KH,PO, (33.8%). Without CaCl, in the solution, no sporophytes were formed. The length of the primary root
and of the primary and secondary leaves was significantly reduced without MgSO,-7H,0 and KH,PO,. Without KH,PO, in
the solution, no secondary leaf was formed after five weeks of culture. The other treatments did not inhibit the megaspore
germination process and the initial development of sporophytes, showing that the species may establish itself even under low
levels of these nutrients.
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RESUMO - (Germinagdo de megasporos ¢ desenvolvimento esporofitico inicial da filicinea Regnellidium diphylum
(Marsileaceae) sob deficiéncias minerais). Regnellidium diphyllum Lindm. é uma filicinea heterosporada da familia Marsileaceae,
de distribuigdo restrita ao sul do Brasil e algumas localidades do Uruguai e da Argentina. A espécie se encontra na lista de
espécies ameacadas de extingdo do Rio Grande do Sul, como vulneravel. No presente estudo, verificou-se o efeito da auséncia
de nutrientes minerais na germinagdo de megasporos e no desenvolvimento inicial de esporofitos de R. diphyllum in vitro. O
efeito de solugdes nutritivas de Meyer modificadas pela auséncia de NH,NO,, NaCl, FeCl,-6H,0, MgSO,-7H,0, KH,PO, ou
CacCl, foi analisado na germinacao e na formacao de espordfitos de R. diphyllum. A germinagdo dos megasporos foi reduzida na
auséncia de CaCl, (52%), quando comparada ao controle (77,3%). Houve baixa porcentagem de gametofitos com formacao de
esporofitos na auséncia de MgSO,-7H,0 (38,6%) e de KH,PO, (33,8%), sendo que na auséncia de CaCl, ndo houve formagao
de esporofitos. O comprimento da raiz primaria e das folhas primaria e secundaria foi reduzido significativamente na auséncia
de MgSO,7H,0 e de KH,PO,, destacando-se que na auséncia de KH,PO, ndo ocorreu desenvolvimento da folha secundaria
apods cinco semanas em cultura. Os demais tratamentos ndo comprometeram o processo de germina¢do dos megasporos e o
desenvolvimento inicial dos espordfitos, demonstrando que a espécie pode se estabelecer mesmo sob baixas concentragdes
desses nutrientes.

Palavras-chave - ecofisiologia, macroéfita aquatica, nutricdo mineral, pteriddfitas, reprodugao

Introducio
1. Parte da dissertagdo de mestrado da primeira autora, Programa de
Pés-Graduagdo em Biologia da Universidade do Vale do Rio dos L. X .
Sinos, Sdo Leopoldo, RS, Brasil. A maioria dos estudos realizados com espécies de
2. PA fefeiullm Municipal de guguStO P Cstiaﬂa, Secéletafi*; é\/l‘;fgicil(?)az)gg macroéfitas aquaticas, entre elas algumas pteridofitas, ¢
gricultura e Meio Ambiente, Rua da Republica 96, 98740- . o .
Augusto Pestana, RS, Brasil, Voltadg para loca1§ com altas concentragoes de nutrientes.
3. Universidade do Vale do Rio dos Sinos, Avenida Unisinos Experimentos realizados com as angiospermas Eichhornia
950, 93022-000 Sao Leopoldo, RS, Brasil; Enderego atual: crassipes (Mart.) Solms, Pistia stratiotes L. e Hydrocotyle
Universidade Feevale, RS239 2755, 93352-000 Novo Hamburgo, n . L
RS, Brasil. umbellata L. demonstraram a eficiéncia dessas espécies
4. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Programa de na absor¢ao de nutrientes em meio de cultura (Reddy &

Pos-Graduagdo em Botéanica, Avenida Bento Gongalves 9500, . .
91501-970 Porto Alegre, RS, Brasil. Debusk 1984). Da mesma forma, Spirodela polyrhiza

5. Autor para correspondéncia: pteridos@gmail.com (L) SChleid., Lemna minor L. e as pteridéﬁtas Salvinia
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rotundifolia Willd. e Azolla caroliniana Willd. podem
ser usadas em tratamentos de ecossistemas aquaticos
eutrofizados, por absorverem altas doses de nutrientes
(Reddy & Debusk 1985, Adalberto et al. 2004).

