GERMINAGAO DE ESPOROS E DESENVOLVIMENTO
DE GAMETOFITOS DE CYATHEA ATROVIREN
(LANGSD. & FISCH.) DOMIN (CYATHEACEAE):
INFLUENCIA DE SAIS MINERAIS E SACAROSE

Tatieli Silveira’
Catiuscia Marcon®
Annette Droste®

Recebido em 16.03.2015; Aceito 06.04.2015

Abstract

The tree fern Cyathea atrovirens (Langsd. & Fisch.) Domin occurs in
diverse habitats in Brazil, being a target of extractivism due to its ornamental
characteristics. Nutritional conditions that promote spore germination and early
development of gametophytes are crucial for the whole life cycle of ferns. The
objective of the study was to assess spore germination and early gametophytic
development of C. atrovirens in the presence of different macronutrient salt and
sucrose concentrations. Spores were surface sterilized with 2% sodium
hypochlorite and sowed in Murashige & Skoog (MS) liquid medium containing 25,
50, 75 or 100% of the original macronutrient salts, without addition of sucrose or
with 15, 30, 45 or 60 g L™ of the carbohydrate. Percentages of germination and of
laminar gametophytes in the different treatments were determined and compared
by the Student-Newman-Keuls test. Regardless salt concentration, the
percentage of germinated spores in the absence of sucrose (28.7 to 69.3%) was
significantly higher than the percentages recorded in media containing 45 (1 to
41%) and 60 g L* (5 to 20%) of the carbohydrate. When treatments with different
macronutrient concentrations without addition of sucrose were compared, the
highest germination percentages (69.3%) and laminar gametophyte percentages
(42.7%) were observed in the medium with 25% of the salts, which differ
significantly from the values recorded in the medium with 100% of the original
concentration of MS salts (28.7 and 5.3%, respectively). The MS medium with
25% of macronutrient salts and without sucrose is recommended for the early
stage of in vitro culture of C. atrovirens.
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Resumo

A samambaia arborescente Cyathea atrovirens (Langsd. & Fisch.) Domin
ocorre em diversos habitats no Brasil, sendo alvo de extrativismo devido a suas
caracteristicas ornamentais. As condi¢des nutritivas que propiciam a germinagao
de esporos e o desenvolvimento inicial de gametoéfitos sdo determinantes para
todo o ciclo de vida das samambaias. O objetivo do estudo foi avaliar a
germinacado de esporos e o desenvolvimento de gametdfitos de C. atrovirens na
presenca de diferentes concentracdes de sais macronutrientes e de sacarose.
Esporos foram superficialmente esterilizados com 2% de hipoclorito de sddio e
semeados em meio Murashige & Skoog (MS) liquido contendo 25, 50, 75 ou
100% dos sais macronutrientes originais, sem sacarose ou com adicdo de 15,
30, 45 ou 60 g L™ do carboidrato. Foram determinadas as porcentagens de
germinacdo e de gametdfitos laminares nos diferentes tratamentos, e
comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls. Independentemente da
concentracdo de sais, as porcentagens de esporos germinados na auséncia de
sacarose (28,7 a 69,3%) foram significativamente superiores as porcentagens
registradas nos meios contendo 45 (1 a 41%) e 60 g Lt (5 a 20%) do carboidrato.
Quando os tratamentos com diferentes concentragfes de macronutrientes sem
adicdo de sacarose foram comparados entre si, as maiores porcentagens de
germinacado (69,3%) e de gametdfitos laminares (42,7%) foram observadas no
meio com 25% dos sais, que diferiram significativamente dos valores registrados
no meio com 100% da concentracdo original de sais MS (28,7 e 5,3%,
respectivamente). O meio MS com 25% de sais macronutrientes e sem sacarose
€ recomendado para a etapa inicial do cultivo in vitro de C. atrovirens.

Palavras-chave: Cultura in vitro. Conservagdo. Samambaia arborescente.

Introdugéao

As samambaias constituem um grupo de grande diversidade
morfolégica, incluindo plantas de alguns milimetros de comprimento até
espécies arborescentes (Page, 1979), que apresentam uma variada ocupacao
de habitats, com distribuicdo desde o nivel do mar até o limite da vegetacdo
altimontana, nas regides tropicais (Page, 1979; Windisch, 1992). Estima-se que
ocorram cerca de 13.600 espécies de samambaias no mundo (Moran, 2008)
sendo que 1.253 espécies estdo distribuidas no Brasil, das quais 461 s&o
endémicas (Prado & Sylvestre, 2015).

