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RESUMO

Sujeitas ao processo de extingdo, em decorréncia do extrativismo, as
samambaias arbéreas Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook e Cyathea schan-
schinMart, das quais se obtémo xaxim, s8o espécies ainda pouco estudadas
quanto 4 propagagia. Com o objetivo de desenvolver um método adequado
4 propagaclo destas espécies, através de esporos, realizaram-se experi-
mentos in vitro e in vivo. Para a desinfeccdo dos esporos, utilizaram-se
solugdes de hipoclorito de calcio, em diferentes concentra¢les, ou de sddio,
comparando-s¢ sua eficidncia. Para o cultvo in vito, empregaram-se 0§
meios nufriivos de Murashige e Skoog modificado e de Jones e a solugdo
de Knop modificada. Na cultura in vivo utilizaram-se xaxim, esfagno, terrigo
ou tijolo fragmentado. Como condigles de cultivo, manteve-se a temperatura
a 25 +=1°C e o foloperiodo de 16 horas. Apesar da elsvada contaminagio
durante ¢ processo de germinacio in vitro e in vivo, a desinfecciio com
hipoclorito de célcio a 2% foi mais eficiente. Os esporos germinaramem4a
8 semanas e 0s prétalos formaram-se apds 30 a 40 dias. Obteve-se maior
percentagem de germinagio e formacgio de prétalos com os meios de Jones
e Knop, bem como xaxim e esfagno, e a germinacao de esporos ocorreu mais
rapidaments na auséncia de esporangios.

Termos de indexagdo: pteridéfitas, cultura in vivo 8 in vitro; esporos, propagagdo,
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ABSTRACT
FERN PROPAGATION IN VITRO AND IN VIVO FROM-SPORES

The abjective of this experimentwas t study the fem propagation from
spores of Cyaithea schanschin Mart. and Dicksonia seliowiana (Presl.) Hook.
The spores were decontaminated in calcium or sodium hypochlorite solutions.
The in vitro experiments were performed with the media: MS modified, Jones
or Knop's solution modified. Tree-fern fibre, sphagnum moss, loam soil or
brick peaces were, used for the in vivo experiments. The temperature was
mantained at 26% 1°C and 16 hours of photoperiod for both treatments fn
vivo and in vitro cultures). Besides the high percentage of contamination
during the germination process, in vitro and in vivo, the best results were
obtained with decontamination made in a 2% sodium hypochlorite soluton.
The spores germination occurred after a period of 4 © 8 weeks and the
prothalli were formed 30 to 40 days latter. There was a high percentage of
germination and prothalli formation in Jones and Knop media, and tree-fern
fibre and sphagnum moss substrates. '

Index terme: Pteridophytes, in vivo and in vito cultures; spores; propagation,

1. INTRODUGAO

O cultivo de flores e plantas ornamentais é uma atividade agricola
caracterizada pelo aproveitamento de pequenas areas. Enire as plantas ornamen-
tais, as pteridofitas, com destaque s samambalas e avencas, sdo muito utllizadas
comercialmente.

Conjuntamente a questido comercial, é de considerar o aspecto
relacionado & preservagidc ambientaf ligado & exploracdo intensiva e indis-
ctiminada das pteriddfitas como um todo.

A constante e crescente devastacio de varias espécies vegetals ocorre,
principalmente, através do extrativismo, e sua devida reposigdo ndo é realizada, .
acelarando, assim, seu processo de extingdo.

No Brasil, algumas samambaias arbéreas encontradas na serra do Mar
séo: Cyathea gardneri Hook, Cyathea schanschin Mart, Trchipteris atrovirens
(Langsd. & Fisch) Tryon, Nephelea sternbergii (Pohl.) Tryon, Aisophila corcova-
densis (Raddi) C. Ch. e Dicksonia seliowiana {Presi.} Hook. Esta Gitima espécie
se encontra em processo de extingdo, pois, por seu intermédio, é que se obtém o
xaxim verdadeiro, intensamente utilizado (isolado ou ermn mistura com outros
componentes) como substrato para outras espécies ornamentais, como orquideas
e bromélias. Atualmente, é realizada a extragdo do xaxim da espécle Cyathea
schanschin Mart. em substituigdo & Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook.