Por outro lado, o efeito da deficiéncia nutricional
em plantas ¢ pouco estudado e, especificamente, para
pteridofitas, as informagdes disponiveis s3o escassas.
Bloom & Voth (1956) avaliaram o crescimento de
propagulos de Regnellidium diphyllum Lindm. obtidos
de plantas cultivadas em tanques com solo imido, sob
diferentes combinagdes de cations e anions. Propagulos
submetidos a altas concentragdes de calcio e baixas
concentracdes de potassio ¢ magnésio mostraram
crescimento maximo. Por outro lado, quando os
propagulos foram submetidos a variacdo nos teores de
anions, maior crescimento foi observado na presenga de
baixos niveis de fésforo combinados com concentragdes
elevadas de nitrogénio. Vianna (1974) investigou a
germinagdo de megasporos ¢ o desenvolvimento de
esporoéfitos de Regnellidium diphyllum em diferentes
concentragcdes e composicdes de meio de cultura,
testando a capacidade de germinag@o em agua corrente,
agua destilada e solugodes nutritivas de Meyer (Meyer et
al. 1955) e Knop (Knop 1865).

Regnellidium  diphyllum ¢ uma filicinea
heterosporada pertencente a familia Marsileaceae,
tradicionalmente considerada na ordem Marsileales.
Atualmente ¢ classificada como pertencente a classe
Polypodiopsida, ordem Salviniales (Smith ez al. 2006).
Seu habitat ¢ semi-aquatico, podendo ocorrer como
terricola, em areas periféricas; ou submersa, em areas
alagadas. Uma interessante caracteristica reprodutiva
dessa espécie ¢ a capacidade de os megasporos darem
origem a esporofitos na auséncia de microsporos, pelo
processo de apogamia (Mahlberg & Baldwin 1975). A
espécie apresenta distribuigao restrita ao sul do Brasil,
sendo encontrada com maior freqiiéncia no Rio Grande
do Sul (Schultz 1949), mas também ha registros de
ocorréncia em Santa Catarina (Sehnem 1979) e em
algumas localidades da Argentina e do Uruguai (Sota
1977, Alonso-Paz & Bassagoda 2002). Atualmente,
encontra-se na lista de espécies ameagadas de extingdo
do Rio Grande do Sul (Rio Grande do Sul 2008), como
vulneravel quanto ao seu estado de conservagao.

Diante do estado de conservagdo de Regnellidium
diphyllum e da caréncia de estudos sobre a influéncia de
nutrientes minerais em seu estabelecimento no habitat
natural, o presente trabalho teve por objetivo verificar
o efeito da auséncia de nutrientes minerais sobre a
germinacdo de megasporos e o desenvolvimento inicial
de espordfitos dessa espécie, em experimentos in vitro.

Material e métodos

Os megasporos de Regnellidium diphyllum provieram de
esporocarpos coletados no Municipio de Triunfo (29°48’ S,
51°41° W), Rio Grande do Sul, Brasil, que se encontravam
acondicionados no banco de germoplasma da Universidade do
Vale do Rio dos Sinos, em temperatura ambiente (25 °C). Um
espécimen testemunho (Kieling-Rubio 280) estd depositado no
Herbario do Instituto Anchietano de Pesquisas, Sdo Leopoldo,
RS, sigla PACA, registro 101678. Quinze esporocarpos foram
esterilizados de acordo com a metodologia descrita por
Waunder et al. (2009). Os esporocarpos foram rompidos e os
megasporos foram isolados dos microsporos, com o auxilio
de um estereomicroscopio. Fez-se a homogeneizacdo da
amostra por meio da mistura dos megasporos dos diferentes
esporocarpos. Considerando a ocorréncia normal de apogamia
nos megagametofitos de Regnellidium diphyllum (Mahlberg
& Baldwin 1975) apenas os megésporos foram submetidos
a germinacao, visando a uniformizar o processo de formagao
dos espordfitos, excluindo assim a possibilidade de espordfitos
serem formados pelo processo sexual.

