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RESUMO 

 

Pleopeltis lepidopteris (Langsd. & Fisch) de la Sota (Polypodiaceae) 

é uma samambaia endêmica importante da vegetação de restingas do 

sul do Brasil. A vegetação de restinga vem sofrendo fortes ameaças 

com o aumento da especulação imobiliária, ocupação humana, a 

poluição e a extração. Esporos de P. lepidopteris foram coletados em 

setembro de 2013 e março de 2014 nas Dunas da Praia da Joaquina, 

Florianópolis, SC, Brasil. Para preservar eficazmente esporos de P. 

lepidopteris foram avaliados os efeitos de diferentes tratamentos na 

viabilidade dos esporos e desenvolvimento gametofítico. Foi 

analisada a viabilidade de esporos recém coletados em setembro de 

2013. Os esporos foram armazenados: por um e oito meses nas 

frondes à temperatura ambiente; sob-refrigeração 7±1ºC; imersos 

em nitrogênio líquido (-196ºC) não esterilizados e esterilizados 

superficialmente após degelo. Foram realizadas análises 

morfológicas de esporos e gametófitos por meio de microscopia de 

luz (ML), microscopia confocal de varredura a laser (MCVL), 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia eletrônica 

de transmissão (MET). Análises de conteúdo de pigmentos 

fotossintetizantes e fluorescência da clorofila a foram realizadas em 

gametófitos de 150 dias. Esporos de P. lepidopteris perdem 

rapidamente a viabilidade dentro de um mês e morrem após oito 

meses, quando armazenados à temperatura ambiente. Houve grande 

redução da viabilidade quando os esporos foram armazenados a 

7±1ºC após oito meses. Em contraste, esporos sobreviveram e 

apresentaram as mais altas porcentagens de germinação quando 

armazenados em nitrogênio líquido indiferentemente da época de 

coleta. Esporos criopreservados analisados em MEV apresentaram a 

superfície e as ornamentações mais ásperas do que os esporos 

controles.  A criopreservação aparentemente escarificou a superfície 

dos esporos. Houve aceleração e desenvolvimento normal de 

gametófitos oriundos de esporos criopreservados e surgimento 

antecipado de estruturas reprodutivas. Não houve diferença na 

ultraestrutura de esporos e gametófitos de ambos os tratamentos e 

nem nos conteúdos de pigmentos fotossintetizantes e nos parâmetros 

fotossintéticos obtidos a partir da análise da fluorescência da 

clorofila a. A criopreservação mostrou-se eficaz para a conservação 

ex situ em bancos de germoplasma de esporos de Pleopeltis 

lepidopteris, mantendo sua viabilidade e integridade fisiológica. 
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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, Florianópolis, 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 7±1ºC, spores 

immersed in liquid nitrogen (-196ºC) 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±1ºC 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. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 DIVERSIDADE DE SAMAMBAIAS 

 As samambaias e as licófitas pertencem a dois grupos 

monofiléticos (samambaias e licófitas) respectivamente, com linhagens 

evolutivas distintas e aceitas na atualidade. Estudos moleculares têm 

esclarecido as relações filogenéticas destes grupos e, até pouco tempo 

atrás, 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 licófitas apresentam cerca de 13.600 

espécies (Moran, 2008). Aproximadamente 3.250 ocorrem nas Américas 

(Windisch, 1992). O Brasil é um dos principais centros de endemismo e 

diversidade de samambaias e licófitas do continente americano e do 

mundo (Tryon, 1972; Tryon & Tryon, 1982), sendo encontradas 

principalmente nas regiões Sul e Sudeste (Windisch, 1996) 

predominantemente nas áreas de domínio do bioma Floresta Atlântica, o 

mais ameaçado no país (Labiak & Prado, 1998; Morellato & Haddad, 

2000). De acordo com Windisch (1992), são escassas as informações 

sobre conservação 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 licófitas e 

samambaias no território brasileiro sendo que 468 espécies são 

endêmicas. Para o Estado de Santa Catarina estão registradas 402 

espécies de licófitas 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 últimas décadas há relatos que indicam um declínio na 

população de samambaias e, provavelmente uma das causas são as 
mudanças ambientais que podem ocasionar rápido processo de 

destruição de seus hábitats, ameaçando principalmente o ciclo 

reprodutivo (Ibars & Estrelles, 2012). 
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1.2 REPRODUÇÃO  

Os esporos são a unidade de dispersão das samambaias sendo 

principalmente dispersos pela gravidade, vento e eventualmente pela 

água (Dyer, 1979; Raghavan, 2005). A maioria das espécies de 

samambaias (Classe Polypodiopsida) (Smith et al., 2006) é 

homosporada, isto é, produz apenas um tipo de esporo com uma 

marcada alternância de gerações heteromórficas em seu ciclo de vida 

(Fig. 1). Apresentam uma fase gametofítica haploide, na qual ocorrem 

trocas gênicas, geralmente efêmeras com duração de alguns dias ou 

semanas, e a fase esporofítica que é diploide, mais conspícua, perene, 

chegando a durar muitos anos dependendo da espécie (Tryon & Tryon, 

1982; Moran, 2008; Forzza et al., 2010)  

 
Figura 1. Ciclo de vida de samambaia homosporada Pleopeltis 

lepidopteris. Autora: Elisa P. Filipin. 

 

A viabilidade dos esporos de samambaiais depende diretamente 

das condições ambientais as quais estão expostos durando um 

determinado período de tempo (Esteves & Dyer, 2003). Outro fator 

crucial na viabilidade dos esporos está relacionado à composição das 
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substâncias de reserva, que variam consideravelmente entre as espécies 

(Dyer, 1979). Os esporos de samambaias são semelhantes às sementes 

quanto à dormência, longevidade e viabilidade (Lloyd & Klekowski, 

1970; Windham et al., 1986; Banks, 1999; Hor et al., 2005; Ballesteros, 

2010). 

