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RESUMO

Pleopeltis lepidopteris (Langsd. & Fisch) de la Sota (Polypodiaceae)
é uma samambaia endémica importante da vegetacao de restingas do
sul do Brasil. A vegetacdo de restinga vem sofrendo fortes ameagas
com o aumento da especulacdo imobiliaria, ocupagdo humana, a
poluicdo e a extracdo. Esporos de P. lepidopteris foram coletados em
setembro de 2013 e mar¢o de 2014 nas Dunas da Praia da Joaquina,
Floriandpolis, SC, Brasil. Para preservar eficazmente esporos de P.
lepidopteris foram avaliados os efeitos de diferentes tratamentos na
viabilidade dos esporos e desenvolvimento gametofitico. Foi
analisada a viabilidade de esporos recém coletados em setembro de
2013. Os esporos foram armazenados: por um e oito meses nas
frondes & temperatura ambiente; sob-refrigeracdo 7+1°C; imersos
em nitrogénio liquido (-196°C) ndo esterilizados e esterilizados
superficialmente apds degelo. Foram realizadas analises
morfoldgicas de esporos e gametdfitos por meio de microscopia de
luz (ML), microscopia confocal de varredura a laser (MCVL),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica
de transmissdo (MET). Andlises de conteddo de pigmentos
fotossintetizantes e fluorescéncia da clorofila a foram realizadas em
gametdfitos de 150 dias. Esporos de P. lepidopteris perdem
rapidamente a viabilidade dentro de um més e morrem apds oito
meses, quando armazenados a temperatura ambiente. Houve grande
reducdo da viabilidade quando os esporos foram armazenados a
7£1°C apds oito meses. Em contraste, esporos sobreviveram e
apresentaram as mais altas porcentagens de germinag¢do quando
armazenados em nitrogénio liquido indiferentemente da época de
coleta. Esporos criopreservados analisados em MEV apresentaram a
superficie e as ornamentacdes mais asperas do que 0S esporos
controles. A criopreservagao aparentemente escarificou a superficie
dos esporos. Houve aceleracdo e desenvolvimento normal de
gametdfitos oriundos de esporos criopreservados e surgimento
antecipado de estruturas reprodutivas. N&o houve diferenca na
ultraestrutura de esporos e gametdfitos de ambos os tratamentos e
nem nos contetidos de pigmentos fotossintetizantes e nos parametros
fotossintéticos obtidos a partir da andlise da fluorescéncia da
clorofila a. A criopreservagdo mostrou-se eficaz para a conservagéo
ex situ em bancos de germoplasma de esporos de Pleopeltis
lepidopteris, mantendo sua viabilidade e integridade fisioldgica.



Palavras-chave: Samambaias, armazenamento, nitrogénio liquido,
criopreservacdo, viabilidade, fisiologia vegetal.



ABSTRACT

Pleopeltis lepidopteris (Langsd. & Fisch) de la Sota (Polypodiaceae) is
an important endemic fern of the dunes vegetation of southern Brazil.
The “restinga” vegetation has been suffering strong threats with the
human occupation, pollution and extraction. Spores of Pleopeltis
lepidopteris were collected in September 2013 and March 2014 in the
dunes of Joaquina Beach, Floriandpolis, SC, Brazil. To effectively
preserve Pleopeltis lepidopteris spores the effects of different treatments
of conservation were analised. The viability of spores collected in
September 2013 were analised and compared to different methods of
conservation: spores stored for eight months in the fronds at room
temperature, spores stored under refrigeration at 7x1°C, spores
immersed in liquid nitrogen (-196°C) non-sterile or surface steriled after
thaw. Morphological analysis of spores and gametophytes were
performed by light microscopy (ML), confocal laser scanning
microscopy (CLSM), scanning electronic microscopy (SEM) and
transmission electronic microscopy (MET). Analisys of photosynthetic
pigmens and fluorescence of chlorophyll a were performed in
gametophytes of 150 days. Spores of Pleopeltis lepidopteris rapidly lose
viability within a month and die after eight months when stored at room
temperature. There was a great reduction of viability when the spores
were stored at 7+1°C after eight months. In contrast, spores survived and
presented the highest percentage of germination when stored in liquid
nitrogen regardless the period of collection. The surface of the
cryopreserved spores analyzed by SEM was rougher than that of
controls. Cryopreservation apparently scarified spore surface. There was
acceleration of development of gametophyte grown from criopreserved
spores and early onset of reproductive structures. There were no
differences in the ultrastructure of spores and gametophytes of both
treatments or in the photosynthetic pigment content and the
photosynthetic parameters obtained from the analysis of chlorophyll a
fluorescence. Cryopreservation was effective for the “ex situ”
conservation in germplasm banks of spores of Pleopeltis lepidopteris
spores, maintaining their viability and physiological integrity.

Keywords: Ferns, storage, liquid nitrogen cryopreservation, viability,
plant physiology.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1  DIVERSIDADE DE SAMAMBAIAS

As samambaias e as licofitas pertencem a dois grupos
monofiléticos (samambaias e licofitas) respectivamente, com linhagens
evolutivas distintas e aceitas na atualidade. Estudos moleculares tém
esclarecido as relagGes filogenéticas destes grupos e, até pouco tempo
atras, era usado o termo Pteridophyta, que caiu em desuso, para designar
esse grupo de plantas (Pryer et al., 2001; Pryer et al., 2004; Smith et al.,
2006; Smith et al., 2008).

As samambaias e as licofitas apresentam cerca de 13.600
espécies (Moran, 2008). Aproximadamente 3.250 ocorrem nas Ameéricas
(Windisch, 1992). O Brasil é um dos principais centros de endemismo e
diversidade de samambaias e licofitas do continente americano e do
mundo (Tryon, 1972; Tryon & Tryon, 1982), sendo encontradas
principalmente nas regibes Sul e Sudeste (Windisch, 1996)
predominantemente nas areas de dominio do bioma Floresta Atlantica, o
mais ameacado no pais (Labiak & Prado, 1998; Morellato & Haddad,
2000). De acordo com Windisch (1992), sdo escassas as informacdes
sobre conservacdo das espécies de samambaias no Brasil, o que ainda
permanece nos dias atuais.

Segundo a Lista de Espécies da Flora do Brasil (Prado &
Sylvestre, 2014), podem ser encontradas 1.224 espécies de lictfitas e
samambaias no territorio brasileiro sendo que 468 espécies sdo
endémicas. Para o Estado de Santa Catarina estdo registradas 402
espécies de licofitas e samambaias (Forzza at al., 2010), e boa parte do
conhecimento desse grupo no Sul do Brasil pode ser encontrada nas
obras de Sehnem (1967a-c; 1968a-b; 1970a-b; 1971; 1972; 1974; 1978;
1979a-g; 1984).

Nas Ultimas décadas ha relatos que indicam um declinio na
populacdo de samambaias e, provavelmente uma das causas sdo as
mudancas ambientais que podem ocasionar rapido processo de
destruicdo de seus habitats, ameacando principalmente o ciclo
reprodutivo (Ibars & Estrelles, 2012).
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1.2  REPRODUCAO

Os esporos sdo a unidade de dispersdo das samambaias sendo
principalmente dispersos pela gravidade, vento e eventualmente pela
agua (Dyer, 1979; Raghavan, 2005). A maioria das espécies de
samambaias (Classe Polypodiopsida) (Smith et al.,, 2006) ¢
homosporada, isto é, produz apenas um tipo de esporo com uma
marcada alternancia de geraces heteromérficas em seu ciclo de vida
(Fig. 1). Apresentam uma fase gametofitica haploide, na qual ocorrem
trocas génicas, geralmente efémeras com duracdo de alguns dias ou
semanas, e a fase esporofitica que é diploide, mais conspicua, perene,
chegando a durar muitos anos dependendo da espécie (Tryon & Tryon,
1982; Moran, 2008; Forzza et al., 2010)

Germinaciio Gametofito
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Figura 1. Ciclo de V|da de samambaia homosporada Pleopeltis
lepidopteris. Autora: Elisa P. Filipin.

A viabilidade dos esporos de samambaiais depende diretamente
das condi¢cGes ambientais as quais estdo expostos durando um
determinado periodo de tempo (Esteves & Dyer, 2003). Outro fator
crucial na viabilidade dos esporos esta relacionado a composicdo das
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substancias de reserva, que variam consideravelmente entre as espécies
(Dyer, 1979). Os esporos de samambaias sdo semelhantes as sementes
guanto a dorméncia, longevidade e viabilidade (Lloyd & Klekowski,
1970; Windham et al., 1986; Banks, 1999; Hor et al., 2005; Ballesteros,
2010).

Quando esporos apresentam proteinas como principal fonte de
reserva, quantidade de agua elevada e cloroplastos sdo classificados
como esporos verdes ou clorofilados, e se assemelham as sementes
recalcitrantes, pois ndo toleram dessecacdo, sendo dificil armazena-los
as temperaturas abaixo de 0°C, pois podem ocorrer danos celulares
irreversiveis (Roberts, 1973; Kato, 1976; Berjak & Pammenter, 2008).
Em contraste, 0s esporos ndo verdes ou aclorofilados sdo comparaveis
as sementes ortodoxas (Roberts, 1973); podendo ser armazenados por
um longo periodo. Isso se deve a alta quantidade de lipidios e baixa
guantidade de agua (Dyer, 1979).

1.3 METODOS DE ARMAZENAMENTO DE ESPOROS

Os esporos apresentam caracteristicas que os tornam ideais para
conservagdo ex situ em bancos de germoplasmas. Sua producdo €
imensa, sdo faceis de obter, requerem pouco espaco de armazenamento
e germinam sem cultura rigorosa (Dyer, 1979; Raghavan, 2005). Ha
plasticidade na viabilidade de esporos ap6s diferentes condicbes e
periodos de armazenamento. Lloyd & Klekowski (1970) calcularam a
variacdo na viabilidade de esporos clorofilados e esporos aclorofilados
ao longo de periodos de armazenamento, observando o contraste
marcante entre Equisetum (Equisetaceae) 12 a 24 dias de viabilidade e
algumas espécies de Asplenium (Aspleniaceae) até 48 anos. Esporos de
Polypodium vulgare L. (Polypodiaceae) morrem ap6s sete anos
armazenados a 4°C (Smith & Robinson, 1975). Em esporos de
Acrosticum danaefolium Langsd. & Fisch. (Pteridaceae), a viabilidade
manteve-se apds trés anos de armazenamento sob-refrigeracdo (Randi,
1996). Esporos de Cyathea delgadii Sternb. (Cyatheaceae) (Simabukuro
et al., 1998) e Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Dennstaedtiaceae)
permanecem viaveis por varios anos, quando armazenados a 4°C
(Ashcroft e Sheffield, 2000). Esporos de Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae) apresentaram alta porcentagem de germinagéo apds um
periodo de 731 dias armazenados a 10 x 2°C (Filippini et al., 1999).


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/P/Cyatheaceae/
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A criopreservacdo é a conservacdo de material biolégico em
temperatura ultra baixa (-196°C) geralmente em nitrogénio liquido
(Kartha, 1985, Benson et al., 1998). Em temperaturas ultra baixas todos
0S processos metabolicos sdo desativados, paralisando também a
deterioracdo bioldgica e permitindo a conservacdo durante longos
periodos (Benson et al., 1998). Segundo Harding et al. (1997) e Benson
et al. (1998), a técnica de criopreservacdo apresenta limitacao,
envolvendo uma série de estresses que podem destruir o material
vegetal. Os autores enfatizam a importancia da manutencdo da
estabilidade fenotipica e genética do material criopreservado por longo
periodo nos programas de conservacdo de germoplasma. A
criopreservacdo tornou-se um valioso método para a conservacdo de
recursos genéticos vegetais, porém é preciso aperfeicoar protocolos para
garantir a regeneracdo completa de plantas a partir das estruturas
criopreservadas (Sakai, 1995; Harding et al., 1997; Yongjie et al.,
1997). Crioprotetores como o dimetilsulféxido, glicerol, sacarose e
prolina sdo utilizados em alguns germoplasmas, cujas células
apresentam elevados teores de agua, para evitar a formacédo de cristais
de gelo e manter a viabilidade durante a criopreservacdo (Lynch &
Benson, 1991).