As Cyatheaceae, também conhecidas como “xaxins” ou
“samambaiacus”, s&o samambaias arborescentes, amplamente exploradas na
regido sul do Brasil para fins ornamentais (Schmitt & Windisch, 2005). Cyathea
atrovirens (Langsd. & Fisch.) Domin é uma Cyatheacaeae de até seis metros
de altura, com raizes adventicias e folhas que podem ter até trés metros de
comprimento, contendo espinhos nos peciolos (Fernandes, 1997). A espécie
ocorre em estados do Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, no
Paraguai, na Argentina (Ponce, 1996) e no Uruguai (Marquez & Brussa, 2011).
No Brasil, a espécie € encontrada principalmente no dominio da Floresta
Atlantica (Windisch & Santiago, 2015) e sofre com pressdes antrépicas de
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cunho exploratorio, sendo que plantas inteiras sao retiradas de seus habitats
naturais para ornamentagdo de jardins e seus caudices sdo utilizados para a
fabricacdo de vasos (Schmitt, 2005; Fernandes, 2000).

O estabelecimento de Cyathea atrovirens ocorre em habitats com
diferentes estagios sucessionais, e individuos podem ser encontrados em
capoeira, floresta secundaria baixa e alta. Apesar de apresentar ocorréncia em
ambientes com diferentes caracteristicas, a variacdo dos fatores abioticos ao
longo do ano influenciam os eventos fenoldgicos, como producdo e
senescéncia de folhas e maturacéo de esporos (Schmitt & Windisch, 2012). No
sul do Brasil, foi verificado que a producéo e a maturagéo de esporos € restrita
aos meses de verdo, sendo possivel que o ciclo reprodutivo da espécie possa
estar relacionado a fatores ambientais especificos, como, fotoperiodo,
temperatura e substrato, refletindo também na formacgéo de novos individuos
(Schmitt & Windisch, 2012).

Para a conservacdo e a protecdo de uma espécie explorada, séo
utilizadas estratégias in situ e ex situ (Primack & Rodrigues, 2008). As técnicas
de cultura in vitro séo valiosas para a propagagdo e o uso sustentavel dos
recursos vegetais (Harding et al.,1997), sendo assim uma possibilidade de
producdo de individuos e uma forma indireta de reduzir a pressdo sobre
espécies exploradas pelo seu valor econdémico. Para que a cultura in vitro
tenha sucesso, € necessario compreender as exigéncias ecofisioldgicas para o
desenvolvimento das plantas. Uma vez que o gametdfito € o estadio de
desenvolvimento mais sensivel do ciclo de vida das samambaias, as condi¢Ges
in vitro para a germinacdo de esporos e o desenvolvimento gametofitico sdo
decisivas para a propagacdo eficiente destas plantas (Hua et al., 2010). A
concentracdo de sais e de fontes de carbono séo fatores que influenciam no
estabelecimento e desenvolvimento in vitro de gametéfitos de samambaias
(Mohr, 1962; Khoo & Thomas, 1980; L&, 1983; Pasqual et al., 1994; Fernandez
et al.,, 1997a). O meio Murashige e Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) é
utilizado para cultura de samambaias (Knauss, 1976; Pasqual et al.,1994;
Fernandez et al.,1997b; Cox et al., 2003; Hua et al., 2010) e em sua formulagao
original contém sacarose. Este meio apresenta concentracfes de sais
macronutrientes maiores comparativamente a outros meios, além de sais
micronutrientes (Torres et al., 1998). A concentracdo ideal de sacarose para
cada tecido vegetal depende de seu efeito promotor como nutriente e de seu
efeito inibidor como agente osmotico (Fernandez & Revilla, 2003). Diferencas
entre espécies sdo observadas nas respostas as condi¢des in vitro, de forma
que algumas samambaias apresentam germinacdo e crescimento de
gametofitos maiores em meios com maiores concentracdes de nutrientes,
enquanto que outras espécies tém preferéncia por meios menos ricos em
nutrientes, incluindo a fonte de carbono (Fernandez et al., 1997a; Marcon et al.,
2014).