Quando esporos apresentam proteínas como principal fonte de 

reserva, quantidade de água elevada e cloroplastos são classificados 

como esporos verdes ou clorofilados, e se assemelham às sementes 

recalcitrantes, pois não toleram dessecação, sendo difícil armazená-los 

às temperaturas abaixo de 0ºC, pois podem ocorrer danos celulares 

irreversíveis (Roberts, 1973; Kato, 1976; Berjak & Pammenter, 2008). 

Em contraste, os esporos não verdes ou aclorofilados são comparáveis 

às sementes ortodoxas (Roberts, 1973); podendo ser armazenados por 

um longo período. Isso se deve a alta quantidade de lipídios e baixa 

quantidade de água (Dyer, 1979).  

 

1.3 MÉTODOS DE ARMAZENAMENTO DE ESPOROS 

Os esporos apresentam características que os tornam ideais para 

conservação ex situ em bancos de germoplasmas. Sua produção é 

imensa, são fáceis de obter, requerem pouco espaço de armazenamento 

e germinam sem cultura rigorosa (Dyer, 1979; Raghavan, 2005). Há 

plasticidade na viabilidade de esporos após diferentes condições e 

períodos de armazenamento. Lloyd & Klekowski (1970) calcularam a 

variação na viabilidade de esporos clorofilados e esporos aclorofilados 

ao longo de períodos 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 após sete anos 

armazenados a 4°C (Smith & Robinson, 1975). Em esporos de 

Acrosticum danaefolium Langsd. & Fisch. (Pteridaceae), a viabilidade 

manteve-se após três anos de armazenamento sob-refrigeração (Randi, 

1996). Esporos de Cyathea delgadii Sternb. (Cyatheaceae) (Simabukuro 

et al., 1998) e Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Dennstaedtiaceae) 

permanecem viáveis por vários anos, quando armazenados a 4°C 

(Ashcroft e Sheffield, 2000). Esporos de Dicksonia sellowiana Hook. 

(Dicksoniaceae) apresentaram alta porcentagem de germinação após um 

período de 731 dias armazenados a 10 ± 2ºC (Filippini et al., 1999). 

http://www.theplantlist.org/1.1/browse/P/Cyatheaceae/
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A criopreservação é a conservação de material biológico em 

temperatura ultra baixa (-196
o
C) geralmente em nitrogênio líquido 

(Kartha, 1985, Benson et al., 1998). Em temperaturas ultra baixas todos 

os processos metabólicos são desativados, paralisando também a 

deterioração biológica e permitindo a conservação durante longos 

períodos (Benson et al., 1998). Segundo Harding et al. (1997) e Benson 

et al. (1998), a técnica de criopreservação apresenta limitação, 

envolvendo uma série de estresses que podem destruir o material 

vegetal. Os autores enfatizam a importância da manutenção da 

estabilidade fenotípica e genética do material criopreservado por longo 

período nos programas de conservação de germoplasma. A 

criopreservação tornou-se um valioso método para a conservação de 

recursos genéticos vegetais, porém é preciso aperfeiçoar protocolos para 

garantir a regeneração completa de plantas a partir das estruturas 

criopreservadas (Sakai, 1995; Harding et al., 1997; Yongjie et al., 

1997). Crioprotetores como o dimetilsulfóxido, glicerol, sacarose e 

prolina são utilizados em alguns germoplasmas, cujas células 

apresentam elevados teores de água, para evitar a formação de cristais 

de gelo e manter a viabilidade durante a criopreservação (Lynch & 

Benson, 1991). 

Nos últimos anos, o armazenamento em nitrogênio líquido (NL) 

tem sido aplicado com sucesso para a conservação de germoplasma 

incluindo: suspensões celulares (Panis et al., 1990; Yongjie et al., 1997), 

calos, gemas apicais e laterais, meristemas (Niwata, 1995), pólen (Lora 

et al., 2006; Tandon, 2007; Li et al., 2008), sementes (Hirano, 2005; 

Hor, 2005; Kholina & Voronkova, 2008), embriões somáticos e 

zigóticos (Marin & Duran-Vila, 1988; Pence, 2004; Radhamani & 

Chandel, 1992), produtos biotecnológicos (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 características peculiares 

para a criopreservação. Por apresentarem baixo teor de água, 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 criopreservação de esporos de samambaias já foi utilizada por 

diversos autores. Por exemplo, Agrawall et al. (1993) criopreservaram 

esporos de Cyathea spinulosa Wall. ex Hook (Cyatheaceae) durante três 
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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 após imersão de uma 

hora, um e três meses em NL (Rogge et al., 2000). Esporos de Rumohra 

adiantiformis (Forst.) Ching (Dryopteridaceae) continuaram viáveis 

após 90 dias armazenados em NL (Brum & Randi, 2006). Esporos de 

algumas espécies de Alsophila (Cyatheaceae) também mantiveram 

viabilidade após 12 meses de imersão em NL (Xu et al., 2006; Li et al., 

2010). Ballesteros et al. (2012) armazenaram criogenicamente (–196ºC) 

esporos de Polystichum lonchilis (L.) Roth (Dryopteridaceae) 

previamente desidratados em sílica gel e observaram que a viabilidade 

foi mantida após três anos. Segundo Ballesteros (2011) e Ballesteros et 

al. (2012), além de manter alta viabilidade, os esporos apresentaram 

germinação mais rápida e crescimento gametofítico normal após 

imersão em NL. 

 

1.4 DESENVOLVIMENTO DE GAMETÓFITOS  

O desenvolvimento de gametófitos foi bastante estudado em 

Polypodiaceae tendo como maior objetivo subsidiar estudos 

taxonômicos 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-García, (1994); Ramirez & Pérez-García, (1998); Reyes 

et al., (2003); Viviani et al. (2009); Vázquez-Pérez et al., (2012). 

