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RESUMO

Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook., (xaxim), samambaia arbdrea do Sul e
Sudeste do Brasil, caracteristica da Floresta Ombroéfila Densa, € explorada para
a confec¢do de vasos e de solo orgénico. Este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de se estabelecer um protocolo inicial para o cultivo in vitro e
criopreservacdo desta espécie. Com exce¢do dos esporos criopreservados com
crioprotetor, todos os tratamentos de criopreservagdo apresentaram porcentagens
de germinacgdo superiores as obtidas no controle. Os meios MS e de Dyer
liquidos, sem adi¢do de sacarose, promoveram as maiores porcentagens de
germinagdo de esporos de D. sellowiana e os gametofitos produzidos
apresentaram a maior redu¢do de massa seca. O meio MS solidificado promoveu
incremento de masa fresca dos gametdfitos superior ao meio de Dyer. A
germinagdo de esporos, em meio de Dyer, apos 21 dias de cultivo com BAP a
5x10"'M, sobrepujou os valores do controle. A maior concentra¢gio de BAP
induziu a menor porcentagem de germinac¢do e de aumento de massa fresca.
Houve aumento na germinagdo e nos teores de clorofila dos gametdfitos
cultivados nos menores niveis de luz (80 e 95% de redugdo da luz solar total) e
aumento nos niveis de agucares (80% de redugdo da luz solar total). Os maiores
niveis de luz (50 e 64% de reducdo da luz solar total) retardaram a germinagdo e

reduziram o desenvolvimento dos gametéfitos.



ABSTRACT

Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook., (xaxim), tree fern of South and Southern
of Brazil, characteristic of Dense Umbrophilus Forest, is explored for make jars
and organic soil. The purpose of this study was the creation of a initial protocol
for in vitro culture and cryopreservation on this specie. With exception of spores
cryopreserved with cryoprotector, all the treatments on cryopreservation showed
higher percentages of germination than the control. The liquid MS and Dyer
media without sucrose promoted the highest percentages of germination of D.
sellowiana and the gametophytes produced showed the higher reduction in dry
mass. The solidified MS medium promoted increase in the dry mass of the
gametophytes, higher than the Dyer medium. The spore germination, in Dyer
medium, after 21 days of culture with BAP 5x107M, surpassed the control
values. The higher concentration of BAP inhibited germination and increase in
fresh mass. There was an increase in germination and chlorophyl levels in
gametophytes cultured in low levels of light intensity (80 and 95% reduction of
full sunlight) and an increase in sugar levels at 80% reduction of full sunlight.
The highest levels of light intensity 50 and 64% reduction of full sunlight)
delayed germination and decreased gametophytes development. This study is
focussed on germination, development of in vitro propagation and

cryopreservation systems for this species.



INTRODUCAO

, Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook. (Tryon & Tryon, 1982) é uma
pteridofita terrestre, geralmente ereta, com cerca de Sm de altura, pertencente a
familia Dicksoniaceae. O nome desta espécie foi dado em homenagem a James
Dickson, escocés, comerciante de sementes em Londres. Na Ameérica, essa
espécie ocorre desde o sudeste do México, na América Central e na Venezuela,
Colémbia, Sul da Bolivia, Paraguai, Uruguai e Regides Sul e Sudeste do Brasil.
Na América Tropical, ocorre na Floresta Ombroéfila Densa (Tryon & Tryon,
1982). No Estado de Santa Catarina, Regido Sul do Brasil, é conhecida como
xaxim bugio ou simplesmente xaxim e cresce preferencialmente em lugares
pantanosos, nas regides serranas, podendo ocorrer também em encostas e
excepcionalmente em banhados das baixadas. Nos campos das regides serranas,
cresce em araucarietos, podendo formar pequena mata de andar inferior com
troncos grossos. Geralmente hospeda outras pteridofitas epifitas (Sehnem,

1978).

De acordo com Sehnem (1978), que classificou essa espécie como
género da familia Cyatheaceae, esta ¢ uma espécie inconfundivel pelo tronco

com camada mais ou menos grossa de raizes adventicias.

Em todo o Brasil, seus troncos sdo comercializados em forma de vasos
ou de solo vegetal, bastante utilizados para o cultivo das mais diversas espécies
de plantas ornamentais. Entretanto, a produgdo desses vasos é feita através da
extragdo indiscriminada do tronco dessas arvores e nada tem sido feito para a
reposicdo ou preservacdo das matas de Dicksonia sellowiana, que vém sendo

devastadas por longo tempo. Ha na literatura cientifica muito pouco a respeito
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da fisiologia da reprodugéo dessa espécie, bem como de seu crescimento inicial

e cultivo.

: , v
Torna-se, portanto, relevante o desenvolvimento de métodos que 2

contribuam para otimizar a propagag¢ado € a conservagdo desta espécie.

Este trabalho teve como principal objetivo, desenvolver métodos de
cultivo in vitro de gametodfitos e de criopreservacdo de esporos de Dicksonia
sellowiana, através de testes em meios enriquecidos com agar, sacarose e
citocininas, além de analisar o crescimento inicial de gametofitos sob diferentes

intensidades luminosas.



1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos ultimos dez anos, estudos sobre o cultivo in vitro de pteridéfitas
tém sido realizados, sob diferentes pontos de vista e com diferentes objetivos.
Pteridofitas tém sido cultivadas, a partir de esporos, para estudos da morfologia
de gametéfitos em desenvolvimento. A propagagdo, a partir de segmentos de
rizomas, ou de segmentos de gametofitos e esporofitos, tem sido obtida com
éxito, bem como a produgdo de calos e protoplastos, além da proliferagdo de
gametofitos e espordfitos a partir de calos. Gametdfitos tém sido cultivados in
vitro, com a finalidade de se observar os padrdes de reprodugdo sexuada e a
variabilidade genética em diferentes espécies. Observa-se uma preocupacio na
comunidade cientifica em conservar e desenvolver técnicas de manejo de
diversas espécies de pteridofitas comestiveis, ornamentais ou utilizadas para

outras finalidades.

Nesta revisdo bibliografica, foi adotado o critério de ordem
cronoldgica de publicacdo dos trabalhos, com a finalidade de abordar, de modo
abrangente as principais linhas de pesquisa que visam estudar o manejo e a

conservagdo de pteridodfitas.

Camloh et al. (1989) estudaram a micropropagagdo de Nephrolepis
exaltata e a influéncia de varias concentracdes de 2iP, ANA e cinetina,
adicionadas ao meio MS modificado. O maior numero de ramos e a maior massa
fresca foram obtidos com 0,5 uM de 2iP. Em dilui¢des de BM (macroelementos

diluidos de acordo com Loescher & Albrecht, 1979 apud Camloh et al., 1989),

metade de sua concentracdo, contendo 0,5 uM de ANA e 5 uM cinetina,
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promoveu o maior nimero de ramos. Para induzir o enraizamento, os ramos
foram transferidos para BM completo ou diluido, sem reguladores de
crescimento ou com adigdo de 6 ou 12 uM de AIA, sendo a maior porcentagem

de ramos enraizados obtida em 2 BM sem reguladores de crescimento.

Segundo Raghavan (1989), o meio liquido é geralmente superior para
a germinagdo de esporos de pteridéfitas, pois os meios solidificados afetam e
retardam a quebra de cascas de esporos, a protusdo do rizoide e,

consequentemente, a formagdo inicial dos gametofitos.

Borelli et al. (1990) realizaram experimentos in vivo € in vitro para a
propagagdo de pteridéfitas através de esporos.!Na cultura in vivo, utilizaram
xaxim, esfagno, terrico e tijolo fragmentado; obtendo os melhores resultados
com o xaxim e o esfagno. Para o cultivo in vitro, empregaram os meios MS
modificado, de Jones, e solugcdo de Knop modificada, obtendo as maiores
porcentagens de germinacdo e formagdo de gametdfitos nos meios de Jones e
Knop.z(_)s autores citam que, conjuntamente a questdo comercial, é importante
considerar o aspecto relacionado a preserva¢do ambiental, dirigindo estudos no
intuito de produzir estas plantas em niveis quantitativos e qualitativos édequados
ao suprimento da demanda, na tentativa de equilibrar o défict entre a retirada das

plantas de seus habitats e sua reposigio.

O comportamento gametofitico de Woodwardia radicans foi analisado
em condi¢des de cultura controlada por Carafa (1990), assim como a densidade
populacional e a anteridiogénese na expressdo sexual. Os resultados mostraram
que o desenvolvimento ndo ¢ afetado pela temperatura, enquanto a expressdo
sexual dos gametofitos é afetada pela densidade semeada, pela presenga no meio

de cultura de anteridiogénio e pelas condigdes nutricionais dos gametofitos.

Kuryama & Takeuchi (1990), obtiveram esporofitos a partir de sub-
culturas de segmentos de gametéfitos de Equisetum arvense cultivados em meio

MS acrescido de citocininas (BAP apresentou os maiores efeitos). Embora as
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citocininas desempenhem um papel chave na expressdo dos genes esporofiticos
na geragdo hapldide de E. arvense, nenhum ramo apogadmico pdde ser formado
em meio sem agucar, mesmo quando cultivados com suplemento exdgeno de

citocininas.

Uma nova técnica para o cultivo de gametofitos foi desenvolvida por
Douglas & Sheffield (1990). Essa técnica consiste em imobilizar gametoéfitos em
uma malha de poliuretano para o cultivo em meios liquidos em movimento. Os
resultados apontaram para um aumento na massa seca superior ao observado em

culturas liquidas.

Materi & Cumming (1991) relatam sobre a obtencdo de esporofitos
derivados de propagulos maduros de “samambaia avestruz” (Matteuccia
struthiopteris), cultivando-os em auséncia de carboidratos, o que resultou na
expressdo do fendtipo juvenil. A capacidade de cultivar folhas desse esporéfito
juvenil para produzir gametéfitos por aposporia ou espordfitos por regeneracio
indicou que os esporofitos rejuvenescidos eram ontogeneticamente equivalentes,
ndo apenas morfologicamente similares a esporofitos zigoticos juvenis. Tanto a
aposporia quanto a regeneracdo foram promovidas em folhas cultivadas em
meio de cultura semi-solido. Comparando tratamentos com auséncia ou adigdo
de 1% de sacarose, a presenca de sacarose promoveu um aumento na
regeneracdo de espordfitos, mas reduziu o desenvolvimento aposporico.
Espordfitos rejuvenescidos de diferentes clones e niveis poliploides exibiram um
grau semelhante de juvenilidade, e suas folhas expressaram uma capacidade

similar para o desenvolvimento apospoérico e regenerativo.

Amostras de gametéfitos de Platycerium bifurcatum, iniciados de
esporos cultivados in vitro, foram usadas por Camloh & Gogala (1992) para a
determinagdo dos efeitos da adi¢do de sacarose, agar ¢ pH no meio de cultura. O
meio modificado de Miller suplementado com 4% de sacarose, 0 ou 0,6% de

agar e pH 5,5 propiciou as melhores condi¢des de crescimento.
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Whittier & Moyroud (1993) estudaram o efeito do baixo pH na
germinagdo e no desenvolvimento dos gametéfitos de Ophioglossum palmatum.
A germinagdo desses esporos no escuro, que também ocorre em outros membros
da familia Ophioglossaceae, em um ambiente muito acido, ajuda a explicar o
habitat destes gameto6fitos na natureza (humus negro da base peciolar de couve e
outros humus). Apos a constatagdo de que o desenvolvimento destes gametofitos
em cultura foi melhor em baixo pH, humus contendo fungos micorrizicos
satisfizeram as necessidades para o crescimento. Embora a promog¢do do
desenvolvimento de gametofitos por condi¢cdes muito acidas seja incomum em
samambaias, parece que o0 baixo pH é um fator importante para o

desenvolvimento de gametéfitos de Ophioglossum palmatum.

Camloh (1993) conclui que hé superioridade do meio liquido para o

desenvolvimento inicial de gametéfitos de Platycerium bifurcatum.

Whittier & Thomas (1993) estudaram o cultivo de gametéfitos e
esporofitos jovens de Botrychium jenmanii. Os esporos germinaram apos 5
semanas, no escuro, em meio contendo arginina como fonte de nitrogénio.
Ambos, anteridio e arquegodnio, foram funcionais e a fertilizacdo ocorreu em
mais de 60% dos gametoéfitos submersos. Apds 3 meses a raiz primaria rompeu
o gametofito seguida pela primeira folha. A primeira folha tornou-se estiolada
ou dependente de fotossintese quando desenvolveu-se no escuro ou na presenga

de luz, respectivamente.

Com relagdo a criopreservagao, estudos tem demonstrado que esporos
de Cyathea spinulosa sobreviveram ap0s estocagem em nitrogénio liquido (-
196°C). A méaxima germinagdo dos esporos (93,5%), apos a retirada do
nitrogénio liquido, foi obtida apds lento degelo a 30°C e depois de cultivo destes
esporos em meio modificado de Knudson, sem sacarose. O cultivo em meio de

Murashige e Skoog adicionado de sacarose e métodos de degelo rapido
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resultaram em baixas porcentagens de germinagdo dos esporos (Agrawal et al.,

1993).