O défice, entre a retirada das plantas dos seus habitats e sua reposicio,
pode ser amenizado, se forem dirigidos estudos com o intulto de produziHas em
niveis quantitativos e qualitativos adequados ao suprimento da demanda.
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Um dos estudos picneiros sobre a cultura in vitre com pteridéfitas foi
efetuado por HIRES (1940), mediante inoculagido de esporos de Polypodium
aureum J. Sm. em meio nutritivo sdlido.

O meio de Murashige e Skoog (MS) foi comercialmente utilizado para
pteridéfitas, pela primeira vez, em 1976, com Nephrolepis exaitata {L.) Schott.
Atualmente, muitos laboratérios utilizam o método definido para esta espécie na
producgio de outras samambaias.

KNAUSS (1976) cultivou in vitro esporos de Pteris ensiformis Burm,
Adiantum tenerum Swarnz, 'Pink Lady’, Cyromium falcatum Presi., Davallla bullata
Wall., Polystichum adiantiforme (Foerst) J. Sm. e Platycerium bifurcatum C. Chr.
Os esporos foram inoculados em meio MS modificado, suplementado com
sacarose, tiamina e 4gar, mantendo-se um pH de 5,7 a 5,8 e, como condigées de
cultivo, um fotoperfodo de 16 horas e uma temperatura de 27°C. Verificou-se que,
para as espécies de pteriddfitas citadas, somente o estidio gametofitico foi
produzido por cultura in vitro em MS modificado. A fragmentagéo das colbnias de
prétalo foi efetuada através de sua agitagdo em uma solugéo de sais (meio MS
diluido & metade) por 5 segundos. Esta suspensdo de tecido gametofitico foi,
posteriormente, distribufda nos substratos. ApGs a transieréncia do material, foi
produzido o estadio esporofitico.

LE (1983) implantou ensaio de cultura in vitro com esporos de
Nephrolepis exaltata, em condi¢cdes de cultivo idénticas aquelas adotadas Eor
KNAUSS (1976), alterando apenas a faixa de temperatura para 18 a 23 +1°C
Houve referéncias a necessidade de agucar na composi¢ido do meio para que as
colbnias de prétalo se constituissem, além da necessidade de transferéncia dos
protalos a um melo fresco da mesma composicio, para que proliferassem rapida-
mente. O processo de fragmentagdo das coldnias de prétalo realizou-se através
da agitagio delas em uma solugdo nutritiva de MS diluida a 1/4, com posterior
distribuigio nos substratos. Tal processo induziu o desenvolvimento de
esporéfitos.

FERREIRA NETO (1983) efetuou a inoculagéo de esporos de Cyathea
delgadii Sternb. em solugéo liquida de Knop com as modificagdes introduzidas por
DYER (1979), mantendo os frascos, com os esporos inoculados, em luz fiuores-
cente branca e & temperatura constante de 25°C. O autor, realizando testes
preliminares com diferentes periodos de pré-embebigdo dos esporos no escuro e
posterior manutengdo em solucdo de Knop em luz fluorescente branca por tempo
definido, verificou que os tratamentos de pré-embebicdo no escuro por 48 ou 72
horas foram os mais efetivos. Verificou, também, que em nenhum caso 0s esporos
germinaram em 8scuro constante, enquanto os que permaneceram sob condi¢des
de plena luminosidade apresentaram os maiores indices, superando até os
tratamentos de pré-embebigao.

JONES (1987) referiu-se & técnica de Inoculagio de esporos em meio
s6lido com pH ajustade para 6,0-6,5 ou 7,0-7,5, recomendando a supresséo de
agucares do meio, visto que favorecem o surgimento e o desenvolvimento de
fungos e bactérias. Essa recomendagdo contraria LE (1983). Para a inoculagio
de esporos in vivo, foram utilizados substratos como o esfagno, o xaxim, a arela
grossa e o solo propriamente dito, iscladamente ou em mistura. Adicionaimente,
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o autor informa que a germinagao de algumas espécies de pteridéfitas ocorre na
presenca de fungos micorrizicos, recomendando a desinfecgdo dos esporos em
solugéo de hipoclorito de célcio ou de sbdio (10g/140ml de agua).

Apts a formagio dos protalos, POOLE & CONOVER (1973, 1878),
FUJINO & REID (1983), GILLIAM et al. (1983) e JONES (1987) informaram sobre
a necessidade de proceder-se a suplementag¢des nutricionais com fertilizantes
liguidos.