Nos ultimos anos, 0 armazenamento em nitrogénio liquido (NL)
tem sido aplicado com sucesso para a conservacdo de germoplasma
incluindo: suspensdes celulares (Panis et al., 1990; Yongjie et al., 1997),
calos, gemas apicais e laterais, meristemas (Niwata, 1995), pélen (Lora
et al., 2006; Tandon, 2007; Li et al., 2008), sementes (Hirano, 2005;
Hor, 2005; Kholina & Voronkova, 2008), embrides somaticos e
zig6ticos (Marin & Duran-Vila, 1988; Pence, 2004; Radhamani &
Chandel, 1992), produtos biotecnoldgicos (Stushnoff, 1987) e esporos
de samambaias (Agrawal et al.,1993; Pence, 2000; Rogge et al., 2000;
Ballesteros et al., 2012; Li et al., 2010).

Os esporos aclorofilados apresentam caracteristicas peculiares
para a criopreservacdo. Por apresentarem baixo teor de agua, podem ser
diretamente imersos em NL por longo prazo, sem a necessidade de
crioprotetores (Agrawal et al., 1993; Rogge et al., 2000; Ballesteros et
al., 2006; Brum & Randi, 2006).

A criopreservacdo de esporos de samambaias ja foi utilizada por
diversos autores. Por exemplo, Agrawall et al. (1993) criopreservaram
esporos de Cyathea spinulosa Wall. ex Hook (Cyatheaceae) durante trés
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dias em NL e estes sobreviveram. Esporos aclorofilados de 33 espécies
e clorofilados de cinco espécies sobreviveram ao armazenamento em
NL durante 52 e 75 meses (Pence, 2000). Esporos de Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) sobreviveram ap06s imersdo de uma
hora, um e trés meses em NL (Rogge et al., 2000). Esporos de Rumohra
adiantiformis (Forst.) Ching (Dryopteridaceae) continuaram viaveis
apos 90 dias armazenados em NL (Brum & Randi, 2006). Esporos de
algumas espécies de Alsophila (Cyatheaceae) também mantiveram
viabilidade ap6s 12 meses de imersdao em NL (Xu et al., 2006; Li et al.,
2010). Ballesteros et al. (2012) armazenaram criogenicamente (—196°C)
esporos de Polystichum lonchilis (L.) Roth (Dryopteridaceae)
previamente desidratados em silica gel e observaram que a viabilidade
foi mantida apds trés anos. Segundo Ballesteros (2011) e Ballesteros et
al. (2012), além de manter alta viabilidade, os esporos apresentaram
germinagdo mais rapida e crescimento gametofitico normal apds
imersdo em NL.

1.4 DESENVOLVIMENTO DE GAMETOFITOS

O desenvolvimento de gametéfitos foi bastante estudado em
Polypodiaceae tendo como maior objetivo subsidiar estudos
taxonémicos podendo-se citar como exemplos os trabalhos de Stokey,
(1959); Nayar, (1962); Atkinson & Stokey, (1964); Atkinson & Stokey,
(1970); Nayar & Kaur, (1971); Tryon & Tryon, (1982); Ranal, (1993);
Reyes & Pérez-Garcia, (1994); Ramirez & Pérez-Garcia, (1998); Reyes
et al., (2003); Viviani et al. (2009); Vazquez-Pérez et al., (2012).

N&o hé registros de estudos de desenvolvimento de gametofitos
apos criopreservacdo de esporos. Os dados da literatura relatam que
ap6s armazenamento criogénico os esporos mantém a viabilidade,
havendo aceleracdo da germinacdo e desenvolvimento gametofitico
inicial normal (Rogge et al., 2000; Ballesteros, 2006; Ballesteros, 2011;
Ballesteros et al., 2012). De acordo com Ballesteros et al. (2012), além
de investigar e atestar a viabilidade dos esporos é crucial atestar a
manutencdo da integridade genética através do estudo do
desenvolvimento gametofitico. Outra forma de avaliar uma cultura
regenerada, ap0s determinado tratamento, é através do estudo de
aspectos fisiolégicos como os teores de pigmentos fotossintéticos e a
eficiéncia fotossintética.
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De acordo com Marenco (2005), a deficiéncia de clorofilas e
carotendides pode gerar uma consideravel reducdo nas taxas
fotossintéticas e, consequentemente, no metabolismo primario. Quando
a radiacdo é intensa, 0 excesso de energia pode danificar o organismo e
os carotenoides desempenham um papel essencial na foto protecéo,
protegendo as moléculas de clorofilas contra a foto-oxidacdo (Duarte,
2003; Taiz & Zeiger, 2010). Nos dltimos anos uma metodologia vem
sendo usada para compreender melhor a fisiologia e ecofisiologia das
plantas por meio da andlise da fluorescéncia da clorofila a. Segundo
Genty et al. (1989) diversos parametros fotossintéticos podem ser
mensurados através da fluorescéncia emitida pela clorofila a,
principalmente para realizacdo de diversas analises em condi¢des de
estresse natural ou induzido experimentalmente. As metodologias atuais
permitem a realizacdo das medigdes da emissdo de fluorescéncia da
clorofila a, podendo fornecer informagdes répidas a respeito da
transferéncia de elétrons, conversdo e dissipacdo da energia luminosa do
Fotossistema 1, sempre mantendo a integridade do material vegetal
utilizado nas analises (Bilger et al. 1995).

De acordo com Maxwell & Johnson (2000), a energia da luz
absorvida em uma folha pelas moléculas de clorofila pode seguir trés
destinos: pode ser usada para conduzir a fotossintese (energia
fotoquimica); o excesso de energia pode ser dissipado na forma de calor;
a energia também pode ser emitida como fluorescéncia. Ainda, segundo
0s autores, estes trés processos ocorrem em competicdo, de tal forma
gue qualquer aumento na eficiéncia de um destes parametros resultara
em uma diminuicdo no rendimento dos outros dois. Portanto, as
informacbes sobre as alteracfes na eficiéncia fotoquimica e na
dissipacdo de calor podem ser obtidas medindo-se a emissdo de
fluorescéncia da clorofila a (Maxwell & Johnson, 2000).

Os fluorimetros de amplitude modulada (PAM) realizam
medicOes rapidas e precisas de diversos parametros fotossintéticos
associados a fluorescéncia da clorofila a (Genty et al., 1989; Krause &
Weis, 1991; Bilger et al., 1995; Gloag et al., 2007). A utilizacdo de
curvas rapidas de luz (RLC) através da fotossintese versus irradiancia
(Ritchie, 2008) é util na investigacdo da integridade do aparato
fotossintético das plantas (White & Critchley,1999). Segundo White &
Critchley (1999), as Curvas Répidas de Luz (RLC) podem mostrar
aclimatacéo do aparato fotossintético ao escuro e sua resposta aos pulsos
de intensidades crescentes de luz, possibilitando estimar a Taxa de



22

Transporte de Elétrons (ETR) do PSII, entre outros pardmetros
fotossintéticos (Van Kooten & Snel, 1990; Krause & Weis, 1991; Gloag
et al., 2007). Sendo assim, diferencas na emissdo da fluorescéncia
podem evidenciar alteracfes no processo de fotossintese.

1.5 Pleopeltis lepidopteris

A espécie estudada neste trabalho é a samambaia Pleopeltis
lepidopteris (Langsd. & Fisch.) de la Sota (Fig. 2) pertencente a classe
Polypodiopsida, ordem Polypodiales, familia Polypodiaceae (Sota,
1965; Tryon & Tryon, 1982; Smith et al., 2006). A espécie é nativa e
endémica da regido Sul (PR, SC, RS) do Brasil e areas adjacentes como
Paraguai, Uruguai e Argentina (Labiak & Hirai, 2014; Smith & Tejero-
Diez, 2014). Segunda a Resolucido CONAMA n° 261/99 (CONAMA,
1999), é considerada uma espécie herbacea e um dos principais
elementos da flora vascular da vegetacdo de restinga. As “restingas” sdo
habitats caracteristicos do litoral brasileiro, também conhecidas como
formacBes pioneiras com influéncia marinha com longas faixas de
depdsitos arenosos marinhos ocupando aproximadamente 79% da costa
brasileira, sendo a principal formacdo costeira da Floresta Ombréfila
Densa fazendo parte do Bioma Floresta Atlantica (Suguio & Tessler,
1984; Lacerda et al.,1982; Rizzini, 1992). De acordo com Veloso et al.
(1991) as “restingas” abrigam espécies arboreas, arbustivas e herbaceas
apresentando variagdes fisiondmicas observadas desde as praias até os
pontos mais interiores da planicie costeira.

Para que uma espécie se estabeleca nas restingas,
principalmente nas dunas méveis e semifixas, Bresolin (1979) e Scarano
et al. (2002) relatam alguns fatores que podem ser limitantes as plantas
como: a pobreza de nutrientes, falta de dgua no substrato, capacidade de
suportar o excesso de cloreto de sddio, intensa luminosidade que oxida
clorofilas e aumenta a temperatura foliar; a temperatura do solo; a
competicdo; a herbivoria; doencas e infeccdes por fungos. A espécie
deve apresentar algumas caracteristicas morfolégicas como: porte
reduzido ou rasteiro; sistema radicular profundo; folhas reduzidas e
revestidas com uma camada de cera; limbo em geral de consisténcia
coriacea e brilhante que reflete os raios solares (Bresolin, 1979; Caruso,
1990).
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No entanto, a especulagcdo imobiliaria, ocupacdo humana, a
poluicdo e a extracdo sdo os principais fatores que vém perturbando os
habitats de restinga (Lacerda et al., 1993; Lacerda et al.,1982; Rocha et
al., 2003; Rocha et al., 2004). Com tais impactos, os resultados séo
sucessivas modificacdes da paisagem, extincdo de comunidades de
plantas e até mesmo de animais ao longo de toda a costa, mesmo sendo
protegidos por legislacdo (Araljo & Henriques, 1984; Rocha et al.,
2003). Apesar da pressdo antropica e da perda de area sofrida por estes
habitats, sabe-se que as restingas apresentam uma consideravel
diversidade bioldgica (Rocha et al., 2004).

Além de ser uma das principais espécies da flora de restingas
Pleopeltis lepidopteris é uma planta medicinal do Sul da América, cujas
partes terapéuticas utilizadas sdo frondes, raizes e rizomas. O
medicamento fitoterapico denominado Rheumoflora ®, com Unico
registro em 1924, é indicado como analgésico e anti-inflamatorio,
associa a Cainca (Chiococca brachiata - Rubiaceae) e Pleopeltis
lepidopteris que possuindo em sua composicdo glicosideos
(samambaina), saponinas, alcal6ides, &cidos organicos (&cido
lepidiptérico, acido lepdoptanico), salicilatos, resinas, fitosterois, 6leos
essenciais, substancias albuminoéides, entre outros compotos (Gazda et
al,. 2006).

Viviani & Randi (2008) analisaram o efeito de temperatura, pH
e luz na germinacgdo de esporos de Pleopeltis lepidopteris e observaram
gue ndo houve diferenca nas porcentagens de germinagdo entre os pHs
4,0 a 6,7 mas a germinacdo foi inibida a 30°C e as maiores porcentagens
ocorreram a 22 e 8% de luz natural, sendo inibida sob maiores
intensidades luminosas. Em outro estudo Viviani et al. (2009)
acompanharam os desenvolvimentos gametofitico e esporofitico iniciais
da espécie sob microscopia de luz. Contudo, estudos sobre a viabilidade
de esporos em diferentes condi¢des de armazenamento ndo foram
realizados.