Estudando a germinagdo dos esporos e o desenvolvimento
gametofitico em trés espécies de Asplenium, Pangua et al. (1994) observaram
diferencas relevantes na temperatura necessdria para a germinacdo e
desenvolvimento sexual dessas espécies no solo. As espécies A. trichomanes e
A. scolopendrium responderam de forma semelhante as variagdes de 5°C na
temperatura entre 10 e 25°C e ambas germinaram a 10°C. A espécie A. ruta-
muraria teve uma germinagdo lenta entre 15-25°C ou inibida a 10°C. Tanto as
culturas de laboratorio como as de campo das espécies 4. trichomanes e A.
scolopendrium produziram gametofitos femininos, masculinos e bissexuais,
enquanto que as culturas de 4. ruta-muraria produziram apenas gametofitos

masculinos ou bissexuais.

Pasqual et al. (1994) relatam que, para a multiplicagdo in vitro de
Nephrolepis exaltata, os melhores resultados quanto ao numero de brotagdes
foram obtidos na presenca de 25% de sais e 30 g/l de sacarose, produzindo 2,6
novas brotagdes. Niveis de sacarose entre 15 e 30 g/l maximizaram a produg@o
de folhas e a concentragdo de sais ndo teve efeito significativo nesse parametro.
Observaram, ainda, que taxas mais elevadas de sacarose e sais inibiram o

crescimento das folhas produzidas.

O desenvolvimento e a morfogénese de gametofitos foram estudados
por Pérez-Garcia et al. (1994 a). A germinagdo dos esporos e o desenvolvimento
do gametofito laminar de Thelypteris rhachiflexuosa e Metaxya rostrata (Pérez-
Garcia et al. 1994 b) seguiram o padrdo geral mencionado na bibliografia para
outras espécies. A germinagdo foi do tipo observada em Vittaria e o
desenvolvimento laminar do tipo observado em Drynaria. Em Metaxya rostrata,
o anteridio pareceu similar aquele descrito previamente como tipico das

ciatedceas e foi observado que ndo houve crescimento de arquegdnio apds 270
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dias de cultivo. Apds um ano de estocagem no escuro, 40% da viabilidade dos
esporos de Lygodium heterodoxum foi mantida, mas a germinag@o ocorreu

apenas nos tratamentos com luz (Pérez-Garcia et al. 1994 c).

Esporofitos heterospdricos jovens de Salvinia natans, obtidos
assepticamente através de co-culturas de gametdfitos masculinos e femininos
derivados de dois tipos de esporos (megasporos e microsporos), foram utilizados
para o isolamento e cultivo de protoplastos (Nakamura & Maeda, 1994). Os
protoplastos isolados enzimaticamente de foliolos ou esporéfitos juvenis foram
cultivados em meio MS diluido (1/10) contendo 2,2 uM de ANA, 2,2 uM de
BAP, 0,35 M de manitol e 0,05 M de sacarose. A divisédo celular teve inicio apds
6 dias de cultivo e foram observados agrupamentos compostos por 9-10 células
apos 30 dias de cultivo. Ndo houve divisdo celular em meio de cultura sem

regulador de crescimento.

Gametofitos isolados, originados de duas populagdes de Dryopteris
filix-mas, foram cultivados em meio de cultura contendo diferentes quantidades
de nutrientes (Korpelainen, 1994). Tanto a nutri¢do como a origem da populagéo
afetaram significativamente o crescimento, sexualidade, reproducdo e
mortalidade. O tamanho do gametofito foi decisivo na determinagdo sexual. Foi
sugerido que o efeito do hormdnio anteridiogénio, que € considerado como um
importante fator na determina¢do sexual do gametofito, seria indireto: o
anteridiogénio afetaria o tamanho dos gametofitos, que influenciaria a sua

expressdo sexual.

Camloh et al. (1994), estudaram a regeneracdo de plantulas de
Platycerium bifurcatum a partir de folhas cultivadas in vitro em meio MS
suplementado com 0,5 ou 10 uM de BAP. A organogénese ocorreu em todos os
melos testados, com maior nimero de ramos nos meios acrescidos de BAP,
embora o crescimento dos ramos nesse meio tenha sido mais lento. Para induzir

ao enraizamento, os ramos foram transferidos para meios suplementados com 3-



13 uM de AIB, AIA ou ANA, sendo que o meio suplementado com 6uM de
IBA apresentou o melhor resultado. As plantulas, transferidas para o solo com

sucesso, pareciam morfologicamente idénticas a planta doadora.

No intuito de desenvolver um método simples para o isolamento e
cultivo de protoplastos de Platycerium bifurcatum, Camloh & Zel (1995)
retiraram folhas jovens de esporéfitos e cultivaram in vitro, antes de tratamento
enzimatico. Os protoplastos foram cultivados em meio MS, sem adenina sulfato,
suplementado com mioinositol (0,01%), sacarose (3%) agar Difto-Bacto (0,6%),
manitol (0,5 M) e pH 5,7-5,8. Dois ml desse meio de cultura foram distribuidos
em placas de Petri, sem reguladores de crescimento ou com 2,5 uM de ANA e 2

uM de BAP ou 2,5 uM de ANA e 5 uM de BAP. A taxa de divisdo celular foi
determinada apds 4 e 8 dias de cultivo e as células foram examinadas. O
aumento dos protoplastos foi maior quanto menor a quantidade de tecido
incubada ou quanto maior a temperatura utilizada. Os reguladores de
crescimento foram efetivos na inducdo da divisdo celular, apos 8 dias em
cultivo, enquanto que em outras combinag¢des dos reguladores de crescimento

testados a porcentagem de células em divis2o foi a mesma que no controle.

Materi et al. (1995), publicaram estudo sobre a poliploidizagdo de
espordfitos maduros (2n) da “samambaia avestruz” (Matteuccia struthiopteris),
por meio de rejuvenescimento, permitindo a producdo aposporica de gametdfitos
dipldides e unindo os gametdfitos para a producdo de esporofitos tetraploides
(4n). Os espordfitos adultos foram rejuvenescidos pelo cultivo de apices durante
3 meses em meio MS liquido, sob condi¢des de extrema falta de carboidrato
(0,01% de sacarose). A aposporia foi induzida pelo cultivo de folhas retiradas
dos ramos rejuvenescidos durante 2 meses em meio semi-sélido com auséncia
de sacarose, resultando na produg¢do de gametdfitos diploides. Esses foram
transferidos para meio fresco e cresceram até maturidade sexual por um ou dois

meses, flutuando na superficie do meio liquido contendo 0,01% de sacarose, por
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mais dois meses, para promover a abertura dos 6rgdos sexuais. A subsequente
auto-fecundagdo resultou na produgdo de esporéfitos tetraploides em 11 dos 14

clones dipldides nos quais a poliploidizagdo foi realizada.

Pérez-Garcia et al. (1995), estudando o desenvolvimento gametofitico
de Lophosoria quadripinnata, concluiram que a dorméncia variou entre § a 12
dias, com um padrdo germinativo do tipo Cyathea e um desenvolvimento
protalial do tipo Adiantum. Nao foram obtidos esporofitos apoés trés anos de

cultivo.

O crescimento e as caracteristicas reprodutivas de gametofitos clonais
de Dryopteris filix-mas formados artificialmente foram estudados por
Korpelainen (1995). A variag@o na densidade e nos niveis de nutrientes pareceu
afetar a vida gametofitica e continuou a influenciar a viabilidade da geragdo de
desenvolvimento esporofitico. Gametofitos hermafroditas foram
consideravelmente maiores e apresentaram maior viabilidade que os masculinos.
Diferencas nitidas entre o tamanho dos gametéfitos dos clones foram observadas
na plasticidade fenotipica. Nenhum efeito na expressdo sexual dos gametofitos

foi detectado com as densidades e niveis de nutrientes utilizados.

Kwa et al. (1995 a) pesquisaram a apogamia induzida por AIA em
gametofitos de Platycerium coronarium cultivados in vitro. A porcentagem de
apogamia, assim como o numero total de esporo6fitos apogémicos produzidos
por grupos de gameto6fitos foram maiores na presenca de 40 uM de AIA.
Quando houve liberagdo de etileno e seu acimulo no frasco de cultivo na
presenca de Otimos niveis de AIA, a porcentagem e o numero total de

esporofitos apogimicos produzidos diminuiu significativamente.

Para o estudo do estabelecimento e andlise fisioldgica de culturas de
calos fotoautotréficos de Platycerium coronarium, sob enriquecimento de CO,,
Kwa et al. (1995 b) mantiveram os calos em meio MS suplementado com 2 uM

de 2,4-D e com enriquecimento de CO,. A redugdo progressiva da sacarose do
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meio resultou na redugdo do crescimento e num aumento no conteudo de
clorofila total. Foi observado um aumento na autofluorescéncia de cloroplastos,
mas ndo no tamanho, com a reduc@o dos niveis de sacarose do meio. A
autofluorescéncia diminuiu com o aumento de 0,03% de CO,. Segundo os
autores, a exposicdo a altos niveis de CO, pode causar uma redugdo da

capacidade fotossintética.

Gametofitos aposporicos de Lygodium japonicum foram induzidos
diretamente de fragmentos de foliolos de esporofitos subcultivados e submetidos
a propagacdo massal por Nakamura & Maeda (1995). Os gametéfitos formaram
arquegbnios e anteridios, finalmente desenvolvendo esporéfitos. O protalo
induzido foi um material muito melhor para o isolamento de protoplastos que os
esporofitos de tecidos intactos. Quando os protoplastos foram cultivados em
meio MS % suplementado com 0,05 mg/l de ANA e 0,05 mg/l de BAP,
comegaram a divisdo celular apds 5 dias de cultivo. Apos a transferéncia para
meio MS, livre de reguladores de crescimento, os regenerantes finalmente

formaram protalos.

Goller & Rybczynski (1995) esterilizaram esporos de Cyathea
australis em 3% de cloramina com Tween e fizeram seu cultivo em meio de
Anderson (1984, apud Goller & Rybczynski, 1995) solidificado. O aparecimento
dos protalos foi observado apdés 3 meses da germinacdo dos esporos. A
multiplicagdo dos protalos foi estimulada em meio MS suplementado com 0,25
mg/l de BAP, 0,50 mg/l de IBA, 0,50 mg/l de AIA, 1,0 mg/l de GA; e 30 g/l de
sacarose. Pequenas quantidades de agua foram colocadas na parte basal do
gametofito para auxiliar a fertilizagdo do arquegbnio. Poucas semanas depois, a

primeira plantula emergiu da base do gametofito.

A morfogénese da fase sexual de Blechnum chilense e Blechnum
cycadifolium foi estudada por Pérez-Garcia et al. (1996). Em ambas as espécies,

os esporos sdo monoletes, elipsoidais, ndo clorofilados e a germinagdo € do tipo
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observado em Vittaria. O padrio de desenvolvimento do protalo foi do tipo
Aspidium, em B. cycadifoium para os tricomas unicelulares papilados e do tipo
Adianthum em B. chilense, cujo protalo € ni. As primeiras folhas aparecem ap0s

4 meses e meio em B. chilense e em B. cycadifoium apds 7 meses de cultivo.

Randi (1996) cita que a maxima germinagdo de esporos de Acrosticum
danaeifolium ocorre apds 9 dias de embebi¢do a 25°C e que os esporos
mantiveram sua viabilidade por cerca de 3 anos estocados em frasco de vidro a
3°C. A germina¢do foi mais alta apos 48 horas de embebicdo no escuro.
Tratamento de 12 horas diarias de luz com alternancia de temperatura (20°C-
30°C) causou o mesmo efeito que a germinacdo em luz continua. Os lipidios
representaram cerca de 50% do peso dos esporos, seguidos por proteinas

soldveis, agucares soluveis e amido.

Camloh et al. (1996), na sequéncia de seus estudos envolvendo
Platycerium bifurcatum, estudaram os efeitos do 4cido jasmoénico (JA) na
germinagdo de esporos, desenvolvimento inicial de gametofitos e cultura de
protoplastos de esporofitos. O JA ndo influenciou na germinacdo inicial dos
esporos, nem na iniciagdo do rizéide primario, mas promoveu significativamente
o desenvolvimento inicial de gametofitos. Esses pesquisadores concluiram que o
JA deve estar envolvido nos estdgios iniciais de desenvolvimento de

Platycerium. bifurcatum.

De acordo com Fernandez et al. (1996 a), rizomas de espordfitos
jovens de Blechnum spicant e Pteris ensiformis, cultivados em meio MS com
BAP ou em combinacdo com ANA, dariam inicio a varios centros de
proliferagdo localizados na epiderme e proximo ao parénquima destes orgdos
apos um més em cultura. O subcultivo desses rizomas por um més, em meios
contendo reguladores de crescimento, permitiu a organiza¢do de centros internos
de proliferacdo e a regeneragcdo de um grande nimero de espordfitos. O

subcultivo do material anteriormente mencionado induziu a mudanga de fase e o
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desenvolvimento de gamet6fitos apospdricos na superficie dos centros de
proliferagdo. A adi¢do de ANA ao meio de cultura promoveu a proliferagdo de
corpos verdes globulares em Blechnum spicant e processos rizogénicos e
calogénicos em Pteris ensiformis. Os corpos verdes globulares dos rizomas de
B. spicant produziram numerosos espordfitos e, do ponto de vista da

micropropagacdo, sdo um bom sistema para regenerar espordfitos nesta espécie.