Não há registros de estudos de desenvolvimento de gametófitos 

após criopreservação de esporos. Os dados da literatura relatam que 

após armazenamento criogênico os esporos mantêm a viabilidade, 

havendo aceleração da germinação e desenvolvimento gametofítico 

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 

manutenção da integridade genética através do estudo do 

desenvolvimento gametofítico. Outra forma de avaliar uma cultura 

regenerada, após determinado tratamento, é através do estudo de 

aspectos fisiológicos como os teores de pigmentos fotossintéticos e a 

eficiência fotossintética. 
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De acordo com Marenco (2005), a deficiência de clorofilas e 

carotenóides pode gerar uma considerável redução nas taxas 

fotossintéticas e, consequentemente, no metabolismo primário. Quando 

a radiação é intensa, o excesso de energia pode danificar o organismo e 

os carotenoides desempenham um papel essencial na foto proteção, 

protegendo as moléculas de clorofilas contra a foto-oxidação (Duarte, 

2003; Taiz & Zeiger, 2010). Nos últimos anos uma metodologia vem 

sendo usada para compreender melhor a fisiologia e ecofisiologia das 

plantas por meio da análise da fluorescência da clorofila a. Segundo 

Genty et al. (1989) diversos parâmetros fotossintéticos podem ser 

mensurados através da fluorescência emitida pela clorofila a, 
principalmente para realização de diversas análises em condições de 

estresse natural ou induzido experimentalmente. As metodologias atuais 

permitem a realização das medições da emissão de fluorescência da 

clorofila a, podendo fornecer informações rápidas a respeito da 

transferência de elétrons, conversão e dissipação da energia luminosa do 

Fotossistema II, sempre mantendo a integridade do material vegetal 

utilizado nas análises (Bilger et al. 1995).  

De acordo com Maxwell & Johnson (2000), a energia da luz 

absorvida em uma folha pelas moléculas de clorofila pode seguir três 

destinos: pode ser usada para conduzir a fotossíntese (energia 

fotoquímica); o excesso de energia pode ser dissipado na forma de calor; 

a energia também pode ser emitida como fluorescência. Ainda, segundo 

os autores, estes três processos ocorrem em competição, de tal forma 

que qualquer aumento na eficiência de um destes parâmetros resultará 

em uma diminuição no rendimento dos outros dois. Portanto, as 

informações sobre as alterações na eficiência fotoquímica e na 

dissipação de calor podem ser obtidas medindo-se a emissão de 

fluorescência da clorofila a (Maxwell & Johnson, 2000).  

Os fluorímetros de amplitude modulada (PAM) realizam 

medições rápidas e precisas de diversos parâmetros fotossintéticos 

associados à fluorescência da clorofila a (Genty et al., 1989; Krause & 

Weis, 1991; Bilger et al., 1995; Gloag et al., 2007). A utilização de 

curvas rápidas de luz (RLC) através da fotossíntese versus irradiância 
(Ritchie, 2008) é útil na investigação da integridade do aparato 

fotossintético das plantas (White & Critchley,1999). Segundo White & 

Critchley (1999), as Curvas Rápidas de Luz (RLC) podem mostrar 

aclimatação do aparato fotossintético ao escuro e sua resposta aos pulsos 

de intensidades crescentes de luz, possibilitando estimar a Taxa de 
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Transporte de Elétrons (ETR) do PSII, entre outros parâmetros 

fotossintéticos (Van Kooten & Snel, 1990; Krause & Weis, 1991; Gloag 

et al., 2007). Sendo assim, diferenças na emissão da fluorescência 

podem evidenciar alterações no processo de fotossíntese. 

 

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, família Polypodiaceae (Sota, 

1965; Tryon & Tryon, 1982; Smith et al., 2006). A espécie é nativa e 

endêmica da região Sul (PR, SC, RS) do Brasil e áreas adjacentes como 

Paraguai, Uruguai e Argentina (Labiak & Hirai, 2014; Smith & Tejero-

Díez, 2014). Segunda a Resolução CONAMA nº 261/99 (CONAMA, 

1999), é considerada uma espécie herbácea e um dos principais 

elementos da flora vascular da vegetação de restinga. As ―restingas‖ são 

hábitats característicos do litoral brasileiro, também conhecidas como 

formações pioneiras com influência marinha com longas faixas de 

depósitos arenosos marinhos ocupando aproximadamente 79% da costa 

brasileira, sendo a principal formação costeira da Floresta Ombrófila 

Densa fazendo parte do Bioma Floresta Atlântica (Suguio & Tessler, 

1984; Lacerda et al.,1982; Rizzini, 1992). De acordo com Veloso et al. 

(1991) as ―restingas‖ abrigam espécies arbóreas, arbustivas e herbáceas 

apresentando variações fisionômicas observadas desde as praias até os 

pontos mais interiores da planície costeira.  