Para o cultivo dos esporocarpos, utilizou-se a solucao
nutritiva de Meyer (Meyer et al. 1955), com a seguinte
composic¢do: 1,0 g L' KH,PO,, 1,0 g L NH,NO,, 0,3 g L"
MgSO,-7H,0, 0,06 g L' CaCl,, 0,1 gL' NaCl e 0,01 g L
FeCl;:6H,0. A partir dessa solugdo nutritiva, foram
estabelecidos sete tratamentos: M-A = auséncia de NH,NO;;
M-B = auséncia de NaCl; M-C = auséncia de FeCl;-6H,0;
M-D = auséncia de MgSO,7H,0; M-E =auséncia de
KH,PO,; M-F = auséncia de CaCl, e M solucdo nutritiva
de Meyer completa (controle). O pH foi ajustado para 6,2.
Foram colocados vinte e cinco megasporos em cada frasco de
vidro (3,5 cm de diametro, capacidade de 80 mL) contendo
25 mL de solugdo, totalizando seis repetigdes (seis frascos)
por tratamento. Os frascos foram mantidos em camara de
germinagdo do tipo BOD com fotoperiodo de 16 horas de luz,
sob irradiancia nominal de 110 pmol m? s a 24 °C.

Para verificar o desenvolvimento dos espordfitos de
Regnellidium diphyllum, dois individuos de cada repeticao
por tratamento foram fixados em dalcool 70% ao final
da primeira e da quinta semana de cultura. Foi medido o
comprimento da raiz primadria, da folha primaria e da folha
secundaria. Também foi monitorada a manifestacdo de
sintomas visiveis de deficiéncia nutricional nas amostras
dos diferentes tratamentos, por meio de imagens digitais.
Apds cinco semanas, avaliaram-se o total de megasporos
germinados e os megagametofitos com formagao de esporoéfito
em cada tratamento, sendo feita a contagem de folhas de
dois individuos por repeticdo, totalizando doze individuos
por tratamento. Consideraram-se germinados 0s megasporos
que emitiram uma estrutura globular clorofilada e envolta por
uma coroa de rizéides, ou aqueles que ja apresentavam raiz e
folhas, conforme Mahlberg & Baldwin (1975).

Verificaram-se a normalidade e a homogeneidade dos
dados coletados apds uma e cinco semanas, respectivamente,
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov (Santana & Ranal 2004)
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e de Levene. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis, sendo que a diferenga entre as médias foi verificada
através do teste de Dunn a 5% de probabilidade (Zar 1999).
Utilizou-se o programa estatistico SYSTAT versdo 10.2.

Resultados e discussao

O efeito da auséncia dos diferentes nutrientes
minerais sobre a porcentagem de germinagdo dos
megasporos de Regnellidium diphyllum foi avaliado e
mostrou que apenas o tratamento na auséncia de CaCl,
(M-F) diferiu do tratamento controle (M) (P =0,01),
observando-se a menor porcentagem de megasporos
germinados (52%) (figura 1A). Esse resultado pode estar
relacionado com a auséncia de calcio, que ¢ um macro-
elemento essencial na sintese de novas paredes celulares,
nas divisoes celulares, no funcionamento normal das
membranas, na formacao de raizes, caules e folhas, além
de mensageiro secundario nas respostas mediadas por
hormonios vegetais e pela luz (Salisbury & Ross 1991).
Geralmente, as plantas presentes em meio deficiente em
calcio sofrem necrose em regides meristematicas jovens
(Berry 2006) e, por esse motivo, o desenvolvimento das
estruturas esporofiticas pode ter sido prejudicado. Por
outro lado, o processo de germinagdo ndo foi afetado
pelos demais nutrientes avaliados, o que deve estar
relacionado ao fato de os megasporos das diferentes
espécies de Marsileaceae conterem numerosos graos
de amido e menores granulos de proteinas e lipidios
(Higinbotham 1941), substancias de reserva que
permitem a germina¢do mesmo na auséncia de certos
nutrientes ou apenas em agua (Vianna 1974).

Os megasporos germinados na auséncia de CaCl,
(M-F) originaram estruturas clorofiladas nos primeiros
dias em cultura, as quais, no entanto, necrosaram e nao
formaram esporofitos. Nas solu¢des nutritivas destituidas
de MgSO,7H,0 (M-D) e KH,PO, (M-E), foram
obtidas porcentagens de gametofitos com esporofito
estatisticamente menores do que no controle (38,6%
e 33,8%, respectivamente). Os demais tratamentos
apresentaram porcentagens de espordfitos formados
similares ao tratamento controle (figura 1B).