A apogamia, ou seja, a formag¢do de espordfitos hapléides a partir de
células vegetativas do gametofito, de ocorréncia natural em algumas
samambaias, pode ser modificada pelas condi¢des de cultura e pelos reguladores
de crescimento. No cultivo de Dryopteris affinis sp. affinis em meio MS, variou-
se a concentragdo de sacarose, agar e pH. Observou-se que, adicdes de BAP
(4,43 uM) e ANA (0,53 uM) aumentaram a proliferagcdo dos esporofitos a partir
de gametoéfitos (Fernandez et al., 1996 b).

A regeneragdo gametofitica e esporofitica, a partir de gemas de
escamas de Platycerium bifurcatum, foi estudada por Dolinsek & Camloh
(1997). A regeneragdo teve inicio como um rizéide ou como proliferagdo de
uma ou mais células de escamas em crescimentos indiferenciados, distinguiveis
das células adjacentes por sua forma e coloragdo. Os mesmos converteram-se
em ramos adventicios, gamet6fitos aposporicos ou permaneceram
indiferenciados. A sacarose promoveu aumento da viabilidade e regeneracéo
além de promover o desenvolvimento de rizéides, mas concentragdes superiores

a 0,1% tenderam a inibir a aposporia.

Culturas de suspensdes celulares foram iniciadas a partir de calos
derivados de gametofitos de Platycerium coronarium (Kwa et al., 1997). Dois
tipos distintos de calos, diferenciados pela coloragdo, foram obtidos e as células
da cultura em suspensdo foram distribuidas em meio MS semi-sé6lido contendo
10 uM de cinetina. Os gametofitos do calo verde escuro apresentaram uma

rapida taxa de crescimento e de morfogénese quando comparados com o calo
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esporofitico verde claro. O conteido total de clorofila, o tamanho dos
cloroplastos dos calos esporofiticos e as culturas celulares em suspensdo foram

menores do que as dos calos gametofiticos.

Teng & Teng (1997) desenvolveram suspensdo celular na qual
esporofitos de Platycerium bifurcatum puderam ser regenerados diretamente de
células de folhas ou indiretamente através de um estagio gametofitico
aposporico sob as mesmas condig¢des de cultivo. Células isoladas ou agregados
de mais de 100 células desenvolveram gametofitos aposporicos que, mais tarde,
deram origem a espordfitos. Na maioria dos casos apenas um esporofito foi
regenerado de um gametofito. Agregados de 500-1000 ou mais células, por
outro lado, regeneraram esporofitos diretamente. A interagdo intercelular foi
considerada como sendo a causa fisioldgica, e a separagdo das células das folhas

a um certo nivel direcionou diferentes padrées de regeneragéo.

Gametoéfitos de Osmunda regalis foram cultivados in vitro por
Fernandez et al. (1997 a) para determinagdo das condigdes otimas de
crescimento e desenvolvimento. O meio de cultura com baixas concentragées de
amoénia (Knop, Knudson ou Y4 Murashige e Skoog) foi mais efetivo para o
crescimento desses organismos. A adi¢do de sacarose e manitol, de mesmo
potencial osmético ao meio de cultura, inibiu ou aumentou, repectivamente, o
crescimento ¢ o desenvolvimento dos gametofitos, que apresentaram forte
autotrofia in vitro. No escuro ocorreu o crescimento e formag¢do de drgdos
sexuais. A formacdo de gemas foi especialmente descrita pela primeira vez
nessa espécie e esse processo ndo ocorreu sem sacarose no meio de cultura ou

no escuro.

O crescimento de gametofitos de Blechnum spicant foi 6timo em meio
MS liquido, com fotoperiodo de 16h, e néo foi afetado pela varia¢do do pH entre
4,7 e 8,7 nos experimentos realizados por Ferndndez et al. (1997 b). Houve

inibi¢do de anteridiogénese com AIB a 5 e 50 uM e BA a 50 uM.



Esporoéfitos de Asplenium nidus e Pteris ensiformis foram cultivados
por Fernandez et al., (1997 ¢) em meio MS suplementado com 4,4 uM de BAP.
Os rizomas foram isolados e transferidos para meio MS livre de reguladores de
crescimento. Em P. ensiformis os explantes do rizoma se desenvolveram em
espordfitos e em A. midus ocorreram tanto regeneracdo gametofitica quanto

esporofitica.

O padrdo germinativo de Pteris berteroana foi do tipo Vittaria,
formando gametofitos filamentosos unisseriados de 3-5 células que resultaram
em esporofitos (Mendoza et al.,1997). Em Niphidium crassifolium (Jaramillo et
al., 1996), o desenvolvimento morfogénico foi semelhante ao de espécies da
familia Polipodiaceae, especialmente Campyloneurum angustifolium, com
aparecimento de espordfitos apdés 90 dias da semeadura. Esporos de
Thyrsopteris  elegans  (Pérez-Garcia et al., 1997) apresentaram
germinagdoobservada em Cyathea e o desenvolvimento protalico correspondeu
ao observado em Drynaria, com aparecimento de esporédfitos apos 200 dias de

semeadura.

Em culturas de suspensdo de células de folhas de Platycerium
bifurcatum, a incorporagao de carvao ativado aumentou o numero de esporéfitos
regenerados, mesmo em meio sem reguladores de crescimento (Teng, 1997). O
grau de aumento foi dependente do tamanho dos agregados celulares e da
composi¢do do meio. O maximo aumento foi observado em meio com 5,37 uM
de ANA e 4,44 uM de BAP, de 9 para 1520 espordfitos. A adigdo de carvdo
ativado induziu a regenera¢do de espordfitos isolados (pouco comum),
prevengdo da formacdo de aglomerados de gametdfitos e de brotos, além da

prevengdo da ocorréncia da hiperidricidade dos esporofitos regenerados.

Thakur et al. (1998), utilizaram ramos laterais, originados em
meristemas de rizomas, seccionados como explantes para rapida propagagdo in

vitro de Matteuccia struthiopteris. Uma multiplicagdo meristematica muito



rapida foi obtida cultivando-se os explantes em meio MS % liquido
suplementado com 2,0 mg/l de 4-PU e 0,5mg/l de TDZ. A multiplica¢do de
primordios dos ramo foi mais rapida em culturas em suspensdo do que em meio
solido. A rizogénese e o crescimento de regenerantes foram melhor ativados em
meio MS % sélido, sem reguladores de crescimento, adicionado de 0,4% de agar

e 1,0% de carvio ativado.

Em um fragmento de floresta meséfila de montanha no México, as
trés espécies de pteridofitas arborescentes mais comuns (Alsophila firma,
Lophosoria quadripinnata e Sphaeropteris horrida) foram selecionadas por
Bernabe et al. (1999) para estudos in vivo e in vitro. Os autores tiveram o
objetivo de determinar as porcentagens de germinagdo de esporos e de
gametofitos que produzem esporodfitos e de comparar o estabelecimento dos
esporofitos no interior e na borda da floresta. A porcentagem de germinagdo de
esporos variou entre 16 e 86% e o numero de gametofitos que produziu
esporofitos foi superior a 50%. A sobrevivéncia foi maior na borda do que no
interior do bosque para Lophosoria, mas foi similar para os individuos de
Alsophila e Sphaeropteris. A taxa de crescimento relativo foi maior na borda
que no interior do bosque, para os esporofitos das trés espécies estudadas. Os
resultados sugeriram que a borda € um habitat apropriado para o
estabelecimento de Alsophila e Lophosoria, mas que Sphaeropteris &,

aparentemente, uma espécie de interior de bosque.

Estudos preliminares conduzidos sobre a germinagdo com esporos de
Dicksonia sellowiana indicaram que sdo fotoblasticos positivos e atingiram a
maxima porcentagem de germinagdo a 23+2°C em luz branca, apds 8 ou 9 dias
de embebigdo. A fase de pré-indugdo, para esporos induzidos por 24 horas de
luz branca ou vermelha, foi de 72 horas. Os gametofitos crescidos em luz branca
apresentaram formato plano e bidimensional, enquanto os crescidos sob luz

vermelha mostraram aparéncia filamentosa. Verificou-se que houve correlagéo



entre a porcentagem de germinacdo e o nimero de horas didrias de luz branca de
longa duragdo. Estudando o efeito das diferentes intensidades luminosas, foi
observado que cortes de 57 e 98% da luz solar maxima produziram as menores
porcentagens de germinagdo enquanto que cortes de 74, 79, 81 e 96%
produziram porcentagens de germinagdo mais alta. Os esporos apresentaram
82% de germinacdo apds 731 dias de armazenamento sob refrigeracdo a

aproximadamente 10°C (Filippini et al., 1999).



2- MATERIAL E METODOS

2.1- MATERIAL:

Esporos de Dicksonia sellowiana foram coletados em 12 de margo de
1998, de frondes férteis de plantas que ocorrem na Reserva Particular do
Patrimonio Natural de Caraguata, situada no municipio de Anténio Carlos,

Estado de Santa Catarina.

Apos a coleta, as frondes secaram sobre papel de filtro, em estufa com
circulagdo de ar, em temperatura ambiente, durante 72 horas, para induzir a
abertura dos esporangios e a liberagdo dos esporos. Posteriormente, os esporos
foram separados dos esporadngios, por filtragem em papel de lente e

armazenados em frascos de vidro sob refrigera¢do (Randi, 1987).

2.2- METODOS:

2.1.1- Germinacio de esporos:

Para cada tratamento testado foram semeadas cerca de 50 mg de
esporos, em 2 frascos erlenmeyers de 50 ml contendo 20 ml de meio de Dyer
(Tabela 1), utilizando-se espatula. Todo o procedimento foi conduzido em

capela de fluxo laminar.



(%)
(%)

Posteriormente, os erlenmeyers tampados com filme de polipropileno
de uso doméstico Assafacil®, cortado em quadrados duplos (7x7 cm), fixos por
elastico e filme de PVC. Os frascos foram mantidos em sala de cultura, a
2542°C, umidade relativa de 74% e intensidade luminosa de 31,68 umol. mZ s
! na altura dos erlenmeyers, providas nas lampadas fluorescentes brancas. O
fotoperiodo utilizado foi de 16 horas. A germinagdo foi avaliada a cada 7 dias.
Essas condi¢des de cultivo foram mantidas em todos experimentos, incluindo o
crescimento de gametéfitos, com excecdo dos conduzidos com iluminagdo

natural.

Para cada tratamento foram preparadas 4 laminas e foram contados

100 esporos por lamina, em microscopio binocular e aumento de 400 vezes.

Tabela 1- Composicdo quimica do Meio de Dyer:

ComponentesQuimicos Quantidade
MESO4.THO i s 510 mg/l
KINO it e 120 mg/1
Ca(NO3)2.4Hp0 ... ot 1440 mg/1
KH PO oottt r e reanns 250 mg/l
T Solugao de FeSO;. 7H,0 ¢ NaEDTA oo Tml.

Preparagdo da Solugdo de FeSO,.7H,0 e NaEDTA:
33,2 g de NaEDTA, 3,65 g de NaOH e 25 g de FeSO,.7H,0 para 1L de agua
destilada.




2.2.2- Esterilizacdo de esporos:

Uma série preliminar de diferentes tratamentos foi realizada, durante
aproximadamente 2 meses, para a obten¢do de um método ideal de esterilizagdo

de esporos. Foram testados os seguintes métodos de esterilizagéo:
Método 1:

Os esporos foram imersos durante 10 minutos em solugdes a 5, 10, 15
e 20% (v/v) de hipoclorito de sodio comercial, cujo teor de cloro ativo € de
aproximadamente 2%. Apods esse procedimento foi feita a lavagem com agua
autoclavada, esterilizada para a remocao do hipoclorito e filtragem sobre papel

de filtro, a vacuo.
Método 2: \

O material foi imerso durante 15 minutos em solugdes de hipoclorito
de sédio comercial a 10, 15 ou 25% (v/v), acrescidas de uma gota de detergente
comercial, como agente surfactante. Apds os tratamentos com hipoclorito,
procedeu-se a lavagem do material com agua destilada esterilizada, conforme
descrito anteriormente. Os esporos foram, entdo, semeados em erlenmeyers de
50 ml, contendo 20 ml de solucdo de Dyer, acrescida de 100 mg/ml de Nistatina

(Micostatin - Squibb - Bristol - Myers Squibb 500.000 UTI).
Método 3:

O material foi embebido em dgua destilada, durante 24 horas, e entdo
foi imerso em hipoclorito de s6dio comercial a 25% (v/v), acrescido de 1 gota de
Tween 20 (Labsynth), durante 20 minutos. Os esporos, posteriormente lavados
em agua destilada esterilizada, foram filtrados a vacuo e semeados em solugédo

de Dyer acrescida de 100 mg/ml ou 500 mg/ml de Nistatina.
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Método 4:

Os esporos foram pulverizados com élcool etilico comercial, a 70%
(v/v), por 5 segundos e, apos, foram lavados em solugdo de hipoclorito de sédio
comercial, a 30, 40 ou 50% (v/v), durante 20 minutos, passando em seguida pelo
processo de lavagem em agua autoclavada descrito anteriormente. A seguir,

foram semeados em meio de Dyer acrescido de 500 mg/ml de Nistatina.
Método 5:

Os esporos ndo esterilizados foram semeados diretamente em meio de

Dyer, contendo 2% (m/v) de sacarose, e acrescido de Benomyl a 0,005 ou

0,01% (v/v).