O presente estudo teve por objetivo avaliar a germinacéo de esporos e o
desenvolvimento de gametdéfitos de Cyathea atrovirens na presenca de
diferentes concentragBes de sais macronutrientes e de sacarose. A hipotese
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testada foi de que a germinacdo de esporos e o desenvolvimento gametofitico
sdo superiores em culturas com maiores concentracdes destes compostos.

Material e métodos

A populacéo de Cyathea atrovirens da qual foram coletadas folhas férteis
encontra-se na Area de Relevante Interesse Ecoldgico Henrique Luis Roessler
(29°40'54” S e 51°06'56” O; 16,4 m de altitude), que foi decretada em 2009
como Unidade de Conservacao. A area esta localizada no ambiente urbano do
municipio de Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brasil.

As folhas foram coletadas de dez espécimes, acondicionadas em
bandejas e mantidas em temperatura de 26+1°C por aproximadamente 72 h
para induzir a deiscéncia dos esporangios, conforme método de Brum & Randi
(2006), com adaptacBes. Os esporos foram separados dos esporangios através
de filtracdo em papel interfolhado (Melpaper®). Em tubos Eppendorf
(capacidade de 1,5 mL), foram colocados 60 mg de esporos, 0s quais
passaram por assepsia em 1 mL de hipoclorito de sodio a 2% por 15 min e
guatro lavagens em 1 mL de agua destilada autoclavada (Vargas & Droste,
2014). Imediatamente apds a assepsia, 0s esporos foram semeados em meio
MS, com pH ajustado em 6,0 (Rechenmacher et al, 2010) antes da
esterilizagdo em autoclave. Para esterilizacdo superficial dos esporos, foi
adicionada actidiona (Fluka, Sigma-Aldrich) na concentracdo de 05 g L™
(Vargas & Droste, 2014) em cada frasco (capacidade de 200 mL) contendo 30
mL de meio MS e 10 mg de esporos. Foram preparadas trés repeticdes
(frascos) para cada concentracdo de sais macronutrientes (25, 50, 75 e 100%)
combinada com cada concentracdo de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L™),
totalizando 20 tratamentos e sessenta repeticdes. As culturas foram mantidas
em ambiente com temperatura controlada de 26+1°C e fotoperiodo de 12 horas
luz, intensidade luminosa de 70 pmol m/s.

A germinacéo e o desenvolvimento gametofitico foram avaliados aos 30
e 60 dias de cultivo in vitro. Para cada tratamento, trés laminas microscépicas
foram preparadas (uma lamina a partir de cada frasco), sendo contados os 100
primeiros individuos observados de cada lamina em microscopio binocular
(Nikon, Eclipse E200, aumento de 400x), conforme metodologia proposta por
Viviani & Randi (2008). O numero total de gametdéfitos e o nimero de
gametofitos laminares (estadio de desenvolvimento gametofitico mais
avancado visualizado no periodo de 60 dias) (Figura 1) foram registrados,
seguindo a classificagdo descrita por Rechenmacher et al. (2010). Utilizou-se
como critério para considerar esporo germinado a emergéncia do clorécito e do
rizoide (Ranal, 1999).

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os
dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e as diferengcas entre
médias foram analisadas pelo teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de
probabilidade. O agrupamento dos tratamentos com base na distancia
euclidiana foi feito por meio da analise de conglomerados hierarquicos com
estandardizacdo das variaveis. Para os testes, foi utilizado o programa BioEstat
verséo 5.3.
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A B

Figura 1. Cyathea atrovirens: (A) Esporos (barra = 50 um). (B) Gametdfito laminar (barra = 100
pm).

Resultados

A germinacéo de esporos de Cyathea atrovirens foi observada em todos
0os meios de cultura. No entanto, as diferentes concentracdes de sais
macronutrientes e de sacarose influenciaram na capacidade de germinacao
dos esporos (Figura 2). Tanto aos 30 bem como aos 60 dias apls a
semeadura, independentemente da concentracdo de sais, a porcentagem de
esporos germinados na auséncia de sacarose foi significativamente superior as
porcentagens registradas nos meios contendo 45 e 60 g L™ desta fonte de
carbono. As porcentagens de esporos germinados na presenca de 15e 30 g L™
de sacarose foram estatisticamente intermediarias. Salienta-se que nos
tratamentos com 100% dos sais macronutrientes ndo houve germinacdo na
presenca de 45 e 60 g L™ de sacarose aos 30 dias. Neste mesmo periodo e
tratamentos, a porcentagem de germinacédo foi significativamente inferior no
meio com 30 g L™ de sacarose, guando comparada a registrada na auséncia
de sacarose, enquanto que, na presenca de 15 g L™ do carboidrato, a
porcentagem foi intermediaria (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem (média + desvio padrao) de germinagéo de esporos de Cyathea atrovirens