O presente trabalho teve a finalidade de analisar o efeito de
alguns métodos de armazenamento sobre a viabilidade de esporos,
sobretudo, a criopreservacdo em nitrogénio liquido e acompanhar o
desenvolvimento gametofitico apds o tratamento, visando esta técnica
em bancos de esporos de samambaias.



24

Lde L 2 ;
Figura 2. Aspecto geral de Pleopeltis lepidopteris a. Detalhe da fronde
fértil face abaxial a esquerda e face adaxial a direita b.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a viabilidade de esporos submetidos a diferentes
métodos de armazenamento, com énfase na criopreservacdo em
nitrogénio liquido e o desenvolvimento gametofitico inicial como
método para a conservacgdo “ex situ” em bancos de germoplasma.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar a porcentagem de germinacdo de esporos de P.
lepidopteris em diferentes métodos de armazenamento;

» Analisar o desenvolvimento inicial dos gametofitos
provenientes de esporos controles e de esporos criopreservados
e esterilizados;

> Analisar a histoquimica dos esporos controles e criopreservados
em inicio de germinacdo e de gamet6fitos provenientes destes
esporos;
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Analisar a morfologia de esporos controles e criopreservados e
de gametofitos provenientes destes esporos;

Analisar a morfologia de esporos controles e criopreservados
em inicio de germinacdo e de gametéfitos provenientes destes
esporos;

Quantificar a fluorescéncia da clorofila em gametdfitos
provenientes de esporos controles e de esporos criopreservados
e esterilizados;

Avaliar a eficiéncia fotossintética de gametdfitos provenientes
de esporos controles e de esporos criopreservados e
esterilizados;

Avaliar o conteudo de clorofila a, b, clorofilas totais e
carotenoides em gametofitos provenientes de esporos controles
e de esporos criopreservados e esterilizados;

Analisar a 4area celular e o surgimento das estruturas
reproduticas de gametofitos provenientes de esporos controles e
de esporos criopreservados e esterilizados.
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CAPITULO |

VIABILIDADE DE ESPOROS DE Pleopeltis lepidopteris
(LANGSD. & FISCH.) DE LA SOTA (POLYPODIACEAE) EM
DIFERENTES CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

1. INTRODUCAO

Os estudos sobre viabilidade e conservacao de esporos de varias
espécies de samambaias, bem como sobre o desenvolvimento de
gametofitos, vém sendo conduzidos ha décadas (Dyer, 1979; Page et al.,
1992; Dyer & Lindsay, 1996, Pence, 2000; Pence, 2008a; Pence,
2008b). Geralmente os esporos recém-coletados sdo armazenados em
temperatura ambiente em herbarios ou em temperaturas baixas sob-
refrigeracdo. No entanto, esses métodos causam rapida perda de
viabilidade dependendo da espécie (Beri & Bir, 1993; Camloh, 1999).

Esporos de vérias espécies foram armazenados em diferentes
condigdes e periodos de armazenamento, apresentando plasticidade na
viabilidade (Lloyd & Klekowski, 1970; Smith & Robinson, 1975;
Randi, 1996; Simabukuro et al., 1998; Ashcroft e Sheffield, 2000;
Filippini et al., 1999), o mesmo observado quando armazenados em
nitrogénio liquido (Agrawall et al., 1993; Ballesteros et al., 2012). Os
esporos aclorofilados por apresentarem baixo teor de agua, podem ser
imersos diretamente em NL por longo prazo, sem a necessidade de
crioprotetores, conforme observado por Rogge et al. (2000) e Brum &
Randi (2006).

Viviani & Randi (2008) trabalharam com esporos de Pleopeltis
lepidopteris, coletados nas dunas da praia da Joaquina, Floriandpolis,
SC e observaram as mais altas porcentagens de germinacdo nas
temperaturas de 20 e 25°C e sob 22 e 8% de luz solar plena. As autoras
estudaram também o desenvolvimento gametofitico e observaram
estruturas reprodutivas apds 120 dias de cultivo; a germinagao € do tipo
Vittaria e o desenvolvimento é do tipo Drynaria (Viviani et al., 2009).
No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre a conservacdo dos esporos
dessa importante espécie das restingas.

Para que ocorra sucesso na conservagdo ex situ por meio do
estabelecimento dos esporos em bancos de germoplasma é preciso
investigar e atestar a viabilidade dos esporos (Ballesteros, 2010 e
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Ballesteros et al., 2012), para garantir a manutencdo da integridade
genética e capacidade de desenvolvimento (Page et al.,1992; Banks,
1999).

A esterilizagdo superficial de esporos de samambaias € um
procedimento utilizado em estudos de germinacdo para eliminar ou
reduzir a contaminacdo por fungos e bactérias (Renner & Randi, 2004;
Brum & Randi, 2006; Begnini & Randi, 2009; Viviani et al., 2009; Wu
et al., 2009; Santos et al., 2010; Barnicoat et al., 2011; Vargas &
Droste, 2014). No entanto, alguns procedimentos de esterilizagdo podem
reduzir a porcentagem de germinagdo de esporos (Hamilton & Chaffin,
1998; Simabukuro et al., 1998; Camloh, 1999).

Este trabalho teve como objetivo testar alguns métodos de
conservagdo de esporos de Pleopeltis lepidopteris e analisar os
percentuais de germinacdo apds diferentes periodos e condicOes de
armazenamento, e comparar o desenvolvimento gametofitico a partir da
germinacdo de esporos recém-coletados e criopreservados em nitrogénio
liquido.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAL DE COLETA

Frondes férteis de Pleopeltis lepidopteris (aproximadamente
cinquenta) foram coletadas aleatoriamente de diferentes plantas em
setembro de 2013 nas Dunas da Praia da Joaquina (27° 37' 44.4” S e 48°
26' 52.8" W) no litoral leste da llha de Santa Catarina, Brasil (Fig. 1). O
clima da regido é subtropical Umido com veres quentes e chuvas
distribuidas durante o ano, com temperatura média anual entre 19-20°C
e precipitacdo média anual entre 2500-2700 mm (Pandolfo et al., 2002).

2.2 OBTENCAO DE ESPOROS

Para a liberacdo de esporos, as frondes de Pleopeltis
lepidopteris (Fig. 2a, b), secaram sobre bandejas plésticas revestidas
com papel de filtro a temperatura ambiente (25°C e 66%UR) por dez
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dias Os esporos foram separados por meio de filtragem em papel
entretela com auxilio de um pincel (Fig. 2c,d).
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(27° 37'44.4" S e 48° 26' 52.8" W)
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Figura 1. Localizagdo da éarea de coleta do material botanico. a Estado
de Santa Catarina. b Ilha de Santa Catarina, SC. ¢ Local da coleta nas
Dunas da Praia da Joaquina. d Dunas com vegetacdo. e Pleopeltis

lepidopteris.

2.3 ARMAZENAMENTO E GERMINAGAO

Aliquotas de aproximadamente 50mg de esporos foram
armazenadas durante um e oito meses nos seguintes tratamentos: 1)
AM= temperatura ambiente nas frondes; 2) RE= sob-refrigeracdo a
7+1°C, dentro de frascos de vidro; 3) CE= esporos imersos em
nitrogénio  liquido (-196°C) em criotubos e esterilizados
superficialmente apds degelo; 4) CN= esporos imersos em nitrogénio
liquido (-196°C) em criotubos e apds degelo ndo esterilizados (Fig. 2e).

Esporos foram esterilizados superficialmente em solucdo de
hipoclorito de sodio comercial (10%), acrescida de uma gota de
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detergente liquido comercial durante 20 minutos, e posteriormente
lavados em agua destilada autoclavada e filtrados a vacuo sobre papel de
filtro (Viviani & Randi, 2008). Para cada tratamento foram utilizados
quatro frascos erlenmeyers (50 ml) cada um contendo 20 ml de solugéo
de Mohr (1956), modificada por Dyer (1979). Aproximadamente 10mg
de esporos foram inoculados em cada frasco com auxilio de espatula de
aluminio Os frascos foram selados com filme de polipropileno de uso
doméstico da marca Assafacil®, fixos com elastico e transferidos para
sala de cultivo (Fig. 2f, g), com fotoperiodo de 16 horas (22 umoles.
m2s’) & temperatura de 25+2°C (Viviani & Randi, 2008). A radiac&o
fotossinteticamente ativa (PAR) foi provida por duas lampadas
fluorescentes brancas (Philips, F40D), dispostas horizontalmente a 30
cm dos frascos. Os esporos foram cultivados nessas condi¢des por 30
dias. A germinacdo foi avaliada no 4° e 16° dia de cultivo, sendo que
para cada dia de avaliacdo foram preparadas quatro laminas (réplicas)
para cada tratamento, sendo avaliados 100 esporos por lamina. Algumas
gotas da solucdo nutritiva contendo os esporos foram colocadas sobre
lamina recoberta com laminula. A germinacdo foi avaliada em
microscopio de luz com aumento de 40 vezes. Foram considerados
germinados os esporos que apresentaram protrusao de rizoide (Fig. 2i).

Esporos recém-coletados foram inoculados logo ap6s terem
sido separados das frondes e filtrados em papel entretela. Esse material
foi utilizado como controle (CT) para os demais tratamentos. As
porcentagens de germinagdo dos demais tratamentos foram comparadas
a obtida para os esporos recém-coletados. Os esporos criopreservados e
apos degelo lento em temperatura ambiente foram esterilizados e entdo
inoculados nos frascos (CE), assim como para esporos criopreservados e
apos degelo foram inoculados sem a esterilizagao superficial (CN).

2.4 CULTIVO DE GAMETOFITOS

Apb6s 30 dias de cultivo em meio liquido, os gametéfitos
originados de esporos controles (CT) e de esporos criopreservados
esterilizados (CE) foram transferidos para bandejas de polipropileno
transparente com tampa, contendo substrato composto de areia, himus
de minhoca Vitaplan® e latossolo vermelho distréfico na proporgéo de
1:1:1, previamente esterilizado em autoclave (60 min a 120°C
previamente esterilizado em autoclave (60 min a 120°C). As bandejas
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permaneceram em camara de germinagdo com fotoperiodo de 16 h (22
umoles fotons m2s™) a 25 + 2°C (Viviani & Randi, 2008) (Fig. 2.j-m).

Figura 2. Procedimento para a obtencdo de esporos, inoculagdo,
germinacdo e desenvolvimento de gametofitos de Pleopeltis
lepidopteris. a Fronde fértil. b Liberacdo de esporos. ¢ Esporos e
esporangios. d Filtragem do material. e Esporos para inoculagdo e
respectivos tratamentos: CT=controles; AM=temperatura ambiente;
RE=sob-refrigeracdo; CE=criopreservados e esterilizados e CN=
criopreservados e ndo esterilizados. f Quatro erlenmeyers por tratamento
com meio de Dyer. g Frascos em sala de cultivo. h Laminas com
esporos germinados. i Emisséo de rizoides. j Gameto6fitos com 30 dias a
serem transferidos para substrato. k-1 Preparo de substrato para cultivo
de gametofitos em bandejas. m Gametdfitos em desenvolvimento no
substrato.
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2.5 ANALISE DE GAMETOFITOS POR MEIO DE MICROSCOPIA
DE LUZ (ML)

Para acompanhar o desenvolvimento gametofitico, foram
preparadas laminas de material fresco com 4, 8, 30, 120, 160 e 212 dias
de cultivo que foi fotografado em microscopio de luz (Leica DM2500)
com camera fotografica digital (Leica, DFC295) acoplada.