Em virtude de todos os métodos de esterilizagdo testados até essa
etapa ndo terem sido bem sucedidos, foi adotada, entdo, a série de métodos
descrita na Tabela 2. Nao houve contaminacéo dos esporos esterilizados quando

foram empregados os métodos b, ¢, d, i, ke l.

O melhor método de esterilizagdo foi finalmente definido como sendo
a imers@o em solucdo de hipoclorito de sédio comercial, a 35% (v/v), durante 60
minutos, contendo uma gota de Tween 20, seguida de lavagem em 4&gua
esterilizada. Esse passou a ser o método de esterilizagdo padrdo, adotado nos
experimentos posteriores envolvendo a germinagdo de esporos e o cultivo de

gametofitos in vitro.



Tabela 2- Testes de esterilizagdo em esporos de Dicksonia sellowiana.

Tratamento Hipoclorito Cloramina T (Riedel)
Comercial com Tween 20
Concentragdo Duragao Concentraga Duragéo
% (minutos) 0% (minutos)

A 60 10 - -

B 20 60 - -

C 30 60 - -

D 20 120 - -

E 30 120 - -

F 30 120 5 10
G 20 120 10 10
H 30 120 10 10
I 40 10 5 10
J 60 10 5 10
K 20 60 5 10
L 30 60 5 10
M 40 10 10 10
N 60 10 10 10
O 20 60 10 10
P 30 60 10 10




2.2.3- Criopreservacio de esporos

Foram realizados dois experimentos envolvendo a criopreservagéo de
esporos, previamente esterilizados, conforme descrito em 2.2.2. Os esporos
foram depositados em criofrascos de polipropileno autoclavados, com
capacidade para 1 ml, submersos em nitrogénio liquido (NL) por 15 minutos, e
foram submetidos a dois métodos de degelo: (1) rapido, sendo imersos em agua
a 45°C, por 5 minutos, ou (2) lento, em temperatura ambiente, segundo Agrawal
et al. (1993), contendo ou ndo crioprotetor. A solugdo de crioprotetores foi
composta de Dimetil Sulféxido (DMSO-Nuclear®) a 15% (v/v), em glicerol a
IM (Withers & King, 1979 apud Bhojwani & Razdan, 1983), diluidos em meio
de Dyer. Amostras de esporos foram embebidas em solucdo de crioprotetores
por 2 horas. Os esporos, tratados com solucdo de crioprotetores, congelados ou
ndo, foram levados novamente & camara de fluxo laminar, para uma nova
lavagem com agua destilada autoclavada e filtrados a vacuo, antes da semeadura

em meio de Dyer para a avaliagdo da germinagéao.

2.2.4- Armazenamento de esporos em NL

Amostras de esporos foram acondicionadas em criofrascos, como
descrito em 2.2.3 e foram mantidas imersas em tambor de nitrogénio liquido
durante os periodos de 15, 30, e 90 dias. Apds cada periodo de armazenamento,
amostras foram submetidas ao degelo rapido e ao degelo lento, conforme
descrito anteriormente, e procedeu-se a analise da germinacdo, conforme

descrito em 2.1.2.



2.2.5- Diferenca das massas fresca e seca de amostras de esporos

Amostras de esporos esterilizados foram distribuidas em pequenos
frascos de vidro, previamente esterilizados, cujo peso era conhecido. Utilizou-se
pequena espatula de agco, em forma de colher, como medida. Cada frasco
recebeu uma numeragdo. Os frascos contendo as amostras foram tampados,
tendo sido esse procedimento realizado em capela de fluxo laminar. As amostras
contidas nos frascos foram, entdo, pesadas, tendo o peso dos frascos vazios sido
subtraido do peso dos frascos que continham as amostras, para se conhecer o
peso da massa fresca das amostras de esporos. O peso médio das amostras foi de

aproximadamente 100 mg.

2.2.6- Efeito_dos meios liquidos de Dver e MS, de concentracdes salinas do

meio MS e de sacarose na germinacio e crescimento inicial de sametdéfitos

Para o experimento envolvendo o efeito da concentragdo do meio,
amostras de esporos, cujos pesos das massas frescas eram conhecidos, foram
distribuidas em erlenmeyers contendo 20 ml de meio MS- Murashige-Skoog
(Sigma®) em concentracdo salina total ou reduzida de % e V4. Foram utilizadas 8
repeti¢des por tratamento. Um meés apds o inicio do experimento, os gametofitos
foram filtrados a vacuo, pesados e secos em estufa com circulagéo de ar, a 70°C,
durante 48 horas. Os pesos das massas fresca e seca foram avaliados e o

material eliminado.

Para o estudo da influéncia dos meios de Dyer e MS acrescidos de
sacarose na germinagdo de esporos e crescimento inicial de gametofitos de D.

sellowiana, acrescentou-se esta fonte de carbono aos meios nas concentragdes 0,



1, 2, 3, 4 e 5% (m/v). Procedeu-se como ja descrito e foram utilizadas 8
repeticdes de amostras de esporos, com pesos de massa fresca conhecidos. Apds

1 més, os pesos das massas fresca e seca foram avaliados.

Paralelamente, foram feitas curvas de germinagdo para os esporos
embebidos em meio MS com as concentragdes salinas reduzidas sem adi¢do de
sacarose e em meios de Dyer ou MS, com concentracdo salina total, acrescidos
de sacarose (0, 1, 2, 3, 4 e 5%-m/v). Utilizaram-se amostras de esporos de peso
de massa fresca conhecido, distribuidas em 3 erlenmeyers por tratamento, sendo

selecionados 2 para a confec¢do de laminas e avaliagdo da germinag3o.

2.2.7-Efeito da sacarose sobre o cultivo in vitro de gametofitos em meios

solidificados

Esporos esterilizados, conforme descrito anteriormente, foram
semeados em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de Dyer, acrescido de
Benomyl a 0,01%. Apds 2 meses, amostras de gametofitos foram retiradas dos
tubos de ensaio, em cémara de fluxo laminar, e foram colocadas por alguns
segundos sobre papel de filtro autoclavado para retirada do excesso de umidade.
O peso da massa fresca foi obtido. Utilizaram-se 5 repeti¢des por tratamento. O
peso médio da massa fresca de amostras de gametofitos foi de 100mg. Essas
amostras foram, entdo, transferidas para frascos tipo “baby food” (Sigma®) de
100 ml, contendo 20 ml de meio Dyer, suplementado com sacarose a 0, 1, 2, 3, 4
e 5% (m/v), acrescido de Benomyl a 0,01% e solidificado com Phytagel®
(Sigma®) a 0,2% (m/v). Os gametdfitos foram cuidadosamente separados com
pingas. Acrescentaram-se 5 ml de agua autoclavada sobre os gametofitos ja

transferidos para os novos meios, a fim de propiciar umidade necessaria ao
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desenvolvimento. Procedeu-se da mesma maneira para as amostras transferidas
para o meio MS, acrescido de sacarose a 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5% e de meio MS 2 e %
sem adi¢do de sacarose. As culturas foram matidas sob intensidade luminosa foi
de 45,45 pmol. m™. s e o fotoperiodo de 16 horas. Apds 130 dias de cultivo, as

massas fresca e seca foram avaliadas.

2.2.8-Efeito do (BAP) na germinacdo e crescimento inicial de gametéfitos em

meio liquido e meio solido

Aos meios liquidos de Dyer e MS % foi acrescido BAP nas
concentragdes de 0 M, 10'7M, 5 x 10'7M, 10°M e 10°M. Para cada
concentragdo, foram feitas 10 repeti¢des. Amostras de esporos esterilizados, cuja
massa fresca inicial era conhecida, foram distribuidas nos erlenmeyers contendo
os meios. A germinacgdo foi avaliada semanalmente. As massas fresca e seca

foram avaliadas ap6s 30 dias.

Para se verificar o crescimento inicial dos gamet6fitos em meio
solido, o meio MS foi solidificado com Phytagel® a 0,2%, acrescido de sacarose
a 2% e BAP, nas concentragdes 0 M, 10'7M, 5x 10'7M, 10°M e 10°M. Para
cada concentragdo, foram utilizados 10 potes tipo “baby food”, contendo 10ml
de meio. Gametéfitos obtidos a partir de material semeado 30 dias em meio
liquido de Dyer foram pesados, conforme descrito em 4.2.4. Os gametdfitos
foram transferidos para o meio solidificado e foi adicionado um filme d’agua de
5ml a superficie do meio. As culturas foram mantidas nas condigdes
mencionadas no item 2.2.1. Apds 60 dias em meio solidificado, os gametofitos
foram retirados, pesados e secos, em estufa a 70°C, durante 48 horas, para

avaliacdo do peso da massa seca.
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2.2.9-Efeito da intensidade luminosa na germinacio e crescimento inicial de

gametofitos em meio liquido

Amostras de esporos esterilizados (vide 2.1.3) foram semeadas
conforme 2.1.2. Quatro caixas de 50cm x 50cm foram revestidas com tela
“sombrite” para reduzir a luminosidade total em 50, 64, 80 e 95% e mantidas em
condigdes ambientais, nas dependéncias do Departamento de Botanica da
UFSC, 90 dias.

Os erlenmeyers contendo os esporos, foram acondicionados em
bandejas plasticas perfuradas, que permaneceram dentro das caixas no decorrer
do experimento. Apds 90 dias em meio de cultura liquido (Dyer), os gametofitos
dos 10 erlenmeyers de cada uma das caixas, os quais continham massa inicial de
esporos conhecida, foram filtrados a vacuo, pesados e a massa fresca foi obtida.
O crescimento de gametdfitos foi avaliado por meio da quantificagdo de
incremento de massa fresca.

Paralelamente procedeu-se a avaliagdo semanal da germinagdo e a
coleta, em periodos de 0 e 48 dias, de amostras para a determinacdo de aclicares

soltuveis totais e clorofilas.

2.2.10- Extracdo de acucares e clorofilas de gametofitos

2.2.10.1.Extracdo de acucares totais

Trés amostras de esporos, de peso inicial conhecido, foram utilizadas
para as extragdes, apos 48 dias de crescimento sob caixas de sombrite. As

amostras foram maceradas separadamente em graal a seco até sua

homogeiniza¢do. Adicionaram-se 4 ml de MCW (metanol-Omnisolv@EM
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Science/cloroféormio- Merck®/agua, na propor¢do 12:5:3-v/v), segundo
adaptagdo do método de Shannon (1968). Apos centrifugagdo por 5 minutos a
2000g, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e o precipitado extraido
novamente com 2 ml de MCW. O sobrenadante foi acrescido ao anterior. O
extrato foi quantificado e fracionado na seguinte propor¢do: 4 partes do extrato,
| parte de cloroférmio e 1,5 partes de dgua. Apos centrifugagéo, por 10 minutos,
a fase superior (aquosa) foi retirada, com o auxilio de uma pipeta Pasteur e o
volume foi medido em tubo de centrifuga¢do graduado. As fases aquosas foram
guardadas em frascos escuros sob refrigerag3o.

Agucares solaveis totais foram dosados das fases aquosas, utilizando-
se o reagente de Antrona (McCready et al., 1950). Foram dissolvidos 200mg de
antrona (Vetec®) em 100 ml de 4acido sulftrico (Merck®) 95% (v/v).
Aguardou-se uma hora. Aliquotas de 1 ml dos extratos foram acrescidas de 2 ml
do reagente de antrona. Os tubos de ensaio foram agitados e aquecidos em
banho-maria até a ebuli¢do, durante 5 minutos. Os calculos de ac;ﬁcares soluveis
totais foram obtidos a partir dos resultados da curva padrdo, na qual foram
usadas concentragdes de 20 a 100 pg de glicose por mililitro. A absorbancia foi

lida a 620nm.

2.2.10.2.Extracdo de clorofilas

Trés amostras de gametofitos de peso conhecido foram utilizadas para
as extragdes, apds 48 dias de cultivo sob caixas de sombrite. Apds maceragdo
dos gametofitos a seco, em graal, adicionaram-se 5 ml de acetona (Merck®) a
80%. O conteudo foi transferido para tubos de centrifugagdo revestidos com
papel aluminio e vedados com filme de PVC. Mais 5 ml de acetona 80% foram

adicionados ao graal para a retirada completa dos residuos, e estes foram



adicionados aos tubos de centrifugacdo. As amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 2000g. O sobrenadante foi transferido para frasco escuro. Ao
precipitado foram adicionados 10 ml de acetona 80% (v/v) e procedeu-se a nova
centrifugacdo, conforme descrito anteriormente. Os sobrenadantes foram
agrupados e os volumes medidos, em proveta, completando-se com acetona até
20ml. As leituras foram feitas em espectrofotometro a 645 e 663 nm, éonforme
Arnon (1949).