aos 30 dias (A) e 60 dias (B) de cultivo em meio com diferentes concentragfes de sais

macronutrientes (MS) e de sacarose (sac). Médias com letras iguais em cada concentragdo de sais

macronutrientes indicam que os dados néo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste

de Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.
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As porcentagens de gametdfitos laminares nos meios com 25% da
concentracdo de sais macronutrientes com 15g L™ ou sem sacarose foram
significativamente superiores & porcentagem registrada na maior concentracao
de sacarose aos 30 dias apos a semeadura (Figura 3). Nos meios com 50 e
75% de sais macronutrientes, as porcentagens de gametéfitos laminares
desenvolvidos na auséncia de sacarose foram significativamente maiores
daquelas nos meios com 30 g L™ ou mais de sacarose. Nos tratamentos com
100% dos sais, apenas ha auséncia e na presenca de 15 g L™ de sacarose
houve formacdo de gametofitos laminares (Figura 3). Aos 60 dias, as
porcentagens de gametdfitos laminares na auséncia de sacarose nos
tratamentos com 25, 50 e 75% de sais macronutrientes foram
5|gn|f|cat|vamente superiores as porcentagens registradas na presenga de 45 e
60 g L* do aclcar (Figura 3). Nos tratamentos com 100% dos sais, as
porcentagens de gametdfitos laminares foram as mais baixas observadas (0,67
a7,67%).
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Figura 3. Porcentagem (média + desvio padrdo) de gametoéfitos laminares de Cyathea atrovirens
aos 30 dias (A) e 60 dias (B) de cultivo em meio com diferentes concentragbes de sais
macronutrientes (MS) e de sacarose (sac). Médias com letras iguais em cada concentragdo de sais
macronutrientes indicam que os dados néo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste
de Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.

Pelo fato de numericamente as maiores porcentagens de germinacéo de
esporos e de gametofitos laminares terem sido observadas na auséncia de
sacarose independente da concentracdo de macronutrientes, estas foram
estatisticamente comparadas (Figura 4). As maiores porcentagens de
germinacao (69,3%) e de gametofitos laminares (42,7%) foram observadas aos
60 dias ap6s a semeadura no meio com 25% dos sais macronutrientes, embora
as porcentagens nos meios com 50 e 75% dos sais ndo tenham sido
significativamente inferiores (50% dos sais: 62,0 e 35,3%; 75% dos sais: 53,7 e
40,3%, respectivamente). A germinacédo e a formacéo de gametofitos laminares
no meio contendo 100% dos sais macronutrientes foram significativamente
inferiores (28,7 e 5,3%, respectivamente) aos valores registrados no meio com
25% dos sais. O processo de germinagdo foi retardado na concentracdo
original de sais do meio MS sem sacarose, uma vez que apenas 18,6% dos
individuos germinados havia atingido o estadio laminar nesse tratamento,
enquanto que nos demais meios sem sacarose, 0s gametofitos laminares
representaram pelo menos 57% dos individuos germinados (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem (média + desvio padrédo) de germinagdo (barras pretas) e de gametéfitos
laminares (barras cinzas) de Cyathea atrovirens aos 60 dias em meios com diferentes
concentragées de sais macronutrientes (MS) sem adi¢do de sacarose. Médias com letras iguais
(barras da mesma cor) indicam que os dados néo diferem estatisticamente entre si, de acordo com
o teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.