O desenvolvimento das estruturas esporofiticas
(raiz primaria, folha primaria e folha secundaria)
de Regnellidium diphyllum foi influenciado pelos
diferentes tratamentos. O comprimento da raiz
primdria foi significativamente menor (P < 0,001) na
auséncia de MgSO,7H,0 (M-D) e de KH,PO, (M-E).
Especificamente, na auséncia de MgSO,-7H,0 (M-D),
foram observados megasporos germinados envoltos por
uma coroa de rizoides, que, no entanto, ndo apresentavam
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Figura 1. A. Germinagao de megasporos (médias = desvios
padrdes) (H=16,812, g/=6, 35 P=0,01) (n=6 x 25).
B. Formagdo de esporofitos (médias + desvios padrdes)
(H=25,264, gl =5,30,P <0,001) (n = 6% 25). C. Nimero de
folhas em esporofitos (médias + desvios padroes) (H = 39,210,
gl=5,30,P <0,001) (n =12 x 6) de Regnellidium diphyllum
apos cinco semanas em cultura na auséncia dos seguintes
minerais da solu¢do de Meyer. M-A = NH,NO,; M-B = NaCl,
M-C = FeCl;-6H,0; M-D =MgS0O,7H,0; M-E = KH,PO,,
M-F = CaCl,. M = solu¢do de Meyer completa (controle).

Figure 1. A. Megaspore germination (means + standard
deviations) (H=16.812, gl=6, 35 P=0.01) (n =6 x 25).
B. Sporophyte formation (means + standard deviations)
(H=25.264,gl=5,30,P <0.001)(n = 6x25).C.Leatnumber
in sporophytes (means =+ standard deviations) (H =39.210,
gl=5,30,P <0.001) (n =12 x 6) of Regnellidium diphyllum
after five weeks in culture in the absence of the following
mineral nutrients of Meyer’s solution. M-A =NH,NO;;
M-B =NaCl; M-C =FeCl;-6H,0; M-D =MgSO,-7H,0;
M-E =KH,PO,, M-F=CaCl,, M=Meyer’s complete
solution (control).
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estrutura esporofitica desenvolvida. Por outro lado,
na auséncia de NH,NO, (M-A), houve crescimento
acelerado da raiz primaria, que atingiu 16,5 mm apoés
cinco semanas, comprimento quatro vezes maior quando
comparado a média do comprimento da estrutura no
tratamento controle (4,08 mm). Na auséncia de NaCl (M-
B) e de FeCl,:6H,0 (M-C), as médias do comprimento da
raiz primaria foram semelhantes ao tratamento controle
(tabela 1).

O comprimento da folha primaria também foi
significativamente afetado pela auséncia de nutrientes
(P<0,001). Esta estrutura apresentou reduzido
crescimento na auséncia de MgSO,7H,0 (M-D) e
KH,PO, (M-E), sendo que as médias diferiram do
tratamento controle. Na auséncia de NH,NO; (M-A),
constatou-se que, apos uma semana, 0 comprimento
da folha primaria foi estatisticamente superior aquele
encontrado nos demais tratamentos, o que ndo se
confirmou apds cinco semanas (tabela 1). A presenga
de compostos nitrogenados na solugdo nutritiva pode
ter inibido inicialmente o crescimento foliar, pois o NH}
¢ absorvido pelas raizes por processo passivo quando
a concentragdo externa ¢ alta, e seu acimulo pode
prejudicar a planta (Britto et al. 2001).

A auséncia de nutrientes minerais ainda influenciou
negativamente o comprimento da folha secundaria
(P <0,001). Durante a primeira semana, ndo houve

formacdo destas folhas na auséncia de MgSO,7H,0
(M-D) e de KH,PO, (M-E). Apds cinco semanas, na
auséncia de MgSO,-7H,0 (M-D), as folhas secundarias
apresentaram uma reducdo substancial de seu
comprimento (média de 1,91 mm) quando comparadas
as folhas secundarias no tratamento controle (média
de 10,08 mm). Na auséncia de KH,PO, (M-E), mesmo
apos cinco semanas, nao ocorreu formagdo de folhas
secundarias. Ndo houve diferenga estatisticamente
significativa do comprimento da folha secundaria entre
os demais tratamentos, incluindo o controle (tabela 1).