O conteudo de clorofila foi calculado pela seguinte equagéo:

lume — extrato .
C =(20,2 x Dgs4s + 8,02 x Dgg3) x vo = mg clorofila/g tecido
( o4 663) 1000mixPeso - tecido/ g & &

2.3-ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos de germinagdo, os valores obtidos em porcentagem
foram transformados em valores angulares (arco seno v% ). Os resultados foram
apresentados em tabelas ou figuras e as andlises estatisticas foram realizadas
apos a transformagdo dos dados (Snedecor, 1962). Foram realizadas a analise de
variancia simples ou multifatorial e o Teste de Tukey. Calculou-se a DMSsq,
quando era detectada diferenga significativa entre os tratamentos.

Nos experimentos de dosagens bioquimicas, os resultados foram
obtidos a partir de curvas padrGes de concentragGes conhecidas das substancias a
serem dosadas, cujo coeficiente de correlagdo r foi calculado.

Os testes e andlises estatisticas foram realizados obedecendo-se as
recomendag¢des de Snedecor (1962) e as tabelas utilizadas foram as de Fisher e

Yates (1971).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- CRIOPRESERVACAO E ARMAZENAMENTO DE ESPOROS EM NL

A Figura 1 mostra a curva de germinagéo de esporos de D. sellowiana
imersos durante 15 minutos em NL. Apoés 21 dias, houve aumento nas
porcentagens de germinagdo de esporos imersos em NL e degelados rapida ou

lentamente em relagdo ao controle.

A Figura 2 representa a curva de germinagfo, nas mesmas condi¢des
que a curva anterior, de esporos previamente embebidos em solugdo de
crioprotetor que posteriormente foram imersos em NL. A porcentagem de
germinagdo dos esporos embebidos em solugdo de crioprotetor, mas que néo
foram imersos em NL, foi alta. Entretanto, ndo houve germinacédo dos esporos
embebidos em solucdo de crioprotetor DMSO e que posteriormente foram

imersos em NL.

A Figura 3 mostra a curva de germinagéo de esporos de D. sellowiana
mantidos em NL sem crioprotetor durante 15 dias. Apds 10 e 20 dias de
embebi¢do no meio de Dyer, esporos do controle apresentaram porcentagens de
germinagdo significativamente maiores do que os imersos em NL. Entretanto,
apdés 30 dias de embebigdo, os esporos imersos em NL apresentaram
porcentagens de germinagdo estatisticamente superiores aos esporos do controle,

independentemente do tipo de degelo utilizado.

A Figura 4 mostra a curva de germinagdo de esporos de D. sellowiana

mantidos em NL durante 1 més. Apds 10 e 20 dias de cultivo, observou-se que as



Germinagdo (%)

45

100 - a
a
75 b
50 - b
25
a
0 7 14 21

Tempo (dias)

Figura 1- Germinagdo de esporos de D. sellowiana imersos em NL por 15
minutos. Letras minusculas diferentes indicam  diferengas
significativas entre os tratamentos, para cada dia de avaliacdo de
germinacao.

@ -controle (material que ndo foi imerso em NL)
B-degelo lento
A -degelo rapido
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Figura 2- Germinagdo de esporos de D. sellowiana embebidos em solucdo de
crioprotetor e imersos em NL por 15 minutos. Letras minusculas
diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos, para
cada dia de avaliagdo de germinag3o.
€-controle (material que ndo foi imerso em NL mas em solucdo de
crioprotetor)

B-controle (material que ndo foi imerso em NL nem em solucdo de
crioprotetor)

X _degelo lento

A -degelo rapido
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Figura 3- Germinacéo de esporos de D. sellowiana imersos em NL por 15 dias.
Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos, para cada dia de avaliagdo de germinagao.

#-controle (material que ndo foi imerso em NL)
B-degelo lento
A-degelo rapido
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Figura 4- Germinagdo de esporos de D. sellowiana imersos em NL por 1 més.

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os
tratamentos, para cada dia de avaliagdo de germinagéo.

@ -controle (material que ndo foi imerso em NL)

B-degelo lento

vA—degelo rapido
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porcentagens de germinagdo foram maiores para esporos do controle e esporos
imersos em NL, cujo degelo foi rapido, sendo estatisticamente inferior para os
esporos imersos em NL, cujo degelo foi lento. Apds 30 dias, a porcentagem de
germinacdo do controle foi inferior as dos esporos imersos em NL, degelados

rapida ou lentamente.

A Figura 5 mostra a curva de germinagéo de esporos de D. sellowiana
mantidos em NL durante 3 meses. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os esporos do controle e os esporos imersos em NL, que
foram submetidos aos degelos lento e rapido, apds 10 e 20 dias de embebigdo
em meio de Dyer. Entretanto, apos 30 dias de embebi¢do, as porcentagens de
germinagdo de esporos imersosA em NL e submetidos aos degelos lento e rapido

foram estatisticamente superiores a de esporos do controle.

A criopreservacdo € a estocagem de células vivas em temperaturas
ultra-baixas, normalmente em nitrogénio liquido. Este método de conservacéo a
longo prazo € muito utilizado na manutencdo de culturas de interesse
econdmico, e também € um importante componente de programas de
biotecnologia vegetal (Benson et al., 1998). A viabilidade celular é mantida,
durante o processo de criopreservacdo, por meio da aplicagdo de crioprotetores.
Para a maioria das culturas vegetais, o uso de misturas com crioprotetores, como
dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, sacarose e prolina, resulta em um aumento
na sobrevivéncia apds o degelo, quando comparado ao uso de apenas um

crioprotetor, como o DMSO (Lynch & Benson, 1991).

A germinagdo de esporos de Dicksonia sellowiana criopreservados em
NL ocorreu em todos os tratamentos, sem a necessidade de crioprotetor. Em
esporos congelados em NL, a porcentagem de germinagdo foi superior apds 21

dias.
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Figura 5- Germinagdo de esporos de D. sellowiana imersos em NL por 3 meses.
Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os
tratamentos, para cada dia de avaliagdo de germinag3o.

®-controle (material que ndo foi imerso em NL)

M-degelo lento
A-degelo rapido



Igualmente ocorreu nos degelos répido ou lento, quando comparada ao controle.
Agrawal et al. (1993), observaram esse comportamento apenas para esporos de

Cyathea spinulosa congelados em NL e degelados lentamente.

Segundo Bhojwani & Razdan (1983), o DMSO ¢ o crioprotetor mais
efetivo para plantas e pode ser associado com sucesso ao glicerol. Entretanto,
nao houve germinag¢do de esporos de Dicksonia sellowiana pré-tratados com a
solugdo de crioprotetor, em oposi¢cdo aos dados obtidos por Mycock et al.
(1995), para embrides somadticos das espécies Manihot esculenta, Coffea
arabica e Phoenix dactylifera, que apresentaram melhor recupera¢do com
crioprotetores, independente do tratamento. J4 os embrides somaticos de Pisum
sativum, recuperaram-se melhor da criopreservagdo, quando pré-tratados com os
crioprotetores glicerol e sacarose, e submetidos a uma desidratagdo parcial
(Mycock et al., 1995).

O modo de agdo dos crioprotetores ainda ndo é completamente
conhecido. Supde-se que poderiam reduzir a quantidade de sais de uma célula e
restringir a formacgdo de cristais de gelo, ou retirar agua das células, deixando-as
parcialmente plasmolisadas (George, 1993). A auséncia de germinagdo dos
esporos pré-tratados com a solugdo crioprotetora pode ter ocorrido pela retirada
excessiva de agua dos esporos, ja que os esporos de D. sellowiana apresentam,
em média, apenas 7% de agua. Outra hipotese possivel € a de que a solugéo de
crioprotetores estaria hidratando os esporos antes do tratamento em NL,
inviabilizando seu metabolismo apds a criopreservacdo. Tais fatos poderiam ter
causado danos celulares irreversiveis. Conclui-se que os esporos de Dicksonia
sellowiana ndo necessitam de crioprotetores para criopreservagdo, podendo
inclusive ser irreversivelmente prejudicados em sua presenga.

Bhojwani & Razdan (1983) citam que, a -196 °C, a célula fica
completamente inativa e, se os procedimentos para o congelamento e o degélo
forem observados, a recuperagdo de células e 6rgdos viaveis com capacidade de

desenvolvimento em condi¢gdes normais pode possibilitar sua estocagem em NL
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indefinidamente, desde que seja feita uma constante suplementacdo de NL para
manutenc¢do da temperatura. |

Segundo George (1993), uma criopreserva¢do com sucesso deve
permitir que valiosos germoplasmas sejam preservados por longos periodos.
Esse autor cita ainda que muitos artigos descrevem a regeneragdo de plantas de
uma propor¢ao de explantes, apds um breve periodo a -196 °C, mas que poucos
descrevem com sucesso a estocagem por longos periodos.

Hanna & Towill (1995) citam a importancia do armazenamento a
longo prazo de estocagem como sendo o maior objetivo em programas de
pesquisa, j4 que muitos estudos, na literatura, falam sobre armazenamento por
curtos periodos e mostram sobrevivéncia ao NL, mas ndo trazem informagio
sobre armazenamento por longos periodos.

Segundo Lynch et al. (1994), a durag@o do armazenamento criogénico
ndo afeta o potencial embriogénico de suspensdes celulares reestabelecidas de
material degelado, recuperando-se mais rapidamente apds o degelo do que as
culturas ndo embriogénicas.

Nos experimentos com esporos de Dicksonia sellowiana, envolvéndo
periodos maiores de armazenamento em NL (15, 30 e 90 dias), observou-se
grande viabilidade do material, superando, apdés 30 dias, até mesmo a
capacidade germinativa dos esporos ndo congelados, confirmando as
observagdes de Bhojwani & Razdan (1983). Esse comportamento germinativo
superior dos esporos de Dicksonia sellowiana, pode ter sido causado em
decorréncia de estresse osmotico, a que sdo submetidos com o congelamento,

acelerando a absor¢do de dgua e, consequentemente, a germinagio.



3.2- EFEITO DOS MEIOS LIQUIDOS DE DYER E MS, DE
CONCENTRACOES SALINAS DO MEIO LiQUIDO MS E DE
CONCENTRACOES DE SACAROSE NA GERMINACAO E
CRESCIMENTO INICIAL DE GAMETOFITOS

As Figuras 6-A e 6-B mostram as porcentagens de germinagdo de
esporos de D. sellowiana, apds 7 e 14 dias de cultivo nos meios Dyer e MS,
acrescidos de 0, 1, 2, 3, 4 e 5% de sacarose.

A Figura 6-A mostra que os esporos cultivados por 7 dias em meio de
Dyer, sem adicdo de sacarose ou acrescido de 1, 2, 3, 4, ¢ 5 % de sacarose,
apresentaram porcentagens de germinagdo estatisticamente semelhantes entre si.
J& para os esporos que germinaram em meio MS, houve diferenga significativa
entre as porcentagens de germinagdo dos meios cujas concentra¢des de sacarose
foram 0%, 4% e 5%. Quando se compara o meio de Dyer com o meio MS,
observa-se que as porcentagens de germinagdo foram estatisticamente superiores
para os esporos que germinaram em meio de Dyer, acrescido de 4 e 5% de
sacarose, e inferiores para os esporos que germinaram em meio MS, acrescido
das mesmas concentragdes de sacarose. |

A Figura 6-B mostra que esporos de D. sellowiana, cultivados por 14
dias em meio de Dyer, sem adi¢do de sacarose, apresentaram porcentagens de
germinagdo estatisticamente superiores aos demais tratamentos. Esporos
cultivados em meio MS, sem adig¢do de sacarose, apresentaram porcentagens de
germinagdo estatisticamente semelhantes aos esporos cultivados em meio de
Dyer, com adigdo de 1 e 2 % de sacarose. Da mesma forma, esporos cultivados
em meio de Dyer, com adi¢do de 3, 4 e 5 % de sacarose, ndo apresentaram
porcentagens de germinagdo estatisticamente diferentes entre si. A germina¢do
em meio de Dyer foi sempre estatisticamente superior a germina¢do em meio

MS, em todas as concentragdes de sacarose, apds 14 dias.
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Figuras 6-A, B e C- Germinagdo de esporos de D. sellowiana cultivados em
meios de Dyer e MS liquidos acrescidos com 0, 1, 2, 3,4 ¢
5% de sacarose ap0s 7 dias de cultivo (A), 14 dias de cultivo
(B) e 21 dias de cultivo (C). Letras minasculas diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos, para
cada dia de avaliagdo de germinagéo.
6-A- Germinagdo de esporos de D. sellowiana apds 7 dias de
cultivo em meios de Dyer e MS liquidos acrescidos com 0,

1,2, 3,4 e 5% de sacarose.
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Figura 6-B- Germinagao de esporos de D. sellowiana ap6s 14 dias de cultivo em

meios MS e Dyer liquidos acrescidos com 0, 1, 2, 3, 4 e 5% de

sacarose.
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Apds 21 dias de cultivo (Figura 6-C), as maiores porcentagens de
germinagdo de esporos de D. sellowiana ocorreram para esporos cultivados nos
meios MS e de Dyer, sem adi¢do de sacarose. Os esporos cultivados em ambos
os meios com adi¢do de sacarose apresentaram porcentagens de germinagdo
estatisticamente semelhantes entre si.