Para que uma espécie se estabeleça nas restingas, 

principalmente nas dunas móveis e semifixas, Bresolin (1979) e Scarano 

et al. (2002) relatam alguns fatores que podem ser limitantes às plantas 

como: a pobreza de nutrientes, falta de água no substrato, capacidade de 

suportar o excesso de cloreto de sódio, intensa luminosidade que oxida 

clorofilas e aumenta a temperatura foliar; a temperatura do solo; a 

competição; a herbivoria; doenças e infecções por fungos. A espécie 

deve apresentar algumas características morfológicas como: porte 

reduzido ou rasteiro; sistema radicular profundo; folhas reduzidas e 

revestidas com uma camada de cera; limbo em geral de consistência 

coriácea e brilhante que reflete os raios solares (Bresolin, 1979; Caruso, 

1990).  
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No entanto, a especulação imobiliária, ocupação humana, a 

poluição e a extração são os principais fatores que vêm 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 são 

sucessivas modificações da paisagem, extinção de comunidades de 

plantas e até mesmo de animais ao longo de toda a costa, mesmo sendo 

protegidos por legislação (Araújo & Henriques, 1984; Rocha et al., 

2003). Apesar da pressão antrópica e da perda de área sofrida por estes 

hábitats, sabe-se que as restingas apresentam uma considerável 

diversidade biológica (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 terapêuticas utilizadas são frondes, raízes e rizomas. O 

medicamento fitoterápico denominado Rheumoflora ®, com único 

registro em 1924, é indicado como analgésico e anti-inflamatório, 

associa a Cainca (Chiococca brachiata - Rubiaceae) e Pleopeltis 

lepidopteris que possuindo em sua composição glicosídeos 

(samambaína), saponinas, alcalóides, ácidos orgânicos (ácido 

lepidiptérico, ácido lepdoptânico), salicilatos, resinas, fitosteróis, óleos 

essenciais, substâncias albuminóides, entre outros compotos (Gazda et 
al,. 2006). 

Viviani & Randi (2008) analisaram o efeito de temperatura, pH 

e luz na germinação de esporos de Pleopeltis lepidopteris e observaram 

que não houve diferença nas porcentagens de germinação entre os pHs 

4,0 a 6,7 mas a germinação 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 gametofítico e esporofítico iniciais 

da espécie sob microscopia de luz. Contudo, estudos sobre a viabilidade 

de esporos em diferentes condições de armazenamento não foram 

realizados.  

O presente trabalho teve a finalidade de analisar o efeito de 

alguns métodos de armazenamento sobre a viabilidade de esporos, 

sobretudo, a criopreservação em nitrogênio líquido e acompanhar o 
desenvolvimento gametofítico após o tratamento, visando esta técnica 

em bancos de esporos de samambaias.  
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Figura 2. Aspecto geral de Pleopeltis lepidopteris a. Detalhe da fronde 

fértil face abaxial à 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 ênfase na criopreservação em 

nitrogênio líquido e o desenvolvimento gametofítico inicial como 

método para a conservação ―ex situ‖ em bancos de germoplasma. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar a porcentagem de germinação de esporos de P. 

lepidopteris em diferentes métodos de armazenamento; 

 Analisar o desenvolvimento inicial dos gametófitos 

provenientes de esporos controles e de esporos criopreservados 

e esterilizados; 

 Analisar a histoquímica dos esporos controles e criopreservados 

em início de germinação e de gametófitos provenientes destes 

esporos; 
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 Analisar a morfologia de esporos controles e criopreservados e 

de gametófitos provenientes destes esporos; 

 Analisar a morfologia de esporos controles e criopreservados 

em início de germinação e de gametófitos provenientes destes 

esporos; 

  Quantificar a fluorescência da clorofila em gametófitos 

provenientes de esporos controles e de esporos criopreservados 

e esterilizados; 

 Avaliar a eficiência fotossintética de gametófitos provenientes 

de esporos controles e de esporos criopreservados e 

esterilizados; 

 Avaliar o conteúdo de clorofila a, b, clorofilas totais e 

carotenoides em gametófitos provenientes de esporos controles 

e de esporos criopreservados e esterilizados; 

 Analisar a área celular e o surgimento das estruturas 

reproduticas de gametófitos provenientes de esporos controles e 

de esporos criopreservados e esterilizados. 
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CAPÍTULO I 

VIABILIDADE DE ESPOROS DE Pleopeltis lepidopteris 

(LANGSD. & FISCH.) DE LA SOTA (POLYPODIACEAE) EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO 

1. INTRODUÇÃO 

Os estudos sobre viabilidade e conservação de esporos de várias 

espécies de samambaias, bem como sobre o desenvolvimento de 

gametófitos, vêm sendo conduzidos há décadas (Dyer, 1979; Page et al., 

1992; Dyer & Lindsay, 1996, Pence, 2000; Pence, 2008a; Pence, 

2008b). Geralmente os esporos recém-coletados são armazenados em 

temperatura ambiente em herbários ou em temperaturas baixas sob-

refrigeração. No entanto, esses métodos causam rápida perda de 

viabilidade dependendo da espécie (Beri & Bir, 1993; Camloh, 1999).  

Esporos de várias espécies foram armazenados em diferentes 

condições e períodos 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 

nitrogênio líquido (Agrawall et al., 1993; Ballesteros et al., 2012). Os 

esporos aclorofilados por apresentarem baixo teor de água, 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, Florianópolis, 

SC e observaram as mais altas porcentagens de germinação nas 

temperaturas de 20 e 25ºC e sob 22 e 8% de luz solar plena. As autoras 

estudaram também o desenvolvimento gametofítico e observaram 

estruturas reprodutivas após 120 dias de cultivo; a germinação é do tipo 

Vittaria e o desenvolvimento é do tipo Drynaria (Viviani et al., 2009). 

No entanto, não há relatos na literatura sobre a conservação dos esporos 

dessa importante espécie das restingas. 

Para que ocorra sucesso na conservação 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 manutenção da integridade 

genética e capacidade de desenvolvimento (Page et al.,1992; Banks, 

1999).  

A esterilização superficial de esporos de samambaias é um 

procedimento utilizado em estudos de germinação para eliminar ou 

reduzir a contaminação 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 esterilização podem 

reduzir a porcentagem de germinação de esporos (Hamilton & Chaffin, 

1998; Simabukuro et al., 1998; Camloh, 1999). 