2.6 DETERMINACAO DA AREA DOS GAMETOFITOS

Para analisar o desenvolvimento gametofitico através da area,
gametofitos provenientes de esporos CT e CE, foram coletados ap6s 140
e 200 dias de cultivo. Os gamétofitos foram dispostos em placa de Petry
com agua para remocdo de fragmentos de substrato com auxilio de
agulhas e microscopia estereoscépico. Foram montadas laminas com
material fresco e capturadas 80 imagens de cada tratamento em
microscopio de luz DM 2500 (Leica, Wetzlar, Alemanha), equipado
com camera DFC 295 (Heerbrugg, Alemanha) e software (Leica
Application Siute 3.7.0, Suica). A area dos gametofitos foi medida em
ym>.

Também foram verificadas as estrutradas reprodutivas formadas
nos gametdfitos oriundos de esporos CT e CE, apds 140 e 200 dias de
cultivo. Foram analisadas 10 amostras com oito gametofitos para cada
tratamento (n=80).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Para se comparar dois tratamentos foi utilizado o teste “t” de
Student, sempre que os dados apresentaram normalidade. Para se
comparar mais de dois tratamentos foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de comparagdo de médias de Tukey (5%).
Quando os dados de germinagdo ndo apresentaram normalidade ou
homogeneidade, mesmo apo6s a transformacao angular, foram aplicados
testes ndo paramétricos de Mann-Whitney, para dois tratamentos e
Freadman para mais de dois tratamentos (Zar, 1996; Santana & Ranal,
2004). Os resultados foram analisados pelos softwares Excel, BioEstat
5.0 e Assistat a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS
3.1 GERMINACAO DE ESPOROS

Apo6s quatro dias de cultivo as maiores percentagens de
germinacao foram observadas em esporos armazenados durante um més
e oito meses em nitrogénio liquido, ndo esterilizados apés o degelo
(CN), e em esporos recém-coletados (CT) (Tab. 1). Esporos
armazenados em nitrogénio liquido durante um més, esterilizados
superficialmente apds degelo, e esporos armazenados a temperatura
ambiente, apresentaram menores porcentagens de germinacdo no quarto
dia de avaliacdo. Observou-se também uma reducdo considerdvel na
porcentagem de germinacdo dos esporos armazenados durante oito
meses em refrigeracdo. Os esporos armazenados a temperatura ambiente
perderam totalmente a viabilidade no inicio da contagem apds oito
meses.

Tabela 1. Germinacdo de esporos de Pleopeltis lepidopteris
armazenados em diferentes condigdes pelo periodo de um e oito meses.

Tratamentos Germinacéo (%0)
4 Dias de cultivo 16 Dias de cultivo
CT 68,5+ 1,29a 90,7 +1,71cd
Tempo de armazenamento
1 Més 8 Meses 1 Més 8 Meses
CE 49+294c 46,7+171c 89,0+ 0,82d 90,2 +0,5¢
CN 72,7+299a 655+1,29b 97,0 £2,45a 95+ 0,82ab
AM 315+129d 0,0+0,0f 750+ 1,41e 0,0+0,0g
RE 65+258p 17,7+ 1,26e 93,0+ 2,58h 64,7 +0,96f
Fr 157 75,6667
p <0,0001 < 0,0001
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Médias seguidas por letras diferentes indicam diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos entre colunas do 4° e
16° dia de cultivo pelo teste de Friedman (p<0.05). CT=esporos controle
recém-coletados; CE= esporos criopreservados e esterilizados; CN=
esporos criopreservados nao esterilizados; AM= esporos mantidos nas
frondes em temperatura ambiente; RE= esporos mantidos sob-
refrigeracdo. Fr= Teste de Friedman. p= nivel de significancia. Média +
Desvio Padrédo (n= 100).

Apbs 16 dias de cultivo (Tab. 1), as maiores porcentagens de
germinagdo foram observadas para esporos criopreservados durante um
e oito meses e ndo esterilizados apds o degelo (CN), e para esporos
armazenados durante um més em refrigeracéo (RE), seguidas de esporos
criopreservados durante um e oito meses, e esterilizados ap6s o degelo
(CE) cuja germinacdo foi semelhante a dos esporos controles (CT).
Observou-se, assim como no 4° dia de cultivo, uma reducdo
consideravel na porcentagem de germinagdo dos esporos armazenados
sob-refrigeracdo durante oito meses (RE) ap6s 16 dias de cultivo. Os
esporos armazenados a temperatura ambiente (AM) perderam
totalmente a viabilidade apds oito meses de armazenamento aos 16 dias
de cultivo

3.2 AREA DE GAMETOFITOS

Gametofitos crescidos a partir de esporos controles, apds 140 e
200 dias de cultivo, apresentaram area muito inferior aos gametofitos
crescidos a partir de esporos criopreservados (Tab. 2).

Observou-se que aos 140 dias de cultivo, gametdfitos oriundos
dos esporos criopreservados, apresentaram anteridios e arquegdnios,
enquanto que gametdfitos provenientes de esporos controles nédo
apresentaram nenhuma estrutura reprodutiva (Tab. 3). Ap6s 200 dias de
cultivo, gametéfitos provenientes dos esporos —criopreservados
apresentaram novamente maior média de estruturas reprodutivas em
relacdo aos gametofitos controles.
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Tabela 2. Area de gametdfitos de Pleopeltis lepidopteris, oriundos de
esporos controles e esporos criopreservados, pos 140 e 200 dias de
cultivo.

Dias de cultivo

Tratamentos Area do gamet6fito Média (ym?)
140 Dias 200 Dias
CT 156,73 + 63,44b 2224,73 £ 733,55b
CE 371,38 £170,57a 3799,21 + 1465,66¢
p < 0,0001 < 0,0001

Médias seguidas por letras diferentes na coluna indicam diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste de Mann-
Whitney (p<0.05). CT= de esporos controles recém-coletados; CE=
esporos criopreservados e esterilizados. p=nivel de significancia. Média
+ Desvio Padrédo (n= 80).

Tabela 3. Estruturas reprodutivas em gametofitos de Pleopeltis
lepidopteris apds 140 e 200 dias de cultivo.

Gametofitos com estruturas reprodutivas

Tratamentos Média (%0)
140 Dias 200 Dias
CT 0,0£0,0a 0,37 £0,49
CE 0,26 + 0,44b 0,81 +0,40b
p <0,0001 <0,0001

Médias seguidas por letras diferentes na coluna indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste de “t” de
Student (p<0.05). CT= de esporos controles recém-coletados; CE=
esporos criopreservados e esterilizados. p= nivel de significancia. Média
+ Desvio Padréo (n= 80)
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3.3 ANALISE DE GAMETOFITOS POR MEIO DE
MICROSCOPIA DE LUZ (ML)

Gametofitos oriundos de esporos CT de Pleopeltis lepidopteris e de
esporos CE apresentaram o0 mesmo padrdo de germinacdo e
desenvolvimento (Fig. 3). Observou-se que a germinacdo iniciou entre
trés e quatro dias de cultivo (Fig. 3a, b). Os gamet6fitos com oito dias de
cultivo apresentaram de trés a quatro células clorofiladas nos dois
tratamentos (Fig. 3c, d). Com 16 dias de cultivo apresentaram a fase
filamentosa em ambos os tratamentos (Fig. 3e, f). Gametdfitos com 30
dias de cultivo apresentavam forma cordiforme com vérios rizoides e
células protonemais com muitos cloroplastos. Porém observou-se uma
antecipacdo de ocorréncia de estruturas reprodutivas em gametofitos
oriundos dos esporos criopreservados apds 120 dias de cultivo. Os
gametdfitos que cresceram a partir dos esporos controles ndo se
apresentaram na fase reprodutiva apés esse periodo (Fig. 3g, h, i). No
entanto, os gametdfitos dos dois tratamentos apresentaram um padrdo
morfoldgico cordiforme-reniforme aos 160 dias de cultivo, com amplas
asas, meristema apical, tricomas marginais, arquegénios e anteridios
(Fig. 3j, I, k). Apds 212 dias de cultivo os gametdfitos de ambos os
tratamentos apresentaram asas mais amplas e estruturas reprodutivas
com muitos arquegdnios na regido central da superficie abaxial, entre os
rizoides; o meristema apical é muito nitido (Fig.3m, o). Detalhes de
arquegobnios sdo mostrados na figura 3n e um arquegbnio sendo
fecundado é mostrado na figura 3p.
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250um f 5 250um

Figura 3. Inicio de ger'minagéo e desenvolvimento de gametofitos de
Pleopeltis lepidopteris. a Esporo controle geminando apés 4 dias. b
Esporo criopreservado esterilizado geminando apés 4 dias. ¢ Gametdfito
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controle com 8 dias. d Gametdfito de esporo criopreservado com 8 dias.
e Gametdfito filamentoso controle com 30 dias. f Gametdfito
filamentoso de esporo criopreservado com 30 dias. g Gametdfito
controle cordiforme com120 dias. h Gametdfito de esporo
criopreservado cordiforme com 120 dias. i Detalhe de anteridios e
anterozoides. j Gametofito controle com 160 dias. k Detalhe de
arquegodnios. | Gametdfito de esporo criopreservado com 160 dias. m
Gametofito controle com 212 dias. n Detalhe de arquegbnios. o
Gametofito de esporo criopreservado com 212 dias. p Detalhe de um
arquegdnio (Ar) sendo fecundado por anterozoides (At). (An) anteridio,
(At) anterozoide, (Cp) celular protalial, (GI) glébulo de lipideo, (T)
tricoma, (R) rizoide, (M) meristema apical.

4. DISCUSSAO

Esporos recém-coletados de Pleopeltis lepidopteris alcangaram
90,7% de germinacdo ap6s 16 dias de cultivo em meio de Dyer,
enquanto que a porcentagem méaxima encontrada para essa espécie no
trabalho realizado por Viviani et al. (2009) foi de 35,7%, aos 28 dias de
cultivo. Esporos do presente estudo e de Viviani et al. (2009) foram
coletados nas Dunas da Praia da Joaquina, Florianépolis, SC, e a
germinacgdo ocorreu nas mesmas condicdes de cultivo. O que diferiu foi
ano e a estacdo de coleta dos esporos. No presente estudo 0s esporos
foram coletados na estacdo da primavera ao final do més de setembro de
2013. J4, no estudo de Viviani et al. (2009) o material foi coletado na
estacdo de outono no més de maio de 2005. Provavelmente essa
diferenca no potencial de germinacao indica sazonalidade da espécie na
producdo de esporos viaveis. Santos et al. (2010) trabalharam com
esporos de Gleichenella pectinata (Willd.) Ching (Gleicheniaceae)
coletados entre marco a novembro de 2004 e observaram variagdes nas
porcentagens de germinacdo entre os esporos de diferentes coletas.
Evidéncias apontam que a formacdo de esporos deve ser influenciada
pelas alteragbes climaticas sazonais, tais como temperaturas,
fotoperiodo, periodos de chuvas ou estiagem, local de coleta dos esporos
e populagdes (Camloh & Gogala 1992; Camloh, 1993; Camloh, 1999;
Sheffield et al., 2001; Santos et al., 2010).

Os esporos de Pleopeltis lepidopteris ndo sobreviveram quando
armazenados por oito meses em temperatura ambiente (média anual de
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21°C). Tal fato foi verificado também para outras espécies de
samambaias, como em esporos de Athyrium filix-femina (L.) Roth
(Athyriaceae) perderam a viabilidade apds um ano quando armazenados
a 25°C (Ballesteros et al., 2012). Assim como, esporos de Polystichum
lonchitis (L.) Roth (Dryopteridaceae), Notholaena marantae (L.) R. Br.
(Pteridaceae) e Thelypteris palustris Schott (Thelypteridaceae) perderam
totalmente a viabilidade ap6s trés anos de armazenamento. O mesmo
autor relata que esporos de Pteris vittata L. (Pteridaceae) sobreviveram
apos trés anos de armazenamento a 25°C. Quando esporos de Pteris
vittata L. (Pteridaceae) foram armazenados a 20°C por 100 dias,
sofreram reducéo de 30% na porcentagem de germinacao e no contetdo
de agUlcares soluveis totais (Beri & Bir, 1993). Esporos de Culcita
macrocarpa C. Presl. (Dicksoniaceae) e Woodwardia radicans (L.) Sm.
(Blechnaceae) respectivamente, morreram apos seis meses e um ano de
armazenamento a 20°C (Quintanilla et al., 2002).