A Figura 7 mostra o incremento em massa fresca de gametodfitos de D.
sellowiana, produzidos a partir de esporos cultivados durante 30 dias, em meios
de Dyer e MS acrescidos de sacarose a 0, 1, 2, 3, 4 e 5%. Observa-se que os
menores incrementos em massa fresca ocorreram para gametdfitos que
cresceram em meio de Dyer e MS, sem adi¢do de sacarose, e em meio MS com
adigdo de 5% de sacarose, que apresentaram aumento de massa fresca
estatisticamente inferiores aos demais tratamentos. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no incremento de massa fresca de gametofitos
cultivados em meio de Dyer com adig¢do de 1, 2, 3, 4 e 5% de sacarose, € em
meio MS com adi¢do de 1, 2, 3 e 4% de sacarose. Nota-se que a auséncia de
sacarose e concentragdo de 5% de sacarose causaram
os menores incrementos de massa fresca de gametoéfitos crescidos em meio MS,
o que ndo foi verificado para o meio de Dyer.

A Figura 8 mostra a variagdo na massa seca para gametofitos de D.
sellowiana originados de esporos cultivados por 30 dias em meios liquidos de Dyer
e MS acrescidos de 0, 1, 2, 3, 4 e 5% de sacarose. O aumento de massa seca foi
estatisticamente superior para gametdfitos crescidos em meio de Dyer, quando
comparados aos gametofitos crescidos em meio MS, com excecdo dos meios
acrescidos de 2% de sacarose. Os gametdfitos cultivados em meio de Dyer,
suplementado com 5% de sacarose, apresentaram aumento de massa
estatisticamente semelhante aos cultivados em meios suplementados com 3 e 4%
de sacarose. J& os cultivados em meios suplementados com 1 e 2% de sacarose

apresentaram aumento de massa inferior aos cultivados em sacarose 5%, mas
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Figura 6-C- Germinagdo de esporos de D. sellowiana apds 21 dias de cultivo em

meios MS e Dyer liquidos acrescidos com 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5% de
sacarose
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Figura 7- Massa fresca de gametofitos de D. sellowiana produzidos a partir de
esporos cultivados durante 30 dias em meios de Dyer e MS liquidos
acrescidos de sacarose a 0, 1, 2, 3, 4 e 5%. Letras minusculas

diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos.
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Figura 8- Massa seca de gametéfitos de D. sellowiana produzidos a partir de
esporos cultivados durante 30 dias em meios de Dyer e MS liquidos
acrescidos de sacarose a 0, 1, 2, 3, 4 e 5%. Letras minusculas

diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos.
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semelhantes aos crescidos com 3 e 4% de sacarose. Os tratamentos onde os
gametofitos cresceram em meios de Dyer e MS sem adicdo de sacarose
apresentaram a maior reducdo de massa seca em relagdo ao peso inicial dos

esporos, o mesmo sendo observado para o meio MS com adigdo de 5% de sacarose.

A Figura 9 mostra a germinagdo de esporos de D. sellowiana
cultivados em meio MS e meio MS diluido a Y2 e Y4 da concentragéo salina total.
Apos 7 dias, as porcentagens de germinagdo dos tratamentos MS Y% e MS
foram estatisticamente semelhantes. Ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os tratamentos MS 2 e MS, mas houve diferenca entre os
tratamentos MS e MSV. Apos 14 dias, as porcentagens de germinagio de
esporos cultivados em meio MS %2 e MS Y ndo diferiram estatisticamente entre
si, mas diferiram do tratamento MS. Apo6s 21 dias, observa-se diferenca
estatisticamente significativa entre a germinacéo de esporos em meio MS e MS
¥5. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a germinag¢do em

meio MS e meio MS Va.

A Figura 10 mostra a porcentagem de aumento de massa fresca de
gametofitos de D. sellowiana provenientes de esporos cultivados em meio MS e
meio MS diluido a %2 e % durante 30 dias. As porcentagens de aumento de
massa ndo diferem estatisticamente entre si para os tratamentos MS % e MS.
Também ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o aumento de
massas de gametofitos crescidos em meio MS e meio MS Y. Entretanto, houve
diferenga significativa entre o aumento de massas de gametofitos crescidos em

meio MS %2 e MS V.

A Figura 11 mostra que houve redugdo de massa seca para
gametofitos de D. sellowiana originados de esporos, cultivados por 30 dias em
meio MS liquido e meio MS liquido nas dilui¢des %2 e Y. Observou-se uma
redugdo da massa seca de gametdfitos, quando comparada ao peso inicial

dos esporos para todos os tratamentos.
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Figura 9- Germinagdo de esporos de D. sellowiana cultivados em meio MS, MS
%2 e MS Y4 liquidos. Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos, para cada dia de avaliagio de
germinacao.
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Figura 10- Variagdo na massa fresca de gametoéfitos de D. sellowiana apds 30

dias de embebicdo em meio MS liquido e meio MS liquido nas
dilui¢cdes 2 e V4. Letras minusculas diferentes indicam diferengas

significativas entre os tratamentos.
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Figura 11- Variagdo na massa seca de gametofitos de D. sellowiana apds 30 dias
de cultivo em meio MS liquido e meio MS liquido nas dilui¢gdes % e
Ya. Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas

entre os tratamentos.
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Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos.

3.3-EFEITO DE MEIOS SOLIDOS DE DYER E MS, DE CONCENTRACOES
SALINAS DE MEIOS SOLIDOS MS E DE SACAROSE NO CRESCIMENTO
DOS GAMETOFITOS PRODUZIDOS NO MEIO LIQUIDO DE DYER

A Figura 12 mostra o aumento de massa fresca de gametofitos de D.
sellowiana, cultivados por 60 dias em meio de Dyer liquido e transferidos para
os meios MS e de Dyer, acrescidos de 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5% de sacarose e
solidificados com 0,2% de Phytagel® (Sigma). Apdés 130 dias em meio
solidificado, os gametdfitos crescidos em meio MS acrescido ou nédo de sacarose
apresentaram porcentagens de incremento de massa fresca estatisticamente
superiores aos gametofitos crescidos em meio de Dyer, com excegdo dos
gametofitos crescidos em ambos os meios acrescidos de 4% de sacarose. As
porcentagens de aumento de massa fresca estatisticamente maiores foram
apresentadas por gametéfitos cultivados em meio MS, acrescido de 1, 2, 3 € 4%
de sacarose e de Dyer, acrescido de 4% de sacarose. As porcentagens de
incremento de massa fresca estatisticamente menores foram apresentadas pelos
gametofitos crescidos em meios MS e de Dyer, sem adi¢do de sacarose e de

Dyer com adigdo de 3 e 5% de sacarose.

A Figura 13 mostra a porcentagem de variagdo de massa seca de
gametédfitos de D. sellowiana, cultivados por 60 dias em meio de Dyer
transferidos para os meios MS e de Dyer acrescidos de 0, 1, 2, 3, 4 e 5% de
sacarose e solidificados com 0,2% de Phytagel® (Sigma). Apds 130 dias de
desenvolvimento em meio solidificado, as maiores porcentagens de aumento

de massa seca foram obtidas com .gametdfitos cultivados em meio MS,
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Figura 12- Variagdo na massa fresca de gametodfitos de D. sellowiana

produzidos a partir de gametofitos cultivados durante 60 dias em

meios de Dyer liquido tranferidos para os meios de Dyer e MS

solidificados com 0,2% de Phytagel® e acrescidos de sacarose a 0, 1,

2, 3, 4 e 5%. Letras minusculas diferentes indicam diferengas

significativas entre os tratamentos.



66

150 : T
S lD |
S 100 { l@Dyerj
[P :
v :
2 50 -
< i
= _
] 0 -
@]
= ;
L
£ -50 -
3 Z
=
-100 -

Concentragdo de Sacarose (%)

Figura 13- Variagdo na massa seca de gametofitos de D. sellowiana produzidos
a partir de gametofitos cultivados durante 60 dias em meios de 'Dyérr
liquido tranferidos para os meios de Dyer e MS solidificados com
0,2% de Phytagel® e acrescidos de sacarose a 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5%.
Dados apds 130 dias. Letras mintsculas diferentes indicam

diferengas significativas entre os tratamentos.
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suplementado com 1, 3, 4 e 5% de sacarose. Houve aumento de massa seca
apenas para gamet6fitos cultivados em meio de Dyer, suplementado com 4% de
sacarose. Observa-se que o meio MS, acrescido de sacarose, foi mais eficiente

que o meio de Dyer na promoc¢ao do crescimento de gametofitos.

A Figura 14 mostra o incremento de massa fresca de gametofitos de
D. sellowiana, cultivados por 60 dias em meio de Dyer liquido e transferidos
para os meilos MS com a concentracdo salina total ou diluida 2 e Y,
solidificados com 0,2% de Phytagel® (Sigma). Apos 130 dias de
desenvolvimento em meio solidificado, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na porcentagem de incremento de massa fresca, para gametofitos

crescidos em meio MS ou meio MS com a concentragdo salina total ou reduzida.

A Figura 15 mostra a variagdo na massa seca de gametofitos de D.
sellowiana, cultivados por 60 dias em meio de Dyer liquido, e transferidos para
os meios MS e meio MS nas dilui¢cdes %2 e Y solidificados com 0,2% de
Phytagel® (Sigma). Apos 130 dias, gametofitos crescidos em todos os
tratamentos apresentaram redugao estatisticamente significativa de massa inicial.
Gametofitos crescidos em meio MS apresentaram reducdo de massa seca

estatisticamente menor do que os outros tratamentos.

Camloh (1993) enfatiza a necessidade de uma esterilizagdo eficaz para
um estudo mais prolongado dos gametdfitos de Platycerium bifurcatum, que
apresentaram desenvolvimento estatisticamente superior em meio liquido,
quando comparado ao solidificado, ndo havendo necessidade de sacarose para
seu crescimento inicial. Os resultados obtidos com D. sellowiana estdo de
acordo com os de Camloh (1993), onde também foram testados varios
métodos de esterilizacdo, ¢ onde as porcentagens de germinagdo foram

estatisticamente superiores em meio liquido sem adigdo de sacarose.
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Figura 14- Variagdo na massa fresca de gametofitos de D. sellowiana
produzidos a partir de gametoéfitos cultivados durante 60 dias em
meios de Dyer liquido tranferidos para os meios MS e meio Ms nas
dilui¢des /2 e Y solidificados com 0,2% de Phytagel®. Dados apds
130 dias. Letras minasculas diferentes indicam diferengas

significativas entre os tratamentos.
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Figura 15- Variagdo na massa seca de gametdfitos de D. sellowiana produzidos

a partir de gametofitos cultivados durante 60 dias em meios de Dyer
liquido tranferidos para os meios MS e meio Ms nas diluigdes 2 e V4
solidificados com 0,2% de Phytagel®. Dados apos 130 dias. Letras
minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os

tratamentos.
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Fernandez et al. (1997 a) observaram que gamet6fitos de Osmunda
regalis L. cresceram melhor em meio KP (Knop) diluido enquanto que o
crescimento foi inibido em meio MS e MSY, cujos potenciais osmdticos sdo
mais negativos. O mesmo pode ter ocorrido para os gametodfitos de D.
sellowiana, j4 que o meio MS apresenta maior concentracdo de sais do que o
meio Dyer. Quando gametofitos de D. sellowiana foram cultivados por 60 dias
em meio Dyer e subcultivados por 130 dias em meios Dyer ou MS solidificados
e acrescidos de sacarose, o meio MS mostrou-se superior ao Dyer, promovendo
aumento de massa fresca e seca. A presenca de sacarose e a constituigdo salina

do meio mostraram-se essenciais em promover o crescimento de gametofitos.

3.4- EFEITO DE BAP NA GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL DE
GAMETOFITOS EM MEIO LIQUIDO E SOLIDO

A Figura 16 mostra a germinagdo de esporos de D. sellowiana
cultivados durante 21 dias, em meio de Dyer acrescido de BAP, nas
concentragdes 0 M, 107M, 5x107M, 10°M e 10°M. Apés 7 dias de cultivo em
meio de Dyer, a porcentagem de germinac¢do dos esporos, cultivados em meio
com BAP, na concentracdo 10M, foi estatisticamente semelhante ao tratamento
sem adicdo desta citocinina. Esses valores foram estatisticamente superiores aos
demais tratamentos. As porcentagens de germinagdo, apds 7 dias, para os demais
tratamentos com adi¢do de citocinina, ndo diferiram estatisticamente entre si.
Apods 14 dias de cultivo dos esporos em meio de Dyer, os tratamentos sem
adicdo de BAP e com adi¢io de BAP a 10’M apresentaram porcentagens de

germinagao
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Figura 16- Germinagdo de esporos de D. sellowiana cultivados em meio de Dyer
acrescido de BAP nas concentragdes OM, 10'M, 5x10M, 10°M e
10°M. Letras mindsculas diferentes indicam diferengas significativas
entre os tratamentos, para cada dia de avaliagdo de germinagao.
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estatisticamente  superiores, quando comparadas aos demais tratamentos. As
maiores concentragdes do regulador de crescimento apresentaram porcentagens de
germinagdo estatisticamente inferiores, apos 14 dias de cultivo em meio de Dyer.
Apos 21 dias de cultivo em meio de Dyer, a porcentagem de germinagdo
apresentou-se estatisticamente superior para amostras de esporos crescidas em meio
com adigio de BAP a 10"M. Houve um aumento na porcentagem de germinagio
de amostras de esporos cultivados em meio de Dyer, com BAP a 5x107"M, apés 21
dias de cultivo, sobrepujando os valores do controle. As maiores concentragdes de
BAP resultaram em porcentagens de germinagdo estatisticamente inferiores, sendo

que a maior concentragdo causou inibig¢do total da germinag&o.