Este trabalho teve como objetivo testar alguns métodos de 

conservação de esporos de Pleopeltis lepidopteris e analisar os 

percentuais de germinação após diferentes períodos e condições de 

armazenamento, e comparar o desenvolvimento gametofítico a partir da 

germinação de esporos recém-coletados e criopreservados em nitrogênio 

líquido. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

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 Ilha de Santa Catarina, Brasil (Fig. 1). O 

clima da região é subtropical úmido com verões quentes e chuvas 

distribuídas durante o ano, com temperatura média anual entre 19-20°C 

e precipitação média anual entre 2500-2700 mm (Pandolfo et al., 2002). 

 

 

2.2 OBTENÇÃO DE ESPOROS  

Para a liberação de esporos, as frondes de Pleopeltis 

lepidopteris (Fig. 2a, b), secaram sobre bandejas plásticas revestidas 

com papel de filtro à temperatura ambiente (25ºC 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).  

Figura 1. Localização da área de coleta do material botânico. a Estado 

de Santa Catarina. b Ilha de Santa Catarina, SC. c Local da coleta nas 

Dunas da Praia da Joaquina. d Dunas com vegetação. e Pleopeltis 
lepidopteris. 

 

2.3 ARMAZENAMENTO E GERMINAÇÃO 

Alíquotas de aproximadamente 50mg de esporos foram 

armazenadas durante um e oito meses nos seguintes tratamentos: 1) 

AM= temperatura ambiente nas frondes; 2) RE= sob-refrigeração a 

7±1ºC, dentro de frascos de vidro; 3) CE= esporos imersos em 

nitrogênio líquido (-196°C) em criotubos e esterilizados 

superficialmente após degelo; 4) CN= esporos imersos em nitrogênio 

líquido (-196°C) em criotubos e após degelo não esterilizados (Fig. 2e). 

Esporos foram esterilizados superficialmente em solução de 

hipoclorito de sódio comercial (10%), acrescida de uma gota de 

(27° 37′ 44.4″ S e 48° 26′ 52.8″ W) 
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detergente líquido comercial durante 20 minutos, e posteriormente 

lavados em água destilada autoclavada e filtrados a vácuo sobre papel de 

filtro (Viviani & Randi, 2008). Para cada tratamento foram utilizados 

quatro frascos erlenmeyers (50 ml) cada um contendo 20 ml de solução 

de Mohr (1956), modificada por Dyer (1979). Aproximadamente 10mg 

de esporos foram inoculados em cada frasco com auxílio de espátula de 

alumínio Os frascos foram selados com filme de polipropileno de uso 

doméstico da marca Assafácil®, fixos com elástico e transferidos para 

sala de cultivo (Fig. 2f, g), com fotoperíodo de 16 horas (22 moles. 

m
2
.s

1
) à temperatura de 25±2ºC (Viviani & Randi, 2008). A radiação 

fotossinteticamente ativa (PAR) foi provida por duas lâmpadas 

fluorescentes brancas (Philips, F40D), dispostas horizontalmente a 30 

cm dos frascos. Os esporos foram cultivados nessas condições por 30 

dias. A germinação foi avaliada no 4º e 16º dia de cultivo, sendo que 

para cada dia de avaliação foram preparadas quatro lâminas (réplicas) 

para cada tratamento, sendo avaliados 100 esporos por lâmina. Algumas 

gotas da solução nutritiva contendo os esporos foram colocadas sobre 

lâmina recoberta com lamínula. A germinação foi avaliada em 

microscópio de luz com aumento de 40 vezes. Foram considerados 

germinados os esporos que apresentaram protrusão de rizoide (Fig. 2i). 

Esporos recém-coletados foram inoculados logo após terem 

sido separados das frondes e filtrados em papel entretela. Esse material 

foi utilizado como controle (CT) para os demais tratamentos. As 

porcentagens de germinação dos demais tratamentos foram comparadas 

à obtida para os esporos recém-coletados. Os esporos criopreservados e 

após degelo lento em temperatura ambiente foram esterilizados e então 

inoculados nos frascos (CE), assim como para esporos criopreservados e 

após degelo foram inoculados sem a esterilização superficial (CN). 

 

2.4 CULTIVO DE GAMETÓFITOS 

Após 30 dias de cultivo em meio líquido, os gametófitos 

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, húmus 

de minhoca Vitaplan® e latossolo vermelho distrófico na proporção de 

1:1:1, previamente esterilizado em autoclave (60 min a 120ºC 

previamente esterilizado em autoclave (60 min a 120ºC). As bandejas 
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permaneceram em câmara de germinação com fotoperiodo de 16 h (22 

moles fótons m
-2 

s
-1

) a 25 ± 2ºC (Viviani & Randi, 2008) (Fig. 2.j-m). 

Figura 2. Procedimento para a obtenção de esporos, inoculação, 

germinação e desenvolvimento de gametófitos de Pleopeltis 
lepidopteris. a Fronde fértil. b Liberação de esporos. c Esporos e 

esporângios. d Filtragem do material. e Esporos para inoculação e 

respectivos tratamentos: CT=controles; AM=temperatura ambiente; 

RE=sob-refrigeração; CE=criopreservados e esterilizados e CN= 

criopreservados e não esterilizados. f Quatro erlenmeyers por tratamento 

com meio de Dyer. g Frascos em sala de cultivo. h Lâminas com 

esporos germinados. i Emissão de rizoides. j Gametófitos com 30 dias a 

serem transferidos para substrato. k-l Preparo de substrato para cultivo 

de gametófitos em bandejas. m Gametófitos em desenvolvimento no 

substrato. 
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2.5 ANÁLISE DE GAMETÓFITOS POR MEIO DE MICROSCOPIA 

DE LUZ (ML) 

Para acompanhar o desenvolvimento gametofítico, foram 

preparadas lâminas de material fresco com 4, 8, 30, 120, 160 e 212 dias 

de cultivo que foi fotografado em microscopio de luz (Leica DM2500) 

com câmera fotográfica digital (Leica, DFC295) acoplada. 