Considerando simultaneamente a germinacdo de esporos e a formacao
de gametdfitos laminares, a analise de agrupamento dos tratamentos
possibilitou distinguir dois grupos: A e B (Figura 5). As combinacdes de 25%
dos sais macronutrientes de MS sem sacarose e com 15g L™ de sacarose e de
50% e 75% de macronutrientes sem sacarose influenciaram a germinacao e o
desenvolvimento gametofitico de forma similar (Figura 5, grupo A). As demais
combinacdes de sais macronutrientes e sacarose formaram um grande grupo
(Figura 5, grupo B), dentro do qual os tratamentos 25% de sais com 30 e 45 g
L™ de sacarose e 50% de sais com 15 g L™ se agruparam (Figura 5, grupo Bb)
e se diferenciaram dos demais (Figura 5, grupo Ba). Os tratamentos com as
maiores concentracdes de sais macronutrientes e de sacarose se agruparam,
reforcando os resultados que evidenciaram uma influéncia negativa destes
sobre a germinacéo e o desenvolvimento de gametofitos laminares.
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tratamentos com diferentes concentragfes de sais macronutrientes e de sacarose para o cultivo in
vitro de Cyathea atrovirens.
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Discussao

A maior porcentagem de germinagdo de esporos de Cyathea atrovirens
observada na auséncia de sacarose e a diminuicdo gradativa do namero de
esporos germinados na medida em que a concentracdo desta fonte de carbono
foi aumentada no meio de cultura corroborou com o registro para Dicksonia
sellowiana Hook (Dicksoniaceae), outra samambaia arborescente (Renner &
Randi, 2004). Esporos de Adiantum reniforme var. sinense (Y. X. Lin)
(Pteridaceae) cultivados em meio MS com 45 e 60 g L™ de sacarose
apresentaram atraso na germinagdo quando comparados a esporos
germinados na presenca de 15 g L™ do carboidrato (Hua et al., 2010).Cyathea
atrovirens também apresentou menor germinagao de esporos no meio MS com
a concentracdo original dos sais macronutrientes. No entanto, ndo se observou
decréscimo sensivel do nimero de esporos germinados entre 0s tratamentos
com 25 e 50% destes sais. Cox et al. (2003) observaram auséncia de
germinacao de esporos de Schizaea dichotoma (L.) Sw. (Schizaeaceae) em
50% dos macronutrientes, evidenciando a preferéncia desta espécie pelo meio
MS com 25% de sais. Concentracdes menores de nutrientes no meio de cultura
representam uma pressao osmotica inferior aquela presente quando altas
concentragcdes de nutrientes compdem o0 meio, 0 que €& benéfico para a
absorcdo de agua por parte dos esporos, que € requisito para o inicio do
processo de germinacao (Whittier, 1975). Além disso, a adicdo de sacarose ao
meio de cultura pode aumentar os niveis de contaminacdo por fungos ou
bactérias (Cid, 2010), fato observado para C. atrovirens no presente estudo.
Tais organismos competem pelos nutrientes, podem eliminar substancias
téxicas para o meio, bem como afetar a producdo de metabdlitos secundarios
importantes para o desenvolvimento vegetal (Torres et al.,1998), vindo a
diminuir a capacidade de germinagdo. No entanto, enquanto algumas espécies
de samambaias possuem preferéncia por meios menos ricos em nutrientes,
outras tém a germinacgéo estimulada em meios com a concentragdo original de
sais, tais como Dryopteris affinis (Lowe) Fraser-Jenk. (Dryopteridaceae)
(Fernandez et al., 1996a), Blechnum spicant (L.) Sm. (Blechnaceae), Pteris
ensiformis (Burm. F.) (Fernandez et al, 1996b) e Asplenium nidus L.
(Aspleniaceae) (Fernandez et al., 1997h).