Na pritica, tem-se observado que viveiristas efetuam a semeacgéo de
esporos de vérias pteridéfitas em fragmentos de tijolos com relativo éxito &
propagacao: estudos mais aprofundados sdo requeridos para avaliar sua
eficiéncia,

Com o objetivo de desenvoiver um método adequado a propagagio de
Cyathea schanschin e Dicksonia sellowiana, através de esporos, realizaram-se
experimentos in vitro e in vivo, testando-se os diversos processos preconizados.

2 MATERIAL E METODOS

Como material vegetal, foram utllizados esporos de Dicksonia seliowiana
(Presl.) Hook, Cyathea schanschin Mart. e Alsophila sp. coletados no Instituto de
Boténica, Sao Paulo.

O estudo foi desenvolvido através de doze tratamentos com guatro
repeti¢des, diferenciados pelas suas condigdes de cultivo, conforme o esquema
abaixo:

In vivo:

T1 = conjunto espordngios e esporos (E) em esfagno;
T2 = esporos (e) em esfagno;

T3 = (E) em xaxim;

T4 = (e} em xaxim;

T5 = (E) em terrigo;

T6 = (e} em terrigo.

In vitro:

T7 = (E) em meio sOlido de Jones;

T8 = (e) em meio sdlido de Jones;

T9 = (E} em melo de Murashige e Skoog modificado;
T10 = (e) em meio de Murashige e Skoog modificado;
T11 = (E) em solugio de Knop maodificada por Dyer;
T12 = (e) em solucdo de Knop modificada por Dyer.

Bragantia, Camoinas, 49(2): 205-213, 1990
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Os meios de cuitura utilizados tinham as seguintes composigdes:

. 1) Melo sélido de Jones (pH = 6,0-8,5): (NH4)2.504 1g/itro; Ca(NO3)2
500mgfitro; KCl 250mgflitro; KH2PO4 250mgfitro; MgS04.7H20 250mgllitro;
quelato de ferro 42mgflitro; MnSQ4 7,5mg/litro e agar 12,0g/litro.

2} Meio nutritivo de MS modificado (pH = 5,7-5,8): NHsNO3
1.320mglitro; KNO3 1.520mg/litro; CaClz2.2H20 325mg/litro; Mg$04.7H20
296mg/litro; KH2PQ4 136mg/litro; NazEDTA 37,3 mg/litro; FeS$S04.7H20
27,8mg/litro; HaBO3 6,2mgflitro; MnSO4.4H20 22 3mg/litro; ZnS04.7H20
8,6mg/litro; KI 0,83mg/litro; NazMo04.2H20 0,25mg/litro; CoCla2.6H20
0,025mg/litro; CuSC4.5H20 0,025mglitro; tiamina 0,5mg/litro; sacarose 30g/litro e
Agar 7gflitro.

3) Solugéio de Knop modificada por Dyer (pH = 5,7): MgSQ4.7H20
510mgflitro; KNO3z 120mgfitro; Ca(NO3)2.4H20 144mgfitro; KH2PO4 250mgflitro;
FeS04.7H20 + Na2EDTA 1mgllitro.

Os esporos foram obtidos de frondes férteis de pteridéfitas que apresen-
tavam soros maduros; o conjunto de espordngios e esporos, pela separagio em

peneira de malha de 80 micros, e 0s esporos, pela separagéo subseqliente em
peneira de malha de 120 micros.

Apés a pesagem de vérias parcelas de esporos, obteve-se uma média
de 0,0013g do matetial em cada inoculagéo.

A desinfecgdo de esporos ou conjunto de espordngios e esporos fol
efetuada com solugies de hipoclorito de caicio 1% (1,53g do produto comer-
clal/100ml de agua); 2% (3,06g do produto comercial/100mi de 4gua); 4% (6,129
do produto comercial/100ml de dgua) ou 6% (9,189 do produto comercial/100ml

de 4gua), ou solugdo de hipoclorito de stdio 20% (20ml do produto comercial
Q-Boa/100ml de agua).

Os esporos ou conjunto de esporingios e esporos foram agitados por 10
ou 20 minutos nas solugdes de hipoclorito de célcio, nas diferentes concentragdes,
ou de hipoclorito de sddio com a adigio de Tween 20.

Inocularam-se os esporos ou conjunto de esporingios e esporgs nos

meios (cultura in vitro) ou substratos (cultura in vivo), com o auxitio de uma espétula
metélica.