 

2.6 DETERMINAÇÃO DA ÁREA DOS GAMETÓFITOS 

Para análisar o desenvolvimento gametofítico através da área, 

gametófitos provenientes de esporos CT e CE, foram coletados após 140 

e 200 dias de cultivo. Os gamétofitos foram dispostos em placa de Petry 

com água para remoção de fragmentos de substrato com auxílio de 

agulhas e microscopia estereoscópico. Foram montadas lâminas com 

material fresco e capturadas 80 imagens de cada tratamento em 

microscópio de luz DM 2500 (Leica, Wetzlar, Alemanha), equipado 

com câmera DFC 295 (Heerbrugg, Alemanha) e software (Leica 

Application Siute 3.7.0, Suíça). A área dos gametófitos foi medida em 

ųm². 

Também foram verificadas as estrutradas reprodutivas formadas 

nos gametófitos oriundos de esporos CT e CE, após 140 e 200 dias de 

cultivo. Foram analisadas 10 amostras com oito gametófitos para cada 

tratamento (n=80).  

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

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 análise de variância 

(ANOVA), seguida do teste de comparação de médias de Tukey (5%). 

Quando os dados de germinação não apresentaram normalidade ou 

homogeneidade, mesmo após a transformação angular, foram aplicados 

testes não 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 GERMINAÇÃO DE ESPOROS 

Após quatro dias de cultivo as maiores percentagens de 

germinação foram observadas em esporos armazenados durante um mês 

e oito meses em nitrogênio líquido, não esterilizados após o degelo 

(CN), e em esporos recém-coletados (CT) (Tab. 1). Esporos 

armazenados em nitrogênio líquido durante um mês, esterilizados 

superficialmente após degelo, e esporos armazenados à temperatura 

ambiente, apresentaram menores porcentagens de germinação no quarto 

dia de avaliação. Observou-se também uma redução considerável na 

porcentagem de germinação dos esporos armazenados durante oito 

meses em refrigeração. Os esporos armazenados à temperatura ambiente 

perderam totalmente a viabilidade no início da contagem após oito 

meses.  

 

Tabela 1. Germinação de esporos de Pleopeltis lepidopteris 

armazenados em diferentes condições pelo período de um e oito meses. 

Tratamentos Germinação (%) 

 4 Dias de cultivo 16 Dias de cultivo 

CT 68,5 ± 1,29a 90,7 ± 1,71cd 

Tempo de armazenamento 

 1 Mês 8 Meses 1 Mês 8 Meses 

CE 49 ± 2,94c 46,7 ± 1,71c 89,0 ± 0,82d 90,2 ± 0,5c 

CN 72,7 ± 2,99a 65,5 ± 1,29b 97,0 ± 2,45a 95 ± 0,82ab 

AM 31,5 ± 1,29d 0,0 ± 0,0f 75,0 ± 1,41e 0,0 ± 0,0g 

RE 65 ± 2,58b 17,7 ± 1,26e 93,0 ± 2,58b 64,7 ± 0,96f 

Fr 157 75,6667 

p < 0,0001 < 0,0001 



33 

 

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenças 

estatisticamente significativas entre os tratamentos entre colunas do 4º e 

16º dia de cultivo pelo teste de Friedman (p<0.05). CT=esporos controle 

recém-coletados; CE= esporos criopreservados e esterilizados; CN= 

esporos criopreservados não esterilizados; AM= esporos mantidos nas 

frondes em temperatura ambiente; RE= esporos mantidos sob-

refrigeração. Fr= Teste de Friedman. p= nível de significância. Média ± 

Desvio Padrão (n= 100). 

Após 16 dias de cultivo (Tab. 1), as maiores porcentagens de 

germinação foram observadas para esporos criopreservados durante um 

e oito meses e não esterilizados após o degelo (CN), e para esporos 

armazenados durante um mês em refrigeração (RE), seguidas de esporos 

criopreservados durante um e oito meses, e esterilizados após o degelo 

(CE) cuja germinação foi semelhante a dos esporos controles (CT). 

Observou-se, assim como no 4º dia de cultivo, uma redução 

considerável na porcentagem de germinação dos esporos armazenados 

sob-refrigeração durante oito meses (RE) após 16 dias de cultivo. Os 

esporos armazenados à temperatura ambiente (AM) perderam 

totalmente a viabilidade após oito meses de armazenamento aos 16 dias 

de cultivo 

 

3.2 ÁREA DE GAMETÓFITOS 

Gametófitos crescidos a partir de esporos controles, após 140 e 

200 dias de cultivo, apresentaram área muito inferior aos gametófitos 

crescidos a partir de esporos criopreservados (Tab. 2).  

Observou-se que aos 140 dias de cultivo, gametófitos oriundos 

dos esporos criopreservados, apresentaram anterídios e arquegônios, 

enquanto que gametófitos provenientes de esporos controles não 

apresentaram nenhuma estrutura reprodutiva (Tab. 3). Após 200 dias de 

cultivo, gametófitos provenientes dos esporos criopreservados 

apresentaram novamente maior média de estruturas reprodutivas em 

relação aos gametófitos controles. 
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Tabela 2. Área de gametófitos de Pleopeltis lepidopteris, oriundos de 

esporos controles e esporos criopreservados, pós 140 e 200 dias de 

cultivo. 

Tratamentos 

Dias de cultivo 

Área do gametófito Média (ųm²) 

 

CT 

CE 

140 Dias 

156,73 ± 63,44b 

371,38 ± 170,57a 

200 Dias 

2224,73 ± 733,55b 

3799,21 ± 1465,66a 

p < 0,0001 < 0,0001 

Médias seguidas por letras diferentes na coluna indicam diferenças 

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=nível de significância. Média 

± Desvio Padrão (n= 80). 