Neste trabalho, observou-se reducdo significativa das
porcentagens de germinacao de esporos de Pleopleltis lepidopteris apds
0 periodo de armazenamento de oito meses em refrigeracdo, o que
indica ser este um método inadequado para a manutencdo da viabilidade
de esporos por longo periodo. Resultados semelhantes foram
encontrados em esporos de varias espécies de samambaias. Randi
(1996) relatou uma reducdo de 50% na germinacdo de esporos de
Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch. (Pteridaceae), ap6s dois
anos de armazenamento sob-refrigeracéo.

De acordo com Wilson et al. (1979) e Raghavan (2005), durante
0 armazenamento em baixas temperaturas a atividade metabdlica e a
desidratacdo sdo reduzidas e as substancias de reserva necessarias a
germinacdo e ao desenvolvimento gametofitico sdo gradualmente
consumidas e assim 0s esporos perdem a capacidade de germinar (Beri
& Bir, 1993; Camloh, 1999). No entanto, esporos de algumas espécies
permanecem viaveis apds serem armazenados sob-refrigeracdo, como
registrado em Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) cujos
esporos mantiveram-se viaveis ap6s dois anos de armazenamento a
711°C apresentando 82% de germinacdo (Filippini et al., 1999), apds
4,5 anos apresentaram 62% de germinacdo, mas 0s armazenados por
seis anos perderam a viabilidade (Begnini & Randi, 2009).

Esporos de Culcita macrocarpa C. Presl (Culcitaceae)
armazenados a 5°C durante um ano atingiram somente 9% de
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germinacgdo (Quintanilla et al., 2002). Esporos de Polypodium vulgare
(L.) (Polypodiaceae) permaneceram viaveis apos sete anos armazenados
a 4°C, embora a viabilidade tenha diminuido (Smith & Robinson, 1975).
Esporos de Cyathea delgadii (Sternb.) (Cyatheaceae) (Simabukuro et
al., 1998) e Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Dennstaedtiaceae)
permanecem viaveis quando armazenados sob-refrigeracdo por varios
anos (Ashcroft & Sheffield, 2000). Esporos de algumas espécies de
Adiantum tém sua viabilidade preservada quando armazenados sob-
refrigeracdo (Aragon & Pangua, 2004). Esporos de Rumohra
adiantiformis (Forst.) Ching (Dryopteridaceae) mantiveram-se viaveis
durante seis anos de armazenamento sob-refrigeracéo (Begnini & Randi,
2009).

De acordo com Dyer (1979) esporos aclorofilados geralmente
apresentam alto teor de lipidios e aproximadamente 5% de 4agua,
caracteristicas que 0s tornam ideais para 0 armazenamento criogénico e
conservagdo em longo prazo. De acordo com Lloyd & Klekowski
(1970) e Windham et al., (1986) esporos ndo verdes parecem ser
analogos a sementes ortodoxas e podem ser armazenados por varios
anos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a
criopreservacdo de esporos de Pleopeltis lepidopteris em nitrogénio
liquido (-196°C) sem a adicdo de crioprotetores foi eficiente em
preservar a viabilidade, sendo que a porcentagem de germinacdo foi
superior quando comparada a de esporos armazenados por 0ito meses
sob-refrigeracdo. Resultados semelhantes foram encontrados em varias
espécies de samambaias, como Cyathea spinulosa Wall. ex Hook.
(Cyatheaceae) (Agrawall et al., 1993), Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae) (Rogge et al., 2000), Rumohra adiantiformis (Forst.)
Ching (Dryopteridaceae) (Brum & Randi, 2006), Alsophila spinulosa
(Hook.) Tryon e Alsophila gigantea Wallich. ex Hook (Li et al., 2010).

Os resultados em relagcdo a area de gametdfitos controles e
provenientes de esporos criopreservados de Pleopleltis lepidopteris
mostraram uma consideravel diferenca entre os tratamentos, tornando-se
a anélise da area uma ferramenta eficaz para comparar o crescimento.
Do mesmo modo, a avaliagdo do surgimento de estruturas reprodutivas
fornece valiosas informacdes sobre o desenvolvimento de gametofitos
ap6s o armazenamento de esporos em NL. Na literatura ha poucos
registros de estudos sobre o desenvolvimento de gametdfitos a partir de
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esporos criopreservados em NL, sendo essa uma informagéo inovadora
e promissora na comparacdo de tratamentos de armazenamento de
esporos.

A germinacdo de Pleopeltis lepidopteris é do tipo Vittaria e o
padrdo de desenvolvimento gametofitico é do tipo Drynaria, descritos
por Nayar & Kaur (1968, 1969, 1971) para a maioria dos géneros de
Polypodiaceae. O padrdo Vittaria de germinacdo é um tipo de
germinacgdo polar, onde a primeira divisdo resulta em células desiguais.
A primeira menor é em paralelo ao plano equatorial do esporo e forma a
célula rizoidal e a segunda célula é perpendicular ao eixo polar do
esporo. Em seguida o padrdo de desenvolvimento é do tipo Drynaria
gue se caracteriza pelo estabelecimento de um meristema apical ap6s a
formagéo de tricomas marginais.

Estudo morfoanatbmico de gametofitos de Pleopeltis
lepidopteris ja foi realizado por Viviani et al. (2009). Porém, as autoras
observaram o desenvolvimento gametofitico até 120 dias de cultivo. No
presente trabalho foram analisados gametofitos crescidos a partir de
esporos recém-coletados e esporos criopreservados, até 212 dias de
cultivo. Aos 30 dias de cultivo, os gametdfitos analisados por Viviani et
al. (2009) apresentavam-se na fase laminar-espatulada, enquanto que no
presente estudo apresentaram-se ainda na fase filamentosa. Aos 120 dias
de cultivo, Viviani et al. (2009) registraram gametdfitos na fase
cordiforme evidenciando a regido meristematica, tricomas unicelulares
gue crescem a partir de células marginais da lamina do protalo e
estruturas reprodutivas. No presente trabalho, os gametofitos de P.
lepidopteris com 120 dias de cultivo, crescidos a partir de esporos
controles, ndo apresentaram nenhuma estrutura reprodutiva. J& os
gametdfitos oriundos de esporos criopreservados apresentaram
anteridios. Aos 160 dias de cultivo, os gametofitos controles de P.
lepidopteris apresentaram as primeiras estruturas reprodutivas.
Consequentemente houve uma acelaracdo de desenvolvimento de
gametdfitos provenientes de esporos criopreservados em relacdo ao
desenvolvimento gametofitico de esporos controles. Esta diferenca no
desenvolvimento de gametofitos provavelmente esteja relacionada ao
fato de que os esporos imersos em nitrogénio liquido apresentaram
aceleracdo da germinagdo e consequentemente, crescimento antecipado
dos gametofitos em relacdo aos esporos controles.
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Por meio da andlise da germinacdo e do desenvolvimento
gametofitico, conclui-se por este trabalho que, a criopreservacdo foi
eficiente para a manutencdo da viabilidade dos esporos, promovendo
uma aceleracdo da germinacdo e do desenvolvimento gametofitico e o
surgimento de estruturas reprodutivas.
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CAPITULO II

CARATERIZACAO DE GAMETOFITOS DE Pleopeltis
lepidopteris (POLYPODIACEAE), UMA SAMAMBAIA DA
RESTINGA, APOS A CRIOPRESERVACAO DE ESPOROS:
ANALISES MORFOLOGICAS, ULTRAESTRUTURAIS E
FISIOLOGICAS

1. INTRODUCAO

Pleopeltis lepidopteris é uma espécie de samambaia
homosporada que apresenta esporos aclorofilados (Viviani & Randi,
2008), faceis de obter, que apresentam produgdo imensa, sendo um
excelente material biolégico de estudo (Dyer, 1979; Raghavan, 1989;
Dyer & Lindsay, 1996) para a conservacdo ex situ em bancos de
germoplasma (Ashcroft & Sheffield, 2000; Pence, 2004; Pence, 2008a;
Pence, 2008b; Ballesteros, 2010). Os esporos aclorofilados apresentam
caracteristicas semelhantes as sementes ortodoxas e mostram aumento
da viabilidade quando armazenados em baixas temperaturas (Lloyd &
Klekowski, 1970; Windham et al., 1986; Ballesteros et al., 2012).

A conservagdo criogénica consiste em armazenar o material
biolégico em nitrogénio liquido a -196°C, ou na sua fase de vapor a -
150°C (Kartha,1985), o que desativa 0s processos metabdlicos
paralisando a atividade bioldgica e permitindo a conservagdo durante
longos periodos (Benson et al., 1998). Essa técnica envolve uma série
de estresses que podem destruir o material vegetal ou modificar as
amostras ap6s o procedimento. No entanto, espera-se que 0 material
criopreservado mantenha estabilidade genética e fenotipica por longo
periodo (Harding et al., 1997; Benson et al., 1998).

O armazenamento em nitrogénio liquido preservou a
viabilidade de esporos de diversas espécies de samambaias sem a
necessidade de crioprotetores (Agrawal et al., 1993; Pence, 2000; Rogge
et al., 2000; Brum & Randi, 2006, Li et al., 2010; Ballesteros et al.,
2012). No entanto, a maioria dos estudos sobre conservacgdo criogénica
de esporos de samambaias avaliou a viabilidade de esporos apds o
armazenamento, mas ndo o desenvolvimento gametofitico (Ballesteros
et al., 2012). Portanto, para confirmar a eficiéncia do método na
conservacdo de germoplasma em nitrogénio liquido é necesséria a
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manutencdo da viabilidade de esporos, bem como, que sejam aptos a
gerar gametofitos capazes de se reproduzir mantendo a capacidade de
desenvolvimento (Page et al., 1992; Banks, 1999, Aragon & Pangua,
2004; Pence, 2008a, Pence, 2008b; Ballesteros, 2010).

Poucos sdo os estudos que avaliaram o desenvolvimento de
gametdfitos ap6s o armazenamento em nitrogénio liquido. Brum &
Randi (2006), observaram desenvolvimento normal de gametdfitos
oriundos de esporos criopreservados de Rumohra adiantiformis (Forst.)
Ching (Dryopteridaceae). Da mesma forma, Li et al. (2010)
acompanharam a germinacdo e observaram o desenvolvimento normal
de Alsophila gigantea Wall. ex Hook. e Alsophila spinulosa Wall. ex
Hook. (Cyatheaceae) ap6s um ano de armazenamento criogénico dos
esporos. Analises ultraestruturais sdo importantes ferramentas que
contribuem para caracterizar o desenvolvimento da planta apds um
determinado tratamento. S&o0 poucos 0s estudos que envolvem
ferramentas como a microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Li et
al., 2010; Bonomo et al., 2013) e microscopia eletrnica de transmisséo
(MET) (Makgomol & Sheffield, 2001) para avaliar gametofitos de
samambaias.

Ferramentas eficientes para avaliar a integridade de uma planta
apos diferentes tratamentos sdo as andlises fisiologicas, através do
desempenho fotossintético, que consistem em avaliar 0s parametros
obtidos a partir da fluorescéncia emitida pela clorofila a (Genty et al.,
1989).

Este trabalho teve como objetivo descrever caracteristicas
morfo-histologicas, ultraestruturais e fisiologicas de esporos de
Pleopeltis lepidopteris recém-coletados e armazenados em nitrogénio
liguido visando avaliar a criopreservagdo como método para a
conservacdo dessa importante espécie de restinga.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAL DE COLETA
As frondes férteis de Pleopeltis lepidopteris foram coletadas no

mesmo local relatado no item 2.1 do capitulo I. Porém, a coleta foi
realizada em Marco de 2014.
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2.2 OBTENGAO DE ESPOROS

Os procedimentos utilizados para coleta e obtengdo de esporos
estdo descritos nos itens 2.1e 2.2 do capitulo I.