Para realizagio da cultura in vitro, utilizaram-se o meio sdlido de JONES

(1987), o meio nutritivo de Murashige & Skoog (MS) modificado e a solugdo de
Knop modificada por Dyer.

O meio sdlido de MS modificado, ou de Jones, foi distribuido em placas
de Petri ou em frascos de vidro. A solugdo de Knop maodificada por Dyer fol
distribuida em tubos de ensaio com ou sem ponte de papel de filtro. Todo o
material Inoculado fol mantldo em cimara clara a uma tempearatura de aproximada-
mente 25 = 1°C e fotoperiodo de 16 horas. De acordo com as necessidades,

efetuaram-se Irrigagdes com Agua bidestilada autociavada (em condigdes
assépticas).
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Realizou-se a fragmentacido de algumas coldnlas de prétalo, obtidas
através da cultura in vitro (meios sdlidos de MS modificado ou Jones), de acordo
com o método de KNAUSS (1976), ou seja, agitagho daquelas em uma solugio
de sais (meio MS diluido & metade) por cinco segundos. Apds esse processo, a
suspensao de tecido gametofitico foi transferida para os substratos {xaxim ou
esfagno). As colbnias de protalo e os prétalos isolados, obtidos em solugio de
Knop, foram diretamente distribuldas nos substratos, sem o uso do método de
KNAUSS (1976).

A cultura in vivo foi realizada em vasos plasticos, preenchidos com 1/3
da capacidade total, emn sua porgao inferior, com pequenos cacos de vaso, 1/3 de
areia grossa lavada e 2/3 de substrato. Os substratos {xaxim peneirado, esfagno
peneirado, terrigo ou tijolo fragmentado) foram autoclavados por 20 minutos a
120°C ou mantidos em fomo de microondas por 15 minutos. Apés a inoculago,
colocaram-se 0s vasos em bandejas cobertas por plasticos e mantidas em cimara
clara com condigdes idénticas as utilizadas para a cultura in vitro.

Efetuaram-se irrigagdes com agua destllada, de acorde com as neces-
sidades e, adicionalmente, fertilizagbes com solugdes do produto comercial
Hyponex (1g/ de 4gua). Este fertilizante liquido foi distribuido nos recipientes, a
partir da formagao dos prétalos.

A andlise estatistica foi realizada com base na distribuicdo binomial,
considerando os tinco seguintes possiveis casos de resposta, nas quatro

repeticdes, e respectivos valores de proporgio pe q =1 - p, e etro padrao s(p) =
= /p(1-p)

n
Casos Repeticdes Proporgéo Erro padréo

1 2 3 4 p g s (p)

1 X X X X 1,0 0 0
2 X X - 0,75 0,25 0,2164
3 X X - 0,50 0,50 0,25
4 b - - - 0,25 0,75 0,2164
5 - - - - 0 1,0 0

onde X se refere & presenca e -, & auséncia da caracteristica em estudo.

Com 68% de prababllidade, pode-se dizer que: {a) tratamentos com
mesmo erro padrdo e proporgbes diferentes diferem estatisticamente entre si; (b)

tratamentos com erro padrio igual a 0,25 e proporgdes p =0,75 e p =0,25 diferem
entre si.

Devido aos resultados obtikdos na primeira fase do trabalho, estudaram-
-se também os seguintes tratamentos, cujos resultados se encontram, respectiva-
mente, nos quadros4 e 5.
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in vitro {Alsophila sp.)

T1 = esporos (e) em meio sdlido de Jones (frascos de vidro);

T2 = (e) em meio sdlido de Jones (placas de Petri);

T3 = (e) em MS modificado (frascos de vidro);

T4 = {e) em MS modificado (placas de Petri);

T5 = (e) em solugdo de Knop modificada por Dyer (tubos de ensaio).

In vitro (Cyathea schanschin)

T1 = (e) em solucdo de Knop madificada por Dyer (tubos de ensaio com ponte de
papel de filtro);

T2 = (e) em solugdo de Knop modificada por Dyer (tubos de ensaio sem ponte de
papel de filtro);

In vivo {Cyathea schanschin)
T3 = (e) em xaxim;

T4 = (g) em esfagno;

T5 = (e) emtijolo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

Constatou-se um elevado indice de contaminagdes por fungos e
bactérias, independente da concentracdo do agente esterilizante empregado e do
periodo de esterilizagdo a que os esporos foram submetidos, o que prejudicou
sensivelmente a germinagdo. Pressupde-se que a contaminagidc manifestada
esteja diretamente relacionada ao fato de as plantas matrizes serem mantidas em
condigdes de campo, o que facilita 0 surgimento e desenvolvimento de grande
ndmero de microorganismos nas frondes. Ademais, a rugosidade da superficie
dos esporéngios e esporos também pode influenciar a penetragdo do agente
esterilizante, a qual nem sempre ocorre em um nivel 6time, dificultando, portanta,
uma desinfecgio mais eficiente.