Apos cinco semanas, verificaram-se indicios de
clorose nas folhas mais velhas de esporofitos cultivados
em todos os tratamentos, excetuando o controle. Os
nutrientes que causaram os sintomas mais evidentes
de clorose com evolu¢do para necrose, foram o
MgSO,7H,0 (M-D) e o KH,PO, (M-E), evidenciando
a baixa tolerancia da espécie frente a retirada destes
da solug@o nutritiva. Também o nimero de folhas por
individuo foi significativamente menor (P <0,001)
nesses tratamentos (figura 1C).

A sensibilidade apresentada pela espécie a auséncia
de nutrientes no presente estudo ndo necessariamente
esta relacionada apenas a supressdo individual de sais
minerais do meio de cultura em cada tratamento, mas
também pode estar ligada as possiveis intera¢des entre
os diversos nutrientes, uma vez que a quantidade de um

Tabela 1. Crescimento de Regnellidium diphyllum (média + desvio padrao do comprimento da raiz primaria e das folhas
primaria e secundaria) apds uma e cinco semanas em cultura na auséncia dos seguintes nutrientes minerais da solucao de
Meyer: M = solugdo de Meyer completa (controle); M-A = NH,NO,; M-B = NaCl; M-C = FeCl,-6H,0; M-D = MgSO,-7H,0;
M-E =KH,PO,. O valor de H corresponde ao teste de Kruskal-Wallis. Diferentes letras, na vertical, denotam diferencas
significativas entre tratamentos pelo Teste de Dunn (P < 0,05; n = 12).

Table 1. Regnellidium diphyllum growth (length mean + standard deviation of primary root, primary leaf and first secondary
leaf) after one and five weeks in culture in the absence of the following mineral nutrients of Meyer’s solution: M = complete
Meyer’s solution (control); M-A = NH,NO;; M-B = NaCl; M-C = FeCl,-6H,0; M-D = MgSO,-7H,0; M-E = KH,PO,. H value
corresponds to Kruskal-Wallis test. Different letters in the vertical denote significant differences among treatments according

to Dunn test (P < 0.05; n=12).

Raiz primaria (mm)

Folha primaria (mm)

Folha secundaria (mm)

Tratamento
1 semana 5 semanas 1 semana 5 semanas 1 semana 5 semanas
M 2,83+1,48Db 4,08+1,73b 5,41 +£2,23Db 8,00+£2,17 a 0,76 +£0,59ab 10,08 +2,87 a
M-A 10,54 +£236a 16,50+6,38a 8,08+1,01a 7,66 +1,61 a 1,20+ 0,31 a 9,25+1,96 a
M-B 3,04+2,17b 3,54+£2,64b 5,83+1,64b 7,25+2,63 a 0,50+0,47b 6,25+3,19a
M-C 2,66 £1,09b 3,08+ 1,31b 5,62+1,43Db 6,50 +2,11a 0,87 +0,31 ab 7,00 £4,63 a
M-D 1,16 £0,88 ¢ 1,04+ 1,71 ¢ 1,62 +£0,64 ¢ 2,12+2,63b 0,00 ¢ 1,91 +3,52b
M-E 0,16 £0,24d 0,20+0,39 ¢ 0,35+0,52d 0,41+£0,79b 0,00 ¢ 0,00 ¢
H =54,585 H=54,184 H=56,017 H =43,494 H=12,506 H=23.236
gl=5,30 gl=5,30 gl=5,30 gl=5,30 gl=5,30 gl=5,30
P <0,001 P <0,001 P <0,001 P <0,001 P<0,001 P <0,001
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nutriente absorvida pela planta pode ser influenciada
pela presenca de outros (Coelho & Verlengia 1973).
Na natureza, a resposta fisioldogica da planta é ainda
mais complexa, devido a disponibilidade simultanea de
diferentes nutrientes em ambientes aquaticos e terrestres
ser bastante variavel ao longo do tempo (Rubio et al.
2003).

Considerando que as alteragdes das condigdes
nutricionais do substrato natural de Regnellidium
diphyllum pela destrui¢ao ou alteracdo das areas umidas
por atividades agricolas e pecudrias sdo um importante
fator contribuinte para a vulnerabilidade da espécie,
os dados obtidos sdo relevantes para planos de manejo
visando a conservagdo da espécie no habitat natural.
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