2.3 ARMAZENAMENTO E GERMINAGCAO DE ESPOROS

Os tratamentos realizados foram: CT= esporos recém-coletados
e CE= esporos armazenados durante quatro horas em nitrogénio liquido
a -196°C e esterilizados apds o degélo. O procedimento de esterilizacdo,
inoculagdo e germinagdo sdo descritos no item 2.3 do capitulo .

2.4 CULTIVO DE GAMETOFITOS

Gametofitos provenientes de esporos controles (CT) e de
esporos criopreservados e esterilizados apdés degelo (CE) foram
cultivados conforme descrito no item 2.4 do capitulo I.

2.5 ANALISE DE ESPOROS E GAMETOFITOS ATRAVES DA
MICROSCOPIA DE LUZ (ML)

Foram analisados esporos em inicio de germinacdo, com quatro
dias de cultivo e gametofitos com 150 dias de cultivo. As amostras
foram fixadas em solugdo de paraformaldeido 2,5% em tampéo fosfato
de sédio 0,1M, pH 7,2, “overnight” a temperatura de 4°C (Schimidt et
al., 2009). Posteriormente, foram desidratadas em séries crescentes de
etanol (Bouzon, 2006). Em seguida, foram infiltradas com historesina
(Leica Historesin, Heidelberg, Alemanha).

Seccdes com Sum de espessura, foram realizadas em
micrétomo manual modelo Leica RM 2135, com navalha de tungsténio
e posteriormente o material reagiu a diferentes técnicas histoquimicas.
Foi utilizado Azul de Toluidina (AT-O) a 0,5%, pH 3,0, para identificar
polissacarideos acidos através da reacdo de metacromasia (Gordon &
McCandless, 1973). Acido Periddico de Schiff (PAS) foi utilizado para
identificar a presenca de polissacarideos neutros (amido e celulose)
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(Gahan,1984). Azul brilhante de Coomassie (CBB) a 0,05% foi
utilizado para observacdo de proteinas totais (Gahan, 1984). As
amostras foram fotografadas em microscopio Epifluorescente (Olympus
BX 41), equipado com o sistema de captura de Imagem Q Capture Pro
5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, EUA).

2.6 ANALISE DOS GAMETOFITOS ATRAVES DE
MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER

Gametdfitos de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias de cultivo
foram analisados em microscopio confocal de varredura a laser (Leica
TCS SP-5, Wetzlar, Alemanha) do LCME da UFSC. As amostras foram
depositadas em laminas seladas com esmalte de unha incolor. Foram
analisadas em microscopio Leica HCX PLAPO lambda com objetiva
63x/1,4-0,6 em 6leo de imersdo. A excitacdo das células foi feita pelo
laser azul a 448nm e os espectros de emissdo entre 600 a 685nm. As
imagens foram processadas através do programa LAS AF-Lite (Leica).
A partir destas imagens foi quantificada autofluorescéncia dos
cloroplastos. Foram usados cinco gametofitos de cada tratamento e
estabelecida uma éarea eliptica na margem de cada individuo,
abrangendo uma célula e analisados trés pontos dentro desta area,
perfazendo um total de 15 andlises por tratamento.

2.7 ANALISE DE ESPOROS E GAMETOFITOS ATRAVES DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Amostras de esporos controles (CT), esporos criopreservados
(CE) e gametofitos provenientes destes esporos respectivamente com
150 dias, foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, sacarose 2% e solucdo
tampédo de cacodilato 0,A1M (pH 7,2) overnight a temperatura de 4°C
(Schmidt et al., 2009). Apo6s trés lavagens no mesmo tampdo, as
amostras foram poés-fixadas em tetroxido de dsmio (OsO,) 1% em
tampdo cacodilato 0,1M por 4 horas. A seguir, foram lavadas em
tampdo cacodilato 0,1M, desidratadas em séries crescentes de alcool
etandlico e secas em ponto critico de CO, (EM-CPD-030, Leica,
Heidelberg, Alemanha). Apos, foram aderidas ao suporte de aluminio,
com fita de carbono dupla face, e revestidas com 20nm de ouro, em
metalizador marca Baltec, modelo CED 030. As amostras foram
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analisadas e registradas em MEV modelo Jeol (JSM) 6390LV SEM
(JEOL Ltd., Tokyo, Japéo) a 10 KV no LCME da UFSC.

2.8 ANALISE DE ESPOROS E GAMETOFITOS ATRAVES DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Amostras de esporos controles (CT), esporos criopreservados
(CE) com quatro dias de cultivo e gametofitos provenientes destes
esporos respectivamente com 150 dias, foram fixadas e pos-fixadas
conforme protocolo utilizado para MEV. Em seguida as amostras foram
desidratadas em séries crescentes de acetona e infiltradas em resina
Spurr (Spurr, 1969). As secgdes semi-finas (700 nm) foram coradas com
azul de toluidina (AT-O) e registradas em microscopio de luz. As
seccOes ultrafinas (70 nm) foram contrastadas em acetato de uranila e
citrato de chumbo, de acordo com procedimentos de Reynolds (1963).
Apos foram analisadas e registradas em TEM modelo Jeol (JEM) 1011
(JEOL Ltd., Tokyo, Japdo, a 80Kv), no LCME da UFSC.

2.9 EFICIENCIA FOTOSSINTETICA DE GAMETOFITOS

As emissOes da fluorescéncia da clorofila a de gameto6fitos com
150 dias de cultivo provenientes de esporos controles (CT) e de esporos
criopreservados (CE), aclimatados por 30 mim no escuro, foram obtidas
com auxilio de um fluorimetro de pulso com amplitude modulada
Junior-PAM (Walz, Effeltrich, Alemanha) equipado com uma fibra
optica de 1,5mm de didmetro e um diodo azul (465nm) como fonte de
luz. Foram utilizadas quatro bandejas por tratamento e realizadas trés
curvas rapidas de luz por bandeja, totalizando doze curvas por
tratamento.

Utilizando o método de pulso de saturacdo de luz foi medida a
fluorescéncia emitida pelos gametofitos levando-se em consideracdo 0s
seguintes valores: F, F’ (fluorescéncia da amostra aclimatada as
condigdes de escuro e de claro, respectivamente); Fo, Fo’ (fluorescéncia
minima apds aclimatacdo ao escuro e claro, respectivamente); Fn, Fr’
(fluorescéncia méxima ap6s aclimatacdo as condigfes de escuro e claro,
respectivamente); F; (nivel de fluorescéncia imediatamente antes do
pulso saturante de luz, em condicdo de luz actinica) (White & Critchley,
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1999; Maxwell & Johnson, 2000). Tais medidas foram posteriormente
utilizadas para calcular os parametros fotoquimicos e nédo fotoquimicos.

Os parametros Y(II), ETR, Y(NO), e Y(NPQ) foram calculados
com o software WINCONTROL (V.3.18) (WALZ, Germany) (Genty et
al., 1989). Foram calculados: rendimento quéantico 6timo (F./Fr),
rendimento quéntico efetivo (YY) da fotossintese (fétons da luz incidente
utilizados para conduzir as reagdes fotoquimicas da fotossintese) e a
taxa de transporte de elétrons (ETR) entre PSII e PSI. Os parametros
ndo fotoquimicos Y(NO) e Y(NPQ) foram também analisados para
avaliar a perda de energia em forma de calor (Holt et al. 2004).

Usando a op¢do “Rapid Light Curve” (RLC), as curvas de luz
foram obtidas com a aplicacdo de uma série de nove pulsos de luz
saturante (LS) com duracdo de 8s cada, seguidos de exposicdo a luz
actinica (LA) crescente (2000-3000 pmoles m? s') com intervalos de
0,8s (Genty et al., 1989). A partir das curvas obtidas, foram analisados
0s seguintes pardmetros com ajustes das curvas as equagdes de Platt et
al. (1980): taxa maxima de transporte de elétrons (ETRmax), eficiéncia
fotossintética (agtr) € irradidncia de saturagdo (Ex). O valor de Ey foi
obtido pela equagdo ETR ./ aETR (Ralph & Gademann, 2005). A taxa
de transporte de elétrons (ETR) é uma estimativa da fotossintese bruta e
¢ definida como: ETR = ®PSII x PAR x (0,5) x (absorténcia calculada
ou 0,84), onde, ®PSII € o rendimento quantico efetivo do Fotossistema
I, PAR é a radiacéo fotossinteticamente ativa (umoles. m? s RFA),
0,5 é o coeficiente padrdo para a absor¢do estimada de luz entre o
PSI/PSII, considerando que 50% dos fotons sdo absorvidos pelo PSII
(Figueroa et al., 2003). Os fatores de absortdncia padrdo foram
calculados para gametdfitos de Pleopeltis lepidopteris, sendo
encontrados para gametofitos controle: Abt= 0,897582 e gametdfitos de
esporos criopreservados: Abt= 0,897565. O fator absortancia padréo
(0,84) é utilizado quando ndo se calcula o valor real em experimento
usando plantas (Bjorkman & Demmig 1987; Runcie & Durako 2004),
pois nem toda a radiacdo que chega até as folhas é absorvida pelas
moléculas de clorofila, ja que alguns fétons podem ser transmitidos e
outros refletidos.
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2.10 EXTRACAO E QUANTIFICAGAO DOS
PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Gametdfitos controles e criopreservados foram coletados para
a extracdo dos pigmentos fotossintetizantes (clorofila a, b, totais e
carotenoides). Os pigmentos foram extraidos de trés amostras de 100 mg
de massa fresca em 10 ml de dimetilsulféxido (DMSO) a 40°C, durante
1 hora. As leituras de absorbancia foram realizadas no
espectrofotdmetro modelo 100-20 (Hitachi, Co, Japdo) 480nm, 649nm e
665nm. A quantificacdo de clorofilas e carotenoides foi realizada de
acordo com as equacdes descrita por Wellburn (1994). Os resultados
foram expressos em pg g™ MF.

Cla=(12,19*A665) — (3,45*A649)
Cl b = (21,99*A649) — (5,32*A665)
Cl totais = Cla + Clb

Carotenoides = (1000*A480 — 2,14*Cla — 70,16*Clb) / 220

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas analises descritivas (médias e desvio padrao).
Para se comparar dois tratamentos foi utilizado o teste “t” de Student,
sempre que o0s dados apresentaram normalidade. Quando néo
apresentaram normalidade, os dados foram transformados em raiz
guadrada. Para se comparar mais de dois tratamentos foi utilizada a
andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de comparacdo de
médias de Tukey (5%) (Zar, 1996; Santana & Ranal, 2004). Os
resultados foram analisados pelos softwares Excel e BioEstat 5.0 a 5%
de probabilidade.

Para comparar RLCs quantitativamente, usando estatistica
paramétrica, alguns pardmetros descritivos foram utilizados: eficiéncia
fotossintética (a), taxa fotossintética maxima (ETRp,y) € fotoinibicio
(B). Esses parametros foram calculados pela equagio de Platt (Platt et al.
1980) usando software Origin v. 5.0.



49

3. RESULTADOS
3.1 GERMINACAO DE ESPOROS

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a
germinacdo de esporos de Pleopeltis lepidopteris recém-coletados
(91+1,8) (CT) e de esporos criopreservados (89,8+1,7) (CE) ap6s 16
dias de cultivo.

3.2 CARACTERIZIAQAO DE ESPOROS E GAMETOFITOS
ATRAVES DA MICROSCOPIA DE LUZ (ML)

Os esporos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris com quatro dias
de cultivo apresentaram reacdo metacromatica na camada mais externa
da parede celular ao reagir com AT-O (Fig. 1). Os esporos apresentaram
trés nitidas camadas na parede celular: a intina delgada que apresentou
reacdo metacromatica forte, a exina mais espessa € que nao reagiu ao
AT-0 e a perina que reagiu mais fracamente ao AT-O (Fig. 1b, c).
Observou-se uma ornamentacdo esférica distribuida assimetricamente
na exina (Fig.1c).