Tabela 3. Estruturas reprodutivas em gametófitos de Pleopeltis 
lepidopteris após 140 e 200 dias de cultivo. 

 

Tratamentos 

Gametófitos com estruturas reprodutivas 

Média (%) 

 

CT 

140 Dias 200 Dias 

0,0 ± 0,0a 0,37 ± 0,49a 

CE 0,26 ± 0,44b 0,81 ± 0,40b 

p < 0,0001 <0,0001 

Médias seguidas por letras diferentes na coluna indicam diferenças 

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= nível de significância. Média 

± Desvio Padrão (n= 80) 
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3.3 ANÁLISE DE GAMETÓFITOS POR MEIO DE 

MICROSCOPIA DE LUZ (ML) 

Gametófitos oriundos de esporos CT de Pleopeltis lepidopteris e de 

esporos CE apresentaram o mesmo padrão de germinação e 

desenvolvimento (Fig. 3). Observou-se que a germinação iniciou entre 

três e quatro dias de cultivo (Fig. 3a, b). Os gametófitos com oito dias de 

cultivo apresentaram de três 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). Gametófitos com 30 

dias de cultivo apresentavam forma cordiforme com vários rizoides e 

células protonemais com muitos cloroplastos. Porém observou-se uma 

antecipação de ocorrência de estruturas reprodutivas em gametófitos 

oriundos dos esporos criopreservados após 120 dias de cultivo. Os 

gametófitos que cresceram a partir dos esporos controles não se 

apresentaram na fase reprodutiva após esse período (Fig. 3g, h, i). No 

entanto, os gametófitos dos dois tratamentos apresentaram um padrão 

morfológico cordiforme-reniforme aos 160 dias de cultivo, com amplas 

asas, meristema apical, tricomas marginais, arquegônios e anterídios 

(Fig. 3j, l, k). Após 212 dias de cultivo os gametófitos de ambos os 

tratamentos apresentaram asas mais amplas e estruturas reprodutivas 

com muitos arquegônios na região central da superfície abaxial, entre os 

rizoides; o meristema apical é muito nítido (Fig.3m, o). Detalhes de 

arquegônios são mostrados na figura 3n e um arquegônio sendo 

fecundado é mostrado na figura 3p. 
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Figura 3. Início de germinação e desenvolvimento de gametófitos de 

Pleopeltis lepidopteris. a Esporo controle geminando após 4 dias. b 

Esporo criopreservado esterilizado geminando após 4 dias. c Gametófito 
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controle com 8 dias. d Gametófito de esporo criopreservado com 8 dias. 

e Gametófito filamentoso controle com 30 dias. f Gametófito 

filamentoso de esporo criopreservado com 30 dias. g Gametófito 

controle cordiforme com120 dias. h Gametófito de esporo 

criopreservado cordiforme com 120 dias. i Detalhe de anterídios e 

anterozoides. j Gametófito controle com 160 dias. k Detalhe de 

arquegônios. l Gametófito de esporo criopreservado com 160 dias. m 

Gametófito controle com 212 dias. n Detalhe de arquegônios. o 

Gametófito de esporo criopreservado com 212 dias. p Detalhe de um 

arquegônio (Ar) sendo fecundado por anterozoides (At). (An) anterídio, 

(At) anterozoide, (Cp) celular protalial, (Gl) glóbulo de lipídeo, (T) 

tricoma, (R) rizoide, (M) meristema apical. 

 

4. DISCUSSÃO 

Esporos recém-coletados de Pleopeltis lepidopteris alcançaram 

90,7% de germinação após 16 dias de cultivo em meio de Dyer, 

enquanto que a porcentagem máxima 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, Florianópolis, SC, e a 

germinação ocorreu nas mesmas condições de cultivo. O que diferiu foi 

ano e a estação de coleta dos esporos. No presente estudo os esporos 

foram coletados na estação da primavera ao final do mês de setembro de 

2013. Já, no estudo de Viviani et al. (2009) o material foi coletado na 

estação de outono no mês de maio de 2005. Provavelmente essa 

diferença no potencial de germinação indica sazonalidade da espécie na 

produção de esporos viáveis. Santos et al. (2010) trabalharam com 

esporos de Gleichenella pectinata (Willd.) Ching (Gleicheniaceae) 

coletados entre março a novembro de 2004 e observaram variações nas 

porcentagens de germinação entre os esporos de diferentes coletas. 

Evidências apontam que a formação de esporos deve ser influenciada 

pelas alterações climáticas sazonais, tais como temperaturas, 

fotoperíodo, períodos de chuvas ou estiagem, local de coleta dos esporos 

e populações (Camloh & Gogala 1992; Camloh, 1993; Camloh, 1999; 

Sheffield et al., 2001; Santos et al., 2010).  

Os esporos de Pleopeltis lepidopteris não sobreviveram quando 

armazenados por oito meses em temperatura ambiente (média anual de 
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21ºC). Tal fato foi verificado também para outras espécies de 

samambaias, como em esporos de Athyrium filix-femina (L.) Roth 

(Athyriaceae) perderam a viabilidade após um ano quando armazenados 

a 25ºC (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 após três anos de armazenamento. O mesmo 

autor relata que esporos de Pteris vittata L. (Pteridaceae) sobreviveram 

após três anos de armazenamento a 25°C. Quando esporos de Pteris 

vittata L. (Pteridaceae) foram armazenados a 20ºC por 100 dias, 

sofreram redução de 30% na porcentagem de germinação e no conteúdo 

de açúcares solúveis totais (Beri & Bir, 1993). Esporos de Culcita 

macrocarpa C. Presl. (Dicksoniaceae) e Woodwardia radicans (L.) Sm. 

(Blechnaceae) respectivamente, morreram após seis meses e um ano de 

armazenamento a 20ºC (Quintanilla et al., 2002). 