A Figura 17 mostra a germinagdo de esporos de D. sellowiana cultivados
durante 21 dias, em meio MS Y acrescido de BAP, nas concentragdes 0 M, 10™M,
5x107M, 10°M e 10°M. Apés 7 e 14 dias de cultivo, as porcentagens de germinago
foram estatisticamente semelhantes para esporos cultivados em meio MS Y,
acrescido de 10"M e 5x107M, e superiores aos demais tratamentos. A maior
concentragdo de BAP (10°M) foi a que causou maior inibi¢do na germinagdo, em
todas as avaliagdes. Apds 14 dias de cultivo, os gametofitos crescidos em meio MS
Y, sem adi¢io de BAP e com adi¢io de BAP na concentragio 10°M, ndo diferiram
estatisticamente entre si. Apds 21 dias de cultivo, os tratamentos sem adi¢do de BAP
e com adicio de BAP 10"M ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre as porcentagens de germinagdo, sendo os valores superiores aos
dos demais tratamentos. A maior concentragdo de BAP induziu inibig¢do total de

germinagdo em todos os dias de avaliago.

A Figura 18 mostra a porcentagem de aumento de massa fresca para
gametofitos cultivados por 28 dias, em meio MS Y4 e Dyer, acrescidos de BAP
nas concentragdes 0 M, 10'7M, 5x10'7M, 10°M e 10°M. O maior incremento de

massa ocorreu em gametofitos crescidos em meio MS V4 acrescido de 10'M e

5x107M de
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Figura 17- Germinagdo de esporos de D. sellowiana cultivados em meio MS V4
acrescido de BAP nas concentragdes OM, 10"M, 5x10M, 10°M e
10°M. Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos, para cada dia de avaliagdo de
germinagdo.
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Figura 18- Variagdo na massa fresca de gametéfitos de D. sellowiana apods 28
dias de cultivo em meios MS % e de Dyer acrescidos de BAP nas
concentragdes 0 M, 10'7M, 5x107M, 10°™M e 10°M. Letras
mindsculas diferentes indicam diferengas significativas entre os

tratamentos.
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BAP. Os gametofitos cultivados por 28 dias, em meio de Dyer acrescido de 10°M
de BAP e em meios MS Y e de Dyer acrescidos de BAP a 10°M, apresentaram
redugdo estatisticamente siginficativa na porcentagem de incremento de massa
fresca, quando comparada a massa inicial de esporos. Gametéfitos cultivados por
28 dias, em meios MS Y4 e Dyer sem adi¢do de BAP, ndo apresentaram diferengas
no incremento de massa fresca, que foi semelhante ao meio MS acrescido de 10°

M e meio Dyer acrescido de 10"M e 5x10”"M de BAP.

A Figura 19 mostra a variagdo na massa seca de gametofitos
cultivados por 28 dias, em meio MS Y% e Dyer, acrescidos de BAP nas
concentragdes 0 M, 10'7M, 5x10'7M, 10°M e 10°M. Todos os tratamentos
apresentaram redugdo na porcentagem de massa seca dos gametofitos, quando
comparados com a massa inicial de esporos. Em meio de Dyer, concentra¢des

crescentes de BAP causaram redugdes diretamente proporcionais na massa seca.

A Figura 20 mostra a porcentagem de incremento de massa fresca para
gametoéfitos cultivados por 32 dias, em meio liquido de Dyer, tranferidos para
meio MS acrescido de 2% de sacarose, 0,2% de Phytagel e BAP nas
concentracoes 0 M, 10"M, 5x10"M e 10°M, durante 68 dias. Apds 68 dias,
observou-se um aumento da massa fresca dos gametdfitos em todos os
tratamentos, sendo os maiores obtidos pelo tratamento sem adigdo de BAP e
com a adi¢io de 10'M de BAP. O menor aumento de massa fresca foi
apresentado pelos gametéfitos crescidos em meio acrescido de 10°M de BAP,

ou seja, a maior concentragdo utilizada no experimento.

A Figura 21 mostra a porcentagem de incremento de massa seca para
gametofitos cultivados por 32 dias, em meio liquido de Dyer, tranferidos para
meio MS acrescido de 2% de sacarose, 0,2% de Phytagel e BAP nas
concentragdes 0 M, 10'7M, 5x107M e 10°M por 68 dias. Houve incremento de

massa seca em todos os tratamentos. Nao houve diferenga estatisticamente
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Figura 19- Variacdo da massa seca de gameté6fitos de D. sellowiana apos 28 dias
de cultivo em meios MS % e de Dyer acrescidos de BAP nas
concentracdes 0 M, 10'7M, 5x10'7M, 10°M e 10°M. Letras
minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os

tratamentos.
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Figura 20- Variag@o da massa fresca de gametofitos de D. sellowiana ap6s 32
dias de cultivo em meio de Dyer, transferidos por 68 dias para meio
MS acrescido de 2% de sacarose, 0,2% de Phytagel™ e BAP nas
concentragdes 0 M, 107M, 5x107M e 10°M. Letras minusculas

diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos.
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Figura 21- Variagdo de massa seca de gametofitos de D. sellowiana apos 32 dias
de cultivo em meio de Dyer, transferidos por 68 dias para meio MS
acrescido de 2% de sacarose, 0,2% de Phytagel™ e BAP nas
concentragdes 0 M, 107M, 5x10"M e 10°M. Letras minusculas

diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos.
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significativa no incremento de massa seca de gametofitos crescidos na presenga
~ - -7 A . . .
de BAP, na concentragdes 10'M e 5x10"M ou na auséncia desta citocinina

sintética, porém, o menor incremento foi obtido na presenca de BAP a 10"°M.

O BAP a 10"M promoveu a germinagéo de esporos de D. sellowiana
em meio de Dyer, apds 21 dias de cultivo. O BAP nfo teve efeito na promogdo
de germinacdo de esporos de D. sellowiana em meio MS Y. Apds 28 dias de
cultivo em meio de MS Y acrescidos ou ndo de BAP a 107 M, 5X10"M e 10°M
produziram aumento de massa fresca. Gametofitos cultivados por igual periodo
em meio Dyer, acrescidos de 0, 107 M e 5X10"M, também produziram
aumento de massa fresca. Os tratamentos 10°M em meio MS e 10°M e 10°M
em meio Dyer apresentaram reducdo da massa fresca. Todos os tratamentos em

ambos os meios produziram redugdo de massa seca.

Quando gametofitos cultivados por 32 dias em meio Dyer liquido
foram transferidos por 68 dias para meio MS solidificado com 0,2% de
Phytagel e acrescido de sacarose a 2% e BAP a 0, 10'M, 5x10"'M e 10°M, o
menor aumento em massa fresca foi apresentado pelos gametoéfitos crescidos em
meio MS, acrescido de BAP a 10'6M, o mesmo sendo constatado para a massa
seca. Entretanto, em decorréncia da limitacdo da duracdo destes experimentos,
ndo foi possivel observar se 0 BAP teria algum efeito em acelerar o surgimento

de esporofitos de D. sellowiana.

Kuriyama et al. (1990) estudaram o efeito de citocininas na produgdo
de esporofitos a partir de gametéfitos de Equisetum arvense, concluiram que
BAP foi a mais efetiva citocinina sintética na produgdo de ramos esporofiticos
nessa cultura.

O crescimento de gametdfitos de Blechnum spicant foi 6timo em meio
MS liquido, com 16 horas de fotopériodo, e ndo foi afetado por altera¢des entre

4,7 e 8,7 no pH (Fernandez et al., 1997 b), fato confirmado neste trabalho, para
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D. sellowiana em meio MS solidificado. Gametofitos de Dryopteris affinis sp.
affinis foram cultivados em meio MS, onde variagGes na composi¢do do meio,
acucar, agar e diferentes valores de pH foram testados. A adigdo de
benziladenina (4,43 uM) e 4cido naftaleno acético (0,53 pM) aumentou a
proliferacdo dos gametodfitos de Dryopteris affinis sp. affinis (Fernandez et al.,
1996 b). Entretanto, neste trabalho, ndo foi testada a interagdo entre citocininas e

auxinas na proliferacdo de gametofitos.

3.5- EFEITO DA INTENSIDADE LUMINOSA NA GERMINACAO E
CRESCIMENTO INICIAL DE GAMETOFITOS EM MEIO LIQUIDO

A Figura 22 mostra curvas de germinagdo de esporos de D. sellowiana
cultivados durante 49 dias, em meio de Dyer, sob caixas revestidas com tela
“sombrite”, para reduzir a luminosidade total em 50, 64, 80 e 95%, e mantidas
em condi¢des ambientais, nas dependéncias do departamento de Botéanica da
UFSC. Néo houve germinag¢do apos 7 dias. Apds 14 dias de cultivo em meio de
Dyer, as porcentagens de germinagdo de esporos em caixas com 80 e 95% de
reducdo da luminosidade ndo diferiram estatisticamente entre si, sendo maiores
que as dos outros tratamentos. Também n&o houve diferenga estatisticamente
significativa entre as porcentagens de germinacdo de esporos cultivados em
meio de Dyer e submetidos a redug¢des de luminosidade de 50 e 64%. Apds 21
dias de cultivo em meio de Dyer, a porcentagem de germinacdo de esporos, sob
reducdo de 80% de luminosidade, foi estatisticamente superior aquelas dos
outros tratamentos. Esporos cultivados em meio de Dyer, sob reducdo de 95%
de luminosidade, apresentaram porcentagens de germinagdo estatisticamente
superiores as porcentagens de germinagdo dos esporos mantidos sob redugdo

de 50 e 64% da luminosidade, apos 21 dias. Apos 28 dias de cultivo em meio de
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Figura 22- Germinagdo de esporos de D. sellowiana cultivados em meio de Dyer
‘por 49 dias sob redugdo de 50, 64, 80 e 95% na intensidade
luminosa. Letras minusculas diferentes indicam diferengas
significativas entre os tratamentos, para cada dia de avaliagdo de
germinagao.
®reducgio de 50% da luminosidade total
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Aredugdo de 80% da luminosidade total

X reducdo de 95% da luminosidade total
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Dyer, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as porcentagens
de germinag¢do nos diferentes tratamentos. Apds 35 dias, a porcentagem de
germinagdo foi estatisticamente superior para esporos mantidos sob redugéo de
80% da luminosidade total. Esporos cultivados em meio de Dyer e mantidos sob
redugdo de 50 e 64% de luminosidade apresentaram porcentagens de
germinagdo estatisticamente semelhantes entre si, apds 35 dias. A porcentagem
de germinagdo de esporos mantidos sob 95% de redugdo da luminosidade foi
estatisticamente inferior aquelas dos demais tratamentos, apds 35 dias,
mantendo a média de germinagdo de duas semanas anteriores. Apos 42 dias de
cultivo em meio de Dyer, nio houve diferenga estatisticamente significativa
entre os tratamentos. Entretanto, apds 49 dias, a porcentagem de germinagdo de
esporos cultivados em meio de Dyer e mantidos sob reducdo de 64% da
luminosidade total foi estatisticamente superior a germinagdo de esporos

mantidos sob reducdo de 95% da luminosidade.

A Figura 23 representa o teor de agucares soliveis totais contido em
amostras de gametofitos de D. sellowiana cultivados em meio de Dyer, por 48
dias, e crescidos em intensidades luminosas reduzidas a 50, 64, 80 ¢ 95% da
intensidade luminosa total. O maior teor de agucares foi observado em

gametofitos crescendo com 80% de reducdo da luz total.

A Figura 24 mostra o teor de clorofila a presente em amostras de
gametofitos de D. sellowiana, provenientes de esporos que germinaram em meio
de Dyer, por 48 dias, com reducdes de luminosidade de 50, 64, 80 e 95%. Houve
um aumento estatisticamente significativo de clorofila a, nas amostras de
gametodfitos de D. sellowiana crescidos sob redugdo de luminosidade de 80 e
95%. Este padrdo estatistico voltou a se repetir para os teores de clorofila b

(Figura 25) e de clorofila total (Figura 26).
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Figura 23- Teor de agucares soldveis totais presente em amostras de esporos e
gametofitos de D. sellowiana cultivados em meio de Dyer por 48
dias sob redug¢do de luminosidade de 50, 64, 80 e 95%. Letras
minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os

tratamentos.