Aos quatro dias de cultivo os esporos controles apresentaram o
primdrdio da primeira célula rizoidal e a abertura da fissura da parede
celular (Fig 1b), mas em alguns esporos criopreservados ja havia um
rizoide e a primeira divisao da célula protonemal (Fig. 1d). Os esporos
apresentaram glébulos de lipideos em ambos os tratamentos (Fig. 1).

Seccdes de gametofitos de 150 dias provenientes de esporos CT
e esporos CE apresentaram reacdo metacromatica ao AT-O na parede
celular (Fig. 2a, b), no tricoma, no nucleo (Fig. 2a) e nos anterozoides
em gametofitos CE (Fig. 2b), indicando a presenca de polissacaridos
acidos. Anterozbides observados em gametofitos CE indicam uma
provavel aceleragcdo no desenvolvimento em relacdo aos gametofitos
controles (CT).

As seccdes de gametofitos CT e CE apresentaram uma reacédo
positiva ao CBB, indicando a presenca de proteinas nos tricomas e
nucleos (Fig. 2c, d). As secgBes exibiram uma forte reacdo ao PAS nas
paredes celulares indicando celulose, polissacarideos neutros no
citoplasma e grdos de amido nos cloroplastos (Fig. 2e, f).
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Figura 1. Sec¢Oes transversais e longitudinais de esporos com quatro
dias de cultivo de Pleopeltis lepidopteris em microscopia de luz. a,b
esporos CT e c,b esporos CE, reacdo ao AT-O. a Esporo mostrando a
primeira divisdo celular. b Esporo mostrando inicio de protrusdo de
rizéide e a abertura da fissura da parede. ¢ Esporo mostrando abertura da
fissura da parede. d Esporo mostrando rizdide e primeira divisdo celular
da célula protanemal. (Cp) célula protemal, (Cr) célula rizoidal, (E)
exina, (F) fissura, (Gl) glébulos de lipideos; (1) intina, (O) ornamentagéo
da parede celular, (P) perina, (Pc) parede celular, (N) nicleo, (R)

rizéide.
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Figura 2. Seccdes transversais e longitudinais de gametdfitos de
Pleopeltis lepidopteris apds 150 dias de cultivo. a, ¢, e Gametofito CT.
b, d, f Gametdfito CE. a, b Reagdo ao AT-O com forte metacromasia
indicando polissacarideos acidos na parede celular, nicleo, tricoma e
anterozoides. c, d Reacdo ao CBB indicando a presenga de proteinas no
nicleo e tricoma. e, f Reacdo ao PAS indicando celulose na parede
celular e amido nos cloroplastos. (An) anteridio, (At) anterozoide, (C)
cloroplasto, (N) nucleo, (O) opérculo, (Pc) parede celular, (T) tricoma.
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3.3 QUANTIFICACAO DE FLUORESCENCIA DE
CLOROPLASTOS EM MICROSCOPIA CONFOCAL DE
VARREDURA A LASER

Os gametdfitos provenientes de esporos CT e de esporos CE
apresentaram intensa fluorescéncia dos cloroplastos discoides
localizados principalmente na margem das células (Fig. 3a, b). Néo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
intensidade da fluorescéncia das clorofilas em cloroplastos dos
gametdfitos controles (125.8+9.8 pixels) e gametdfitos de esporos
criopreservados (136.3+23.3 pixels).

Controle Criopreservado

Figura 3. Fluorescéncia dos cloroplastos de gametofitos CT (a) e
gametdfitos CE (b) de Pleopeltis lepidopteris, captada por microscopia
confocal de varredura a laser.

3.4 CARACTERIZACAO DOS ESPOROS E GAMETOFITOS
ATRAVES DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

Esporos CT apresentaram ornamentacdes, esféricas e lisas na
exina da parede celular (Fig. 4a, b), enquanto os esporos CE
apresentaram ornamentagfes mais asperas e pontiagudas (Fig. 4c, d).

Né&o foram observadas alteragdes nos padrdes morfoldgicos de
gametdfitos provenientes de esporos CT e CE aos 150 dias de cultivo

(Fig. 5).
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Figura 4. Esporos controles e criopreservados de Pleopeltis lepidopteris
em microscopia eletrénica de varredura. a, b Esporos CT apresentando
parede celular exina com ornamentacfes esféricas lisas, distribuidas
irregularmente e fissura na regido equatorial. ¢, d Esporos CE
apresentando parede celular exina mais aspera, ornamentacdes esféricas
pontiaguda e fissura na regido equatorial. (F) fissura, (Op) ornamentagédo
da parede celular.

Entretanto, nos gametofitos controles ndo foram verificadas
estruturas reprodutivas (Fig. 5a, b, ¢). Em contraste, os gametofitos
provenientes de esporos CE, na fase espatulada-cordiforme
apresentaram anteridios (Fig. 5f, h). Alguns anteridios ja haviam
liberado anterozoides tornando o opérculo visivel (Fig. 5g) e outros
permaneciam fechados, apresentando as células: basal, anular e
opercular (Fig. 5i). Também foi possivel verificar gametofitos
cordiformes com arquegénios (Fig. 5d, €).
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Figura 5. Gametofitos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias,
em microscopia eletrnica de varredura. a,b,c Gametofitos CT em vista
abaxial, mostrando rizoides, meristema apical e tricomas na margem da
lamina. b Detalhe da superficie abaxial mostrando rizomas. ¢
Gametofito espatulado-cordiforme, com meristema apical e rizoides. d-i
Gametdfitos CE. d Gametdfito cordiforme com tricomas na superficie
abaxial, meristema apical, varios arquegbnios e muitos rizoides. e
Detalhe de um arqueg6nio. f, h Gametdfito espatulado-cordiforme em
vista abaxial mostrando meristema apical e anteridios proximos aos
rizoides. g Detalhe de vérios anteridios com opérculo aberto. i Detalhe
de anteridio fechado. (An) anteridio, (Ar) arquegdnio, (Ca) célula
anular, (Cb) célula basal, (Co) célula opercular, (M) meristema apical,
(O) opérculo, (R) rizoide, (T) tricoma.
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3.5 CARACTERIZACAO DOS ESPOROS E GAMETOFITOS
ATRAVES DE  MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO (MET)

Aos quatro dias de cultivo, em seccdes de esporos controles
(Fig 6a) e esporos criopreservados (Fig 6d) observaram-se as trés
camadas da parede celular, perina, exina espessa e ornamentada e intina
mais delgada. Também foram observados: nucleo, mitocondrias, varios
vactolos (Fig.6b, c, e, ), cloroplasto apresentando poucos tilacdides e
pequenos granulos de amido (Fig.6c¢, f).

Os gametdfitos com 150 dias de cultivo, oriundos de esporos
CT (Fig. 7a, b, c) e esporos CE (Fig. 7d, e, f) apresentaram parede
celular com presenca de plasmodesmos, nidcleo com nucléolo e
inimeras mitocdndrias. Os cloroplastos apresentaram grandes granulos
de amido (Fig 7b, c, e, f) e plastoglébulos foram observados em
cloroplastos de gametdfitos controles (CT) (Fig. 8b, c). Foram
observados tilacéides e granum bem evidenciados em cloroplastos de
gametofitos provenientes de esporos CE, bem como uma organela
esférica entre cloroplastos e mitocondrias, possivelmente um
peroxissomo (Fig. 8e, f).



56

Controle Criopreservado

Figura 6. Esporos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris com quatro dias
de cultivo vistos em microscopia eletrénica de transmissdo. a,b,c
Esporos CT. d,e,f Esporos CE. a, d Apresentaram em CT e CE as trés
camadas da parede celular, exina espessa e ornamentada, intina e perina
delgada, fenda, glébulos de lipideos e mitocOndrias. b Detalhe do
nucleo. ¢ Detalhe de um cloroplasto com granulos de amido e tilacoides.
e Detalhe de mitocdndria e parede celular intina. f Detalhe da exina, da
intina e cloroplasto. (A) grénulos de amido, (E) exina, (Fe) fenda, (Gl)
glébulos de lipideos; (I) intina, (M) mitocdndria, (N) nlcleo, (O)
ornamentacgdo da parede celular, (P) perina, (Ti) tilacdide.
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o e, 1um \ @S

de esporos

Figura 7. Gametdfitos de Pleopeltis lepidopteris oriundos
CT e CE com 150 dias de cultivo em microscopia eletronica de
transmissdo. a, b, ¢ Gametéofitos CT. a Parede celular, nlcleo e
nucléolo. b Parede celular, mitocondrias, cloroplastos com
plastoglobulos e granulos de amido. ¢ Duas células divididas pela
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parede celular, plasmodesmos, cloroplastos com plastoglébulos e gréos
de amido. d, e, f Gametdfitos CE. d Parede celular, plasmodesmos,
mitocdndrias, nlcleo com nucléolo, cloroplastos com plastoglobulos e
granulos de amido. e Cloroplastos com granulos de amido e tilacdides,
mitocOndrias e peroxissomo. f Cloroplastos com granum, granulos de
amido e tilacoides. (A) granulos de amido, (C) cloroplasto, (G) granum,
(M) mitocondria, (N) nucleo, (Nu) nucléolo, (Pc) parede celular, (Pe)
peroxissomos, (Pg) plastogldbulo, (PI) plasmodesmos, (Ti) tilacoide.

3.6 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o0s
teores de clorofila a, b, clorofila total e carotendides de gametéfitos com
150 dias de cultivo, oriundos de esporos controles e criopreservados
(Tab. 1).

Tabela. 1 Teores de clorofilas e carotenoides em gametdfitos CT e CE
de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias de cultivo.

Pigmentos CT CE p
ug g-- MF
Cla 875,00 £+ 126,00 885,00 + 96,00 0,72
Clb 436,00 + 77,00 432,00 + 52,00 0,84
Cl total 1313,00 + 200,00 1317,00 + 147,00 0,94
Carotenoides 181,00 + 24,00 180,00 + 24,00 0,95

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos pelo teste de “t” de Student (p<0.05).
Média * Desvio Padrédo (n= 30).
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3.7 CURVAS RAPIDAS DE LUZ (RLC) A PARTIR DA
FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a DOS
GAMETOFITOS

Com excecdo do parametro F./Fn, que foi maior em
gametdfitos de esporos criopreservados, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (Tabela 2.
Fig. 9). Os resultados da dissipacdo fotoquimica e nao-fotoquimica em
ambos os tratamentos mostraram que o rendimento quéantico efetivo
(Y1) apresentou uma rapida saturagdo com baixa irradiancia (PAR). Os
resultados de dissipacdo ndo-fotoquimica Y(NO) e Y(NPQ) em ambos
0s tratamentos mostraram que 0s gametofitos apresentaram baixa
fotoprotecdo limitando a dissipacdo de energia em excesso (Fig.10).

Tabela 2. Pardmetros fotossintéticos a partir da fluorescéncia da
clorofila a de gametofitos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris.