A adi¢cdo de sacarose ao meio de cultura de Cyathea atrovirens néo
promoveu o crescimento dos gametofitos. Porcentagens estatisticamente
equivalentes de gametéfitos laminares foram observadas nos meios com zero a
30 ¢ L de sacarose, com destaque numérico para o0s gametdfitos
desenvolvidos na auséncia deste carboidrato. Meios sem adi¢do de fontes de
carbono ou com baixas concentracdes destas sao preferidos também por
outras espécies de samambaias no estadio inicial de desenvolvimento
gametofitico. Para Platycerium bifurcatum (Cav.) C. Chr. (Polypodiaceae), o
meio MS com 25% da concentracdo original dos sais macronutrientes e sem
sacarose foi 0 mais benéfico para a formacao de qametc')fitos jovens, que
tiveram seu crescimento inibido na presenca de 30 g L™ desta fonte de carbono
(Camloh & Gogala, 1992, Camloh, 1993). A mesma concentracao de sacarose
igualmente inibiu a germinacdo de esporos e o crescimento gametofitico de
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Osmunda regalis L. (Osmundaceae) (Fernandez et al., 1997a). A espécie
também teve o desenvolvimento inicial de gametdfitos estimulado em baixa
concentracdo de sais macronutrientes (25%). Ao contrario, quando o0s
gametofitos foram cultivados em meios com 100 ou 50% da concentracdo de
sais, 0S mesmos apresentaram necrose e seu crescimento cessou, o que foi
atribuido & maior concentracdo de amonio presente nestes meios (Fernandez
et al., 1997a). O amdnio é uma fonte importante de nitrogénio para aqueles
tecidos que possuem comportamento nutritivo heterotréfico durante o periodo
em que ndo sdo capazes de suprir suas necessidades energéticas com o
processo fotossintético (Whittier, 1989). A capacidade de formar e desenvolver
gametofitos na auséncia de sacarose indicou a autotrofia desse estadio de
desenvolvimento em C. atrovirens no presente estudo. Sendo assim, estas
estruturas ndo dependem da presenca de aménio e 0 mesmo pode até vir a ser
prejudicial para o estaddio de desenvolvimento inicial. Também para Adiantum
reniforme var. sinense, a concentragdo original de sais macronutrientes no
meio MS associada a 45 ou 60 g L™ de sacarose ndo se mostrou benéfica para
0s gametdfitos em estadio laminar, que formaram ramificacdes ao invés de
seguir seu desenvolvimento morfolégico esperado (Hua et al., 2010) e dar
origem a gametofitos cordiformes, tipicos do proximo estadio de
desenvolvimento. Ao contrario, gametdfitos laminares tipicos e em maior
namero foram obtidos em meio MS com 25% da concentracdo original de
macronutrientes contendo 15 g L™ de sacarose (Hua et al., 2010). Também no
presente trabalho foram visualizados gametdfitos laminares ramificados nos
meios com 45 e 60 g L™ de sacarose, apontando para um efeito negativo da
presenca de altas concentragcdes deste carboidrato sobre este estadio de
desenvolvimento de C. atrovirens.

Da mesma forma como para a germinacdo dos esporos, diferentes
espécies de samambaias apresentam preferéncias diversas pela
disponibilidade de nutrientes no meio de cultura também no estadio inicial de
gametdfitos. Ao contrario dos resultados obtidos para Cyathea atrovirens, o
meio MS em sua formulagao original de sais e contendo 20 g L™ de sacarose
promoveu o0 aumento da massa seca de gametdfitos de Dicksonia sellowiana,
enquanto que na auséncia de sacarose ou com 40 e 50 g L™ deste carboidrato,
0s gametofitos apresentaram menor massa seca (Renner & Randi, 2004). A
reducdo da massa seca dos gametdéfitos em meio sem sacarose foi atribuida a
deficiéncia em substancias de reserva durante a germinagdo e 0s primeiros
estadios do desenvolvimento gametofitico, em consequéncia de uma taxa
fotossintética insuficiente aliada a respiracdo. Por sua vez, a adicdo de
concentracdes mais altas de sacarose ao meio, de 40 ou 50 g L™, torna o
potencial osmético mais negativo, o que pode levar a menor ou nenhuma
absorcdo de agua e consequentemente inibir o metabolismo dos gametofitos,
reduzindo sua massa seca (Renner & Randi, 2004).

Os padrdes de germinacdo dos esporos e do desenvolvimento inicial dos
gametofitos laminares evidenciaram que as concentragdes de 45 e 60 g L de
sacarose, independentemente da concentracdo de sais macronutrientes do
meio MS, bem como a concentracdo original destes sais, mesmo na auséncia
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de sacarose, foram restritivas ao estabelecimento de Cyathea atrovirens, de
forma que a hipotese inicial ndo foi sustentada. Recomenda-se a utilizagdo do
meio MS com 25% da concentracdo original de sais macronutrientes e sem
adicdo de sacarose para a etapa inicial do cultivo in vitro desta espécie.
Futuros estudos deverdo direcionar esforcos para a avaliacdo do efeito da
baixa pressdo osmotica do meio de cultura sobre os estadios mais avancados
do desenvolvimento de C. atrovirens.
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