Os resultados e discussao dos mesmos sdo apresentados por espécie.

1) Cyathea schanschin Mart.

No quadro 1, observa-se que, na desinfec¢do do material com hipoclorito
de célcio 1%, os resultados foram insatisfatérios (contaminagio = 100% oup = 1)
para a cultura in vivo, situagdo atribuida a assepsia insuficiente a que foram
submetidos os substratos. A contaminagéo do material (in vitro) fol maior em
meio sdlido de MS modificado do que em meio nutritivo de Jones, confirmando,
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portanto, a recomendagio de JONES (1987): a presenga de agucar na com-
posicéo do melo favorece o surgimento e o desenvolvimento de fungos e bactérias.
O menor indice de contaminagéo (in vitro) ocorreu em solugdo de Knop: pres-
supde-se que esta apresente resultados mals satisfatérios quanto & contaminagéo
do material porque ndo ha necessidade de irrigagbes, evitando, assim, maior
manuseio. Os esporos inoculados em placas de Petrl e frascos de vidro (meios
de cultura sblidos) necessitam ser irrigados, aumentando, portanto, a possibilidade
de contaminagdes.

Em relacio & germinagao, quando wilizado o meio sbiido de Jones,
apesar da contaminagéo, houve maior porcentagem de germinacgdo de esporos na
auséncia de esporangios.

Néo foi observado o desenvolvimento de esporéfitos (in vitro): portanto,
utitizou-se 0 método de KNAUSS (1976) para fragmentagio de coldnias de prétalo
(obtidas através de cuitura in vitro) @ com sua posterior transferéncia para os
substratos (in vivo). O desenvolvimento de espordfitos fol observado quatro meses
apo6s o procedimento acima.

QUADRO 1. Proporgdo (P) de contaminag&o, germinagao e formagdo de prétalos nos dife
rentes tratamentos apds a desinfecclo de esporos (e) ou conjunto de esporéngios e
esporos (E) de Cyathea schanschin com solugéo de hipoclorito de célcio 1%

Hipoclorito de Ca 1%
Tratamentos Germinagh
] erminacéio
Contaminagao e Prétalos
p
In vivo
{E) esfagno 1,00 0:0
{e) esfagno 1,00 00
{E) xaxim 1,00 o
(e) xaxim 1,00 o
(E} terrico 1,00 o0
(e) terrigo 1,00 00
In vitro
(E) Jones 0.75 025
{e) Jones 0,75 79
(E) MS 0,75 0,0
(e} MS 1,00 09
(E) Knop 0,50 o
(o Ky 0.50 0,25
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Figura 1. A: Protalos de Cyathea schanschin e B: Prétalos de Dicksoniaselfowiana,
ambos obtidos pelo método de KNAUSS (1876), utilizando como substrato o
xaxim; C: Formagdo de espordfitos de Cyathea schanschin em solugio de
Knop, sem ponte de papel de filtro.
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2) Cyathea schanschin Mart.

Apbs a desinfecgdo do material com a solugdo de hipoclorite de célcio
2%, $0 nao foi observada contaminagao na inoculagio de esporos em esfagno
{cultura in vivo) - Quadro 2.

A utilizagido de esfagno ou xaxim caracterizou os melhores resultados
quanto & germinagdo e a formagéo de prétalos (Figura 1A), enquantg, com oterrigo,
néo se evidenciou a ocorréncia do processo. Nao houve germinagio do material
apés a desinfecgio com solugio de hipoclorito de sédio 20%.

Nos tratamentos in vitro, a solugdo de Knop revelou os Indices mais
baixos de contaminagao.

A inoculagdo de esporos na auséncia de esporanglos apresentou os
melhores resuitados de germinagdo e formagao de prétalos nos trés meios de
cultura in vitro empregados.