Clorofila a (ug/mg peso fresco)

84

400 -
a a
300 -
b
b
200 -
i
100 -
0 . S | -
50% 64% 80% 95%
Redugdo da Intensidade Luminosa

Figura 24- Teor de clorofila a presente em amostras de gametofitos de D.
sellowiana cultivados em meio de Dyer por 48 dias sob redugdo de
luminosidade de 50, 64, 80 e 95%. Letras minutsculas diferentes

indicam diferengas significativas entre os tratamentos.
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Figura 25- Teor de clorofila b presente em amostras de gametdfitos de D.
sellowiana cultivados em meio de Dyer por 48 dias sob redugdo de
luminosidade de 50, 64, 80 e 95%. Letras minusculas diferentes

indicam diferencas significativas entre os tratamentos.
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Figura 26- Teor de clorofila total presente em amostras de gametofitos de D.
sellowiana cultivados em meio de Dyer por 48 dias sob redugdo de
luminosidade de 50, 64, 80 e 95%. Letras minuasculas diferentes

indicam diferencgas significativas entre os tratamentos.
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A Figura 27 mostra a porcentagem de aumento de massa fresca de
gametofitos de D. sellowiana provenientes de esporos cultivados em meio de Dyer,
por 48 dias, sob caixas cobertas com tela “sombrite”. Nota-se um aumento de
massa fresca estatisticamente significativo para gametdfitos de D. sellowiana
crescidos sob a maior redugdo de luminosidade total, ou seja, 95%. As massas
frescas de gametdfitos crescidos sob reduges intermedidrias de luminosidade (64 e
80%) ndo diferiram estatisticamente entre si. Entretanto, gametofitos de D.
sellowiana cultivados em meio de Dyer sob reducdo de luminosidade de 50%
apresentaram menor massa fresca do que os que cresceram sob reducdo de 80% e

95% de luminosidade, ndo diferindo dos crescidos sob redugéo de 64% da luz total.

As florestas apresentam muitas variagdes nos ambientes luminosos, e
isto pode afetar a comunicagdo entre os animais, entre animais e vegetais, a
fotossintese e a morfogénese vegetal. A estrutura das florestas leva a quatro
principais habitats quando o sol ndo estd encoberto por nuvens: mata fechada,
mata, pequenas brechas e grandes brechas de luminosidade. Estes sdo
caracterizados pelos espectros de luz verde-amarelo, azul-cinza, avermelhado e

branco, respectivamente (Endler, 1993).

Na América Tropical, a espécie Dicksonia sellowiana ocorre na

Floresta Ombrofila Densa (Tryon & Tryon,1982).

Os esporos de Dicksonia sellowiana sdo fotoblasticos positivos e
atingem a maxima porcentagem de germinagdo a 23+2°C em luz branca apds
sete dias de cultivo, (Filippini et al., 1999). Neste trabalho, foram necessarios
métodos rigorosos de desinfec¢do para tornar possivel o posterior subcultivo de
gametdfitos em meios enriquecidos com sacarose. Dessa maneira, a germinago
mostrou-se mais lenta, e as avalia¢gdes foram realizadas semanalmente ou a cada
10 dias, sendo que os experimentos de germina¢do duravam 3 semanas ou mais,

dependendo dos tratamentos.



88

R a
X b
- f be
S 754 ¢
2 .
.
B ;
S 50
(D) :
-c t
8 t
£ !
g 25-
5 .
S
E .
0. - e - e -
50% 64% 80% 95%
Redugdo da Intensidade Luminosa

Figura 27- Variacdo da massa fresca de gametofitos de D. sellowiana apds 90
dias de cultivo em meio de Dyer sob redugéo de luminosidade de 50,
64, 80 e 95%. Letras minusculas diferentes indicam diferengas

significativas entre os tratamentos.
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Quando esporos de D. sellowiana foram cultivados durénte 49 dias
sob reducdo de intensidade luminosa de 50, 64, 80 e 95%, em condi¢des
ambientais de temperatura e insolagdo, os valores de porcentagem de
germinac¢do foram muito préximos nos 4 tratamentos, mas redugdo de 64% da
luminosidade total propiciou germinagdo estatisticamente superior a redugdo de
95% de luminosidade. Entretanto, inicialmente, as maiores porcentagens de
germinagdo ocorreram nas maiores redugdes de intensidade luminosa (80 e
95%) o que estd de acordo com Filippini et al. (1999) que obtiveram
porcentagens de germinagdo mais altas com redugdes de intensidade luminosa

de 74, 81 e 96%, apos 10 dias de cultivo.

Neste trabalho, o retardamento da germinac¢do pode ter ocorrido
devido ao processo de esterilizagdo bem como as condi¢Ges ambientais a campo

durante o experimento.

Gametofitos de D. sellowiana, cultivados sob redugdo de
luminosidade de 80 e 95%, mostraram maiores teores de clorofilas totais do que

os cultivados com redugdes de luminosidade de 50 e 64%.

Nada h4, na literatura cientifica, sobre os niveis de clorofila em
pteriddfitas, tornando inédito este trabalho. Assim sendo, utilizamos estudos
feitos com algumas angiospermas, que mostraram comportamento semelhante

ao das peteridofitas para a discussédo dos resultados.

Por exemplo, sementes de Citrus paradisi e Citrus sinensis
germinaram sem reducdo de luminosidade (luz solar total) ou sombreamento de
50% e 90%. O conteudo de clorofila total nas folhas foi maior nas plantulas
crescidas com 90% de redugdo da intensidade luminosa (Syvertsen & Smith,

1984).
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Observou-se maior teor de agucares soluveis totais em gametéfitos de
D. sellowiana crescendo sob 80% de redugdo da luz solar total maxima o que
poderia indicar ser esta uma espécie que necessita de sombreamento para seu

desenvolvimento inicial.

Este estudo sobre D. sellowiana ndo teve por objetivo investigar o
desenvolvimento de gametofitos e o aparecimento de esporofitos, sob diferentes
niveis de luminosidade, sendo que respostas a tais condi¢des de ambiente podem

vir a ser avaliadas em trabalhos futuros.
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4-CONCLUSOES

As maiores porcentagens de germinagédo de esporos de D. sellowiana foram
obtidas apds 14 e 21 dias, por meio de imersdo em NL, por 15 minutos e

degelo rapido ou lento.

2- Nao houve germinagdo dos esporos embebidos em solugdo de crioprotetor

4-

DMSO e que posteriormente haviam sido imersos em NL,

independentemente do degelo utilizado.

Apo6s 30 dias de cultivo, os esporos imersos por 15, 30 e 90 dias, em NL
apresentaram porcentagens de germinagdo estatisticamente superiores aos

esporos do controle, independentemente do tipo de degelo utilizado.

As maiores porcentagens de germinagdo de esporos de D. sellowiana foram
obtidas por meio de cultivo em meios MS e Dyer liquidos e sem adigdo de

sacarose, apOs 21 dias.
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5- A auséncia de sacarose ou concentragdes de 4 a 5% de sacarose causaram
redugdo de massa fresca de gametodfitos cultivados por 30 dias em meio MS,

o que ndo foi verificado para o meio de Dyer.

6- Gametofitos que cresceram por 30 dias em meios de Dyer e MS sem adigéo
de sacarose apresentaram a maior redug¢do de massa seca, 0 mesmo sendo
observado para o meio MS com adicdo de 5% de sacarose. Observou-se
reducdo da massa seca de gametofitos quando comparada ao peso inicial dos
esporos para todos os tratamentos em meio MS e MS diluido (Y4 e %)

liquidos.

7- Gametofitos sub-cultivados por 130 dias em meios de Dyer e MS
solidificados e acrescidos de sacarose foram provenientes de cultivo durante
60 dias em meio liquido de Dyer. O meio MS acrescido de sacarose (1 a 5%)
apresentou-se mais eficiente em promover o crescimento de gametoéfitos, do

que o meio de Dyer.

8- Houve um aumento na porcentagem de germinagdo de amostras de esporos
cultivados em meio de Dyer, com BAP a 10"M e 5x107M, apds 21 dias de

cultivo, sobrepujando os valores do controle.

9- Apo6s 21 dias de cultivo em meio MS Y acrescido de BAP, ndo houve
diferenca nas porcentagens de germinagdo do controle e de BAP a 10"M, que

foram maiores que para os demais tratamentos



10- Houve redugdo de massa seca de gametdfitos cultivados por 28 dias em

meio MS % e Dyer, acrescidos de BAP a 107, 5x107, 10 e 10°M.

11- Os maiores niveis de luz (50 e 64% de redugdo da luz total) causaram um
retardamento inicial na germinagdo e uma redugdo no crescimento e

desenvolvimento dos gametofitos.

12- Houve um aumento inicial na germinacdo e nos teores de clorofila dos
gametofitos cultivados nos menores niveis de luz (80 e 95% de luz total) e
aumento nos niveis de agucares, quando cultivados com reducio de 80% da

luz total.
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6- ANEXOS

PRANCHA 1-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana cultivados por 30 dias, em meio
Dyer liquido (1), embebidos previamente por duas horas em solugdo
crioprotetora (2), previamente imersos em NL e degelados de forma rapida (3),
previamente imersos por 15 minutos em NL e degelados de forma lenta (4),
embebidos previamente por duas horas em solugdo crioprotetora, imersos por 15
minutos em NL e degelados de forma répida (5) e lenta (6), cultivados sob luz
fluorescente branca, em fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2°C.
Fotografias obtidas com microscopio de fluorescéncia (Bx40 — Olympus-

PM20- Exposure Control Unit), com aumento de 10-40X.
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PRANCHA 2-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana cultivados por 40 dias em meio
Dyer liquido. Os esporos foram previamente imersos por 15 dias em NL,
degelados de forma répida (7) e lenta (8), previamente imersos por 30 dias em
NL, degelados de forma rapida (9) e lenta (10), cultivados sob luz fluorescente
branca, em fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2°C. Fotografias
obtidas com microscépio de fluorescéncia (Bx40 — Olympus- PM20- Exposure

Control Unit), com aumento de 10X.
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PRANCHA 3-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana cultivados por 40 dias em meio
Dyer liquido. Os esporos foram previamente imersos por 90 dias em NL,
degelados de forma répida (11) e lenta (12), cultivados sob luz fluorescente
branca, em fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2°C. Fotografias
obtidas com microscopio de fluorescéncia (Bx40 — Olympus- PM20- Exposure
Control Unit), com aumento de 10X.

Gametofitos de Dicksonia sellowiana com 120 dias em vaso com solo
coquim (13). Esporos foram previamente imersos por 15 minutos em NL,
degelados de forma rapida (vaso a direita) ou lenta (vaso a esquerda) e
cultivados em meio Dyer por 60 dias sob luz fluorescente branca, em

fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2°C.
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PRANCHA 4-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana cultivados por 35 dias em meio
Dyer liquido sem sacarose (14), acrescido de 1% de sacarose (15 de 2% de
sacarose (16), de 3% de sacarose (17), de 4% de sacarose (18) e de 5% de
sacarose (19). Fotografias obtidas com microscopio de fluorescéncia (Bx40 —

Olympus- PM20- Exposure Control Unit), com aumento de 10X.
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PRANCHA 5-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana cultivados por 35 dias em meio
MS liquido sem sacarose (20), acrescido 1% de sacarose (21) e acrescido de
sacarose 2% (22), sob luz fluorescente branca, em fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. Fotografias obtidas com microscépio de fluorescéncia

(Bx40 — Olympus- PM20- Exposure Control Unit), com aumento de 10X.
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PRANCHA 6-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana cultivados por 35 dias em meio
MS liquido acrescido de 3% de sacarose (23), de 4% de sacarose (24) e de 5%
de sacarose (25), sob luz fluorescente branca, em fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. Fotografias obtidas com microscopio de fluorescéncia

(Bx40 — Olympus- PM20- Exposure Control Unit), com aumento de 10X.
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PRANCHA 7-

Potes tipo “baby-food” contendo gametofitos de Dicksonia sellowiana
com 120 dias em meio MS solidificado, acrescido de sacarose a 0, 1, 2, 3, 4 e
5%. Os esporos foram cultivados previamente por 60 dias em meio Dyer liquido
(26). Esporos (7 dias) e gametofitos (21 dias) de Dicksonia sellowiana

cultivados em erlenmeyers contendo 20 ml de meio Dyer liquido (27).
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PRANCHA 8-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana com 90 dias em bandeja com
solo coquim. Os gametofitos sdo resultado da homogeneizagdo entre varios
tratamentos cultivados em meio liquido de Dyer (28) ou MS (29) com adigdo de

sacarose (0, 1, 2, 3, 4 e 5%).
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PRANCHA 9-

Gametofitos e espordfitos de Dicksonia sellowiana com 210 dias de
cultivo (30 e 31). O material ¢ resultado da homogeneizacdo entre gametodfitos
obtidos através de varios testes de germinagéo, cultivados inicialmente em meio

Dyer, incluindo esporos coletados em 1995, 1996 e 1998.
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PRANCHA 10-

Figura 32- Esporofito de Dicksonia sellowiana em vaso com solo coquim.

Plantula com 240 dias de cultivo.
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PRANCHA 11-

Gametofitos de Dicksonia sellowiana cultivados por 100 dias em meio
Dyer liquido sob redugdo de 50% da luminosidade total (33), 64% da
luminosidade total (34), 80% da luminosidade total (35) e 95% da luminosidade
total. Fotografias obtidas com microscépio de fluorescéncia (Bx40 — Olympus-

PM?20- Exposure Control Unit), com aumento de 10X.
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