Parametros CT CE p

Alpha (a) 0,075+0,01 0,08 £0,01 0,252

ETRmax LMol electrons

m2st 10,29 £2,51 11,16 £2,22 0,377

Ex umol photons m*s ™ 136,05+20,88  140,93+28,89 0,639

] 18,78 +£ 3,05 18,65 +5,28 0,899
F./Fn 0,724b 0,739a 0,007
n amostral/n® curvas 3/12 3/12

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos pelo teste de “t” de Student (p<0.05).
Média + Desvio Padrdo (n=12).
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Figura 8. Curvas Rapidas de Luz (RLCs) de gametofitos CT (@) e CE
(O) de Pleopeltis lepidopteris adaptados no escuro durante 30 min.
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Figura 9. Dissipacdo fotoquimica Y(Il) e ndo-fotoquimica Y(NO) e
Y(NPQ) em gametofitos CT(linha cheia) e CE (linha tracejada) de
Pleopeltis lepidopteris em nove diferentes niveis de irradiancia (E).
Média x Desvio Padrédo (n=12).
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4. DISCUSSAO

Os esporos de Pleopeltis lepidopteris criopreservados em
nitrogénio liquido (NL) mantiveram sua viabilidade. Assim como
esporos aclorofilados de outras espécies de samambaias mantiveram-se
vidveis apos a imersdo direta em nitrogénio liquido (Agrawal et al.,
1993; Rogge et al., 2000; Ballesteros et al., 2012). Estes esporos por
apresentarem baixo teor de agua e consideravel quantidade de reservas
lipidicas se assemelham as sementes ortodoxas (Roberts, 1973; Dyer,
1979) o que permitem que sejam armazenados em nitrogénio liquido
(Benson et al., 1998) e os tornam 6timo material para conservagdo em
banco de germoplama.

Apresentaram as organelas celulares integras em ambos 0s
tratamentos, permitindo assegurar que a técnica de criopreservagdo é
eficaz. A presenca de estruturas globulares em esporos germinando
observadas em MET, ML e as imagens de material fresco observadas
em ML, no primeiro capitulo mostram que dentro dessas estruturas
globulares ha lipidios de reserva. Resultados observados em esporos de
diferentes espécies da familia Polypodiaceae mostraram lipidios como
principal fonte de reserva (Reyes & Pérez-Garcia, 1994; Bhattacharyya
& Sem, 1992; Pérez-Garcia et al., 1998; Ramirez & Pérez-Garcia,
1998). Material lipidico ambém é encontrado como fonte de reserva na
microalga verde Chlorella vulgaris, cujas imagens de MET mostram
goticulas de varios tamanhos, de coloragdo cinza clara (Pribyl, et al.,
2013).

Diversos organismos vivos apresentam lipidios, que possuem
uma regido apolar e sdo sollveis em solventes organicos, mas sdo
insollveis em agua (Murphy, 2004). De modo geral dois grandes grupos
de lipidios sdo sintetizados nas células: lipidios polares e lipidos neutros.
Enquanto lipidios polares sdo 0s componentes principais das
membranas, os lipidios neutros sdo constituidos principalmente de
triacilglicerol (TAG), esterois, ésteres de esterois, monoacilglicerol
(MAG), e diacilglicerol (DAG), e sdo frequentemente armazenados em
gotas de lipideo na regido citosolica (Harwood e Jones, 1989; Lung et
al., 2006).

Corroborando com os dados da literatura, as imagens de ML e
METmostram gotas lipidicas de volumes varaveis no citosol de esporos
de Pleopeltis lepidopteri. Esta acumulacdo de lipidios é uma fonte de



62

carbono e reserva de energia para as células (Li et al 2011;. Wang et al.,
2009).

Detalhes da germinacdo de esporos foram relatados em estudo
realizados por Raghavan (2005), que mostraram a ultraestrutura de
esporos e gametofitos de Blechnum spicant (L.) Roth (Blechnaceae),
Onoclea sensibilis (L.) (Onocleaceae), Polypodium vulgare (L.)
(Polypodiaceae) e Adiantum cappilus-veneris (L.) (Pteridaceae), sendo
que a primeira divisao celular origina duas células distintas, um rizoide
e uma ceélula protonemal, que estabelecem a polaridade gametofitica.
Segundo o autor, o primeiro sinal do estabelecimento da polaridade € a
migracdo do nicleo da célula protonemal para o polo proximal; o nicleo
do rizoide fica confinado a sua base e a célula protonemal desenvolve
abundancia de cloroplastos, fato também observado neste trabalho.

A parede celular do esporo de P. lepidopteris mostrou trés
nitidas camadas: a intina apresentou reacdo metacromatica forte, a exina
ndo reagiu e a perina reagiu mais fracamente ao AT-O. De acordo com
Raghavan (2005), a intina ¢ uma fina camada sobre a membrana
plasmatica do esporo é tem natureza celulésica. A exina é a camada
mais resistente da parede celular, formada de polimeros contento
carotenoides, conhecidos como esporopolenina. A parede pode ser
ornamentada e frequentemente usada para a caracterizagdo taxonémica
das samambaias. Em poucos casos ocorre uma terceira camada, a perina
ou perisporo, apresentando-se como um fino envelope de natureza
polissacarica formando uma mucilagem quando o esporo é embebido.
Segundo Li et al. (2010), a parede celular confere uma prote¢do aos
esporos que suportam o armazenamento em LN por longos periodos e
mantém a integridade dos constituintes celulares, o que confere defesa e
impede que o conteudo intercelular seja perdido (Lloyd & Klekowski,
1970).

Viviani et al. (2009) analisaram a morfologia dos esporos de
Pleopeltis lepidopteris em MEV e relataram que 0s esporos sdo
monoletes e apresentam dep6sitos esféricos lisos, dispersos ou
densamente agrupados na superficie do perisporo papilado-granulado, o
gue foi observado no presente estudo. No entanto 0S esporos
criopreservados de P. lepidopteris apresentaram a superficie da parede
celular, mais aspera e irregular do que nos esporos controles e as
ornamentagdes esféricas sdo mais A&speras e pontiagudas. A
criopreservacdo em nitrogénio liquido alterou fisicamente a parede do
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esporo, simulando um tratamento de escarificacdo, que possivelmente
facilitou a absorcdo de agua durante a embebi¢do do esporo.

Alguns esporos criopreservados de P. lepidopteris mostraram
maior desenvolvimento de rizéides e também a primeira divisdo celular
da célula protonemal ocorreu mais cedo do que nos esporos controles. A
escarificacdo da parede dos esporos observada pela analise em MEV
pode explicar a aceleragdo do desenvolvimento gametofitico em esporos
criopreservados de P. lepidopteris. Varios autores relatam que além de
manter a viabilidade dos esporos, apds o armazenamento criogénico, ha
aceleracdo da germinagdo e desenvolvimento gametofitico inicial
(Rogge et al., 2000; Ballesteros et al., 2006; Brum & Randi, 2006; Li et
al., 2010; Ballesteros et al., 2012).

Os gametdfitos de P. lepidopteris analisados aos 150 dias de
idade em MET em ambos os tratamentos, apresentaram as organelas
celulares integras, indicando que a criopreservacdo preservou as
caracteristicas dos esporos, inferindo-se que sua integridade tenha sido
mantida, o que é desejavel em bancos de germoplasma (Pence, 2004;
Pence, 2008a; Pence, 2008b). Da mesma forma, analises em MEV de
gametdfitos de ambos os tratamentos mostraram integridade do
desenvolvimento, porém, observou-se que no tratamento CE os
gametdfitos estavam mais desenvolvidos e exibiram mais precocemente
estruturas reprodutivas que nao foram observadas em gametofitos
controles (CT). Estudo realizado por Li et al., (2010) relata somente que
esporos criopreservados por 12 meses produziram gametofitos com
desenvolvimento normal em Alsophila spinulosa (Hook.) Tryon e
Alsophila gigantea Wallich ex Hook. Resultados semelhantes foram
verificados por Ballesteros et al. (2012) para gametdfitos de
Polystichum lonchitis (L.) Roth (Dryopteridaceae) e Ceterach
officinarum Willd. (Aspleniaceae). O mesmo autor afirma que o
armazenamento de esporos em NL é o melhor método para garantir um
desenvolvimento normal de gametofitos.

Ndo houve diferenca na fluorescéncia dos gametdfitos de
Pleopeltis lepidopteris, de 150 dias de idade e nem nos teores de
pigmentos fotossintéticos entre os tratamentos. Os teores de clorofilas
encontrados no presente trabalho (CT= 875,00 Cla e 436,00 Clb ug g-*
MF) diferem dos entontrados em gametofitos crescidos a partir de
esporos recém-coletados de Acrostichum danaeifolium (Langsd. &
Fisch.) (Pteridaceae) (CT= 213,73 Cla e 138,98 Clb pug g-' MF) (Randi
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et al., 2014). No entanto, os gametofitos de A. daneifolium tinham
apenas 34 dias de cultivo quando foram analisados.

N&o ha relatos na literatura sobre pardmetros fotossintéticos de
gametdfitos de samambaias. Neste estudo, além de comparar
gametdfitos de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias de idade, oriundos
de esporos recém-coletados e esporos criopreservados, obteve-se
resultados inéditos a cerca da capacidade fotossintética de gametdfitos
de uma samambaia da restinga. Os gametéfitos controles do presente
estudo apresentaram uma ETRpax (10,29) e um Ex (136,05), valores
baixos quando comparados aos encontrados em esporofitos controles de
duas samambaias epifitas: ETRmax (97,10) e Ex (1.653,00) para Vittaria
lineata (L.) Smith (Pteridaceae) e ETRmax (75,70) e Ex (1.208,50) para
Elaphoglossum luridum (Fée) Christ (Dryopteridadeae) (Minardi et al.
2014a; 2014b). Os resultados encontrados para gametdfitos de P.
lepidopteris no presente trabalho mostraram que a fotossintese satura
com baixa irradiancia, estando de acordo com o0s encontrados por
Viviani & Randi (2008) para a germinacdo de esporos, que foi inibida
por altos niveis de radiacdo solar. Neste trabalho, ndo houve diferenca
nos parametros fotossintéticos entre os tratamentos, demonstrando que a
criopreservacdo de esporos ndo interferiu nos aspectos da fotossintese
analisados para gametdéfitos de P. lepidopteris.

Por meio das analises realizadas em esporos e gametofitos de
Pleopeltis lepidopteris pode-se indicar que a criopreservagao de esporos
em nitrogénio liquido é eficaz em conservar 0os esporos mantendo sua
integridade morfoldgoca e fisiolégica em gametofitos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Houve diferenca no tempo de viabilidade de esporos de
Pleopeltis lepidopteris em funcdo dos métodos e periodos de
armazenamento analisados. Quando armazenados em refrigeracdo e a
temperatura ambiente houve perda considerdvel da viabilidade,
indicando que tais métodos de armazenamento ndo sdo adequados para
conservacdo dos esporos dessa espécie.

Os esporos de P. lepidopteris apresentaram as maiores
porcentagem de germinacdo apOs armazenamento criogénico em
nitrogénio liquido, demostrando que essa técnica de conservacdo foi o
método mais eficaz para a preservacdo da viabilidade.

Para se inferir que 0 método de armazenamento criogénico dos
esporos é realmente eficaz ndo somente para a manutencdo da
viablidade, mas também para o desenvolvimento gametofitico, foram
realizadas analises morfofisiologicas de esporos em inicio de
germinacdo e do desenvolvimento gametofitico. O presente estudo
mostrou que ndo houve alteracGes morfoldgicas e fisioldgicas entre o
material controle e o material criopreservado. Andlises inovadoras
realizadas no presente estudo e de grande importancia foram: o estuda
da area de gametofitos e o surgimento de estruturas reprodutivas. As
analises mostraram que a criopreservacdo promoveu a germinacdo e
desenvolvimento dos gametofitos em relagdo ao controle.

As analises dos teores de clorofilas e carotenoides e dos
parametros obtidos a partir das curvas rapidas de luz, ndo mostraram
diferencas entre os gametofitos de ambos os tratamentos.

No presente estudo foram observadas alteracdes na parede dos
esporos criopreservados, por meio da analise em MEV. Sugere-se que a
criopreservacéo atuou como uma escarificacdo, uma vez que acelerou a
germinacédo e desenvolvimento gametdfito.

A combinacdo dos estudos morfofisiolégicos de esporos e
gametdfitos de P. lepidopteris, indicou que a criopreservacdo em
nitrogénio liquido é um método eficaz para a conservagdo dos esporos
em bancos de germoplasma.
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