QUADRO 2, Proporgao (P) de contaminacho, germinagao e formago de prétalos nos dife-
rentes tratamentos apds a desinfecgdo de esporos (e} ou conjunto de esporéngios e
espores (E) de Cyathea schanschin com solugio de hipoclorito de célcio 2% ou hipo-
clorito de sédio 20%

Hipoclorito de Ca 2%

Tratamentos S Na 20
. eminacao Hipoclorito de Na 20%
Contaminagao e Prétalos Contaminagio
P

In vivo

(E) esfagno 0,00 0,00 1,00

(e) esfagno 1,00 1,00 0,25

(E)} xaxim 0,75 1,00 0,50

{e) xaxim 1,00 1,00 1,00

(E) terrigo 1,00 0,00 1,00

(e) terrico 1,00 0,00 1,00

In vitro

(E) Jones 1,00 0,75 1,00

{e) Jones 0,75 1,00 1,00

{E) M3 0,75 . 0,00 1,00

(e} MS 1,00 1,00 1,00

(E) Knop 0,25 0,00 0,75

(e) Knop 0,25 1,00 1,00
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A germinagdo em meio nutritivo de Jones alcangou os melhores resul-
tados. N&o se observou o desenvolvimento de espordfitos (in vitro), sendo,
portanto, utilizado o método de KNAUSS (1976) para a fragmentagio de coldnias
de prétalo (obtidas através de cultura in vitro), com sua posterior transferéncia para
os substratos (in vivo). Apés esse procedimento, verificou-se um crescimento
significativo dos mesmos quando comparados aqueles mantidos nos meios de
cultura (in vitro).

A vantagem que pode ser atribuida & cultura in vitro refere-se 4 maior
rapidez na germinagdo dos esporos e na formagio dos prétalos do que in vivo.
Assim, pressupde-se que o método adequado seria a inoculagdo dos esporos in
vitro e, apds a formagao de prétalos, sua transferéncia para o substrato através do
método de KNAUSS (1976) para a obtengdo dos espordfitos.

3) Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook

Apés a desinfecgdo do material com a solug&o de hipoclorito de célcio
2%, observou-se que, 3 excegdo do tratamento com esporos em xaxim, houve
uma contaminagéo de 100%, p =1, nos demais tratamentos in vivo - Quadro 3.
Os melhores resultados quanto a germinagio e a formagéo de prétalos também
ocoreram quando da utilizagao de esporos em xaxim (Figura 1B). Houve desen-
volvimento de espordfitos seis meses apés a formacdo dos prétalos em xaxim. A
desinfecgdo com a solugao de hipoclorito de sddio 20% mostrou-se ineficiente
{contaminagdo = 100%), para a cultura tanto in vivo como in vitro.

A germinagio e formagao de protalos em meio MS modificado apresen-
tou 0s melhores resultados quando utlizados esporos na auséncia de espordngios.
Nio houve formagio de espordfitos (in vitro): assim, utilizou-se o método de
KNAUSS (1976) para a fragmentacio de coldnias de prétalo (obtidas através de
cultura in vitro), e posterior transferéncia para os substratos {in vivo). Apos esse
procedimento, notou-se seu crescimento significativo, quando comparados
aqueles mantidos nos meios de cuitura {in vitro).

A vantagem que pode ser atribuida & cultura in vitro refere-se 4 maior
rapidez na germinagio dos esporos e na formacio dos prétalos do que in vivo.
Portanto, pressupde-se que o método adequado seria a Inoculagio dos esporos
in vitro e, apds a formagao de prétalos, sua transferéncla para o substrato através
do método de KNAUSS (1976), visando & obtengdo dos espor6fitos.

O desenvolvimento destes fol observado cinco meses apds a
transferéncia para os substratos.

4) Afsophila sp.

O quadro 4 mostra que a desinfecgdo dos esporos com a solugdo de
hipoclorita de cdlcio 2% levou a um menor indice de contaminagdo quando
empregados frascos de vidro (Jones ¢ MS modificado). Comparando-se as
desinfecgGes com as solugdes de hipoclorito de célcio 2, 4 e 6%, pode-se concluir
que a primeira foi a mais eficiente quando empregados frascos de vidro e tubos
de ensaio (solugédo de Knop.) Pressupfe-se que 0 aumento da concentragio do
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agente desinfetane aumente a contaminagéo, pois provoca uma oxidacéo do
material, favorecendo, assim, a agdo de microorganismos sapréfitos.

QUADRO 3. Proporgéa (P) de contaminagio, germinagio e formagfo de prétalos nos dife-
rentes tratamentos apds a desinfeccéo de esporos (e). ou conjunto de esporéngios e
esporos {E) de Dicksonia sellowiana com solugfo de hipoclorito de célcio 2% ou hipo-

clorito de sédic 20%
i i 2%
Tratamentos Hipoclorito de Ca Hipoclorito de Na 20%
; Germinacio i
Contaminagdo o Protales Contaminagao
P

In vivo

(E) estagno 1,00 0,00 1,00

(e) esfagno 1,00 0,00 1,00

{E) xaxim 1,00 0,00 1,00

(2) xaxim 0,50 0,75 1,00

(E) terrigo 1,00 0,00 1,00

(e} terrico 1,00 0,00 1,00

In vitro

(E) Jones 0,50 1,00 1,00

{(e) Jones 0,50 0,75 1,00

(E) MS 1,00 0,00 1,00

(e) MS 0,50 1,00 1,00

{E) Knop 0,50 0,75 1,00

(e} Knop 0,75 0,75 1,00

QUADRCQ 4. Proporgio (P) de contaminagdo nos diferentes tralamentos apés a desinfec-
¢do de esporos {(e) de Alsophila sp.com solugdo de hipoclorito de célcio 2%, 4% ou 6%

Hipoclorito de cdicio

Tratamentos

2% 4% 6%
in vitro P
{e) Jones, frascos de vidro 0,50 0,75 1,05
{e) Jones, placas de Petri 1,00 1,00 1,00
(e) MS, frascos de vidro 0,50 1,00 1,00
(e} MS, piacas de Petri 1,00 1,00 1,00
{e) Knop, tubos de ensaio c,50 0,75 1,00
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A germinacgédo dos esporos ocorreu a 30 dlas' da inocula¢do nos subs-
tratos. Os prétalos formaram-se 40 dias apds a germinagio dos esporos e os
espordfitos iniciaram o desenvolvimento 110 dias depois da formagéo dos prétalos.

5) Cyathea schanschin Mart.

No quadro 5, observa-se que, apds a desinfecgdo com hipoclorito de
célcio 2%, a exce¢ao da solugdo de Knop em tubos de ensaio com ponte de papel
de filtro, foram obtidos resultados satisfatérios quanto a germinagao e & auséncia
de contaminagido. Na solugdo de Knop (cultura in vitro), o desenvolvimento de
espordfitos ocorreu 40 dlas apds a formacio de prétalos (Figura 1C). Ndo existem

referéncias quanto ao desenvolvimento de esporéfitos (in vitro) na literatura
consultada.

O desenvolvimento de esporéfitos (nos substratos de cultura in vivo)
ocorrel 30 a 4} dias apbs a formagao dos prétalos.

QUADRO 5. Proporgao (P} de contaminago, germinagao e formagfo de protalos nos dife-
rentes tratamentos apds a desinfeccio de esporos {e) de Cyathea schanschin com
solugZo de hipoclorito de célcio 2%

Hipoclorito de Ca 2%
Tratamentos . Germinagao
Contaminagao e Prétalos
P

In vitro

(e} Knop, tubos com ponte pape! filtro 1,00 0,50
(e) Knop, tubos sem pente papel fiitro 0,00 1,00
In vivo

- (@) xaxim 0,00 1,00
(e) esfagno 0,00 1,00
(e} tijolo 0,00 1,00

4. CONCLUSOES

1. A germinagdo dos esporos ocorreu mais rapidamente na auséncia de
esporéngios.
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2. Apesar do elevado Indice de contaminacéo por fungos e bactérias
durante ¢ processo de germinagdo e desenvolvimento dos esporos, a desinfecgdo
do material com a solugdo de hipoclorito de célcio 2% mostrou-se mais eficiente
em comparaciao as demais concentragdes utilizadas.

3. O meio de cultura (in vitro) mais eficaz foi a solugdo de Knop sem
ponte de papel de filtro.

4, A utilizagdo de frascos de vidro em substitulgdo as placas de Petri para
os meios sdlidos (Jones @ MS maodificado) mostrou-se satisfatéria, pols reduziu a
porcentagem de contaminagao.

5. O substrato (cultura in viva} de maior eficiéncia foi o xaxim.
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