Neste trabalho, observou-se redução significativa das 

porcentagens de germinação de esporos de Pleopleltis lepidopteris após 

o período de armazenamento de oito meses em refrigeração, o que 

indica ser este um método inadequado para a manutenção da viabilidade 

de esporos por longo período. Resultados semelhantes foram 

encontrados em esporos de várias espécies de samambaias. Randi 

(1996) relatou uma redução de 50% na germinação de esporos de 

Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch. (Pteridaceae), após dois 

anos de armazenamento sob-refrigeração.  

De acordo com Wilson et al. (1979) e Raghavan (2005), durante 

o armazenamento em baixas temperaturas a atividade metabólica e a 

desidratação são reduzidas e as substâncias de reserva necessárias à 

germinação e ao desenvolvimento gametofítico são gradualmente 

consumidas e assim os esporos perdem a capacidade de germinar (Beri 

& Bir, 1993; Camloh, 1999). No entanto, esporos de algumas espécies 

permanecem viáveis após serem armazenados sob-refrigeração, como 

registrado em Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) cujos 

esporos mantiveram-se viáveis após dois anos de armazenamento a 

7±1ºC apresentando 82% de germinação (Filippini et al., 1999), após 
4,5 anos apresentaram 62% de germinação, mas os armazenados por 

seis anos perderam a viabilidade (Begnini & Randi, 2009).  

Esporos de Culcita macrocarpa C. Presl (Culcitaceae) 

armazenados a 5ºC durante um ano atingiram somente 9% de 
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germinação (Quintanilla et al., 2002). Esporos de Polypodium vulgare 

(L.) (Polypodiaceae) permaneceram viáveis após sete anos armazenados 

a 4°C, embora a viabilidade tenha diminuído (Smith & Robinson, 1975). 

Esporos de Cyathea delgadii (Sternb.) (Cyatheaceae) (Simabukuro et 

al., 1998) e Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Dennstaedtiaceae) 

permanecem viáveis quando armazenados sob-refrigeração por vários 

anos (Ashcroft & Sheffield, 2000). Esporos de algumas espécies de 

Adiantum têm sua viabilidade preservada quando armazenados sob-

refrigeração (Aragon & Pangua, 2004). Esporos de Rumohra 

adiantiformis (Forst.) Ching (Dryopteridaceae) mantiveram-se viáveis 

durante seis anos de armazenamento sob-refrigeração (Begnini & Randi, 

2009). 

De acordo com Dyer (1979) esporos aclorofilados geralmente 

apresentam alto teor de lipídios e aproximadamente 5% de água, 

características que os tornam ideais para o armazenamento criogênico e 

conservação em longo prazo. De acordo com Lloyd & Klekowski 

(1970) e Windham et al., (1986) esporos não verdes parecem ser 

análogos a sementes ortodoxas e podem ser armazenados por vários 

anos.  

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a 

criopreservação de esporos de Pleopeltis lepidopteris em nitrogênio 

líquido (-196ºC) sem a adição de crioprotetores foi eficiente em 

preservar a viabilidade, sendo que a porcentagem de germinação foi 

superior quando comparada a de esporos armazenados por oito meses 

sob-refrigeração. Resultados semelhantes foram encontrados em várias 

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 relação à área de gametófitos controles e 

provenientes de esporos criopreservados de Pleopleltis lepidopteris 

mostraram uma considerável diferença entre os tratamentos, tornando-se 

a análise da área uma ferramenta eficaz para comparar o crescimento. 
Do mesmo modo, a avaliação do surgimento de estruturas reprodutivas 

fornece valiosas informações sobre o desenvolvimento de gametófitos 

após o armazenamento de esporos em NL. Na literatura há poucos 

registros de estudos sobre o desenvolvimento de gametófitos a partir de 
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esporos criopreservados em NL, sendo essa uma informação inovadora 

e promissora na comparação de tratamentos de armazenamento de 

esporos.  

A germinação de Pleopeltis lepidopteris é do tipo Vittaria e o 

padrão de desenvolvimento gametofítico é do tipo Drynaria, descritos 

por Nayar & Kaur (1968, 1969, 1971) para a maioria dos gêneros de 

Polypodiaceae. O padrão Vittaria de germinação é um tipo de 

germinação polar, onde a primeira divisão 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 padrão de desenvolvimento é do tipo Drynaria 

que se caracteriza pelo estabelecimento de um meristema apical após a 

formação de tricomas marginais.  

Estudo morfoanatômico de gametófitos de Pleopeltis 

lepidopteris já foi realizado por Viviani et al. (2009). Porém, as autoras 

observaram o desenvolvimento gametofítico até 120 dias de cultivo. No 

presente trabalho foram analisados gametófitos crescidos a partir de 

esporos recém-coletados e esporos criopreservados, até 212 dias de 

cultivo. Aos 30 dias de cultivo, os gametófitos 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 gametófitos na fase 

cordiforme evidenciando a região meristemática, tricomas unicelulares 

que crescem a partir de células marginais da lâmina do prótalo e 

estruturas reprodutivas. No presente trabalho, os gametófitos de P. 

lepidopteris com 120 dias de cultivo, crescidos a partir de esporos 

controles, não apresentaram nenhuma estrutura reprodutiva. Já os 

gametófitos oriundos de esporos criopreservados apresentaram 

anterídios. Aos 160 dias de cultivo, os gametófitos controles de P. 

lepidopteris apresentaram as primeiras estruturas reprodutivas. 

Consequentemente houve uma acelaração de desenvolvimento de 

gametófitos provenientes de esporos criopreservados em relação ao 

desenvolvimento gametofítico de esporos controles. Esta diferença no 

desenvolvimento de gametófitos provavelmente esteja relacionada ao 
fato de que os esporos imersos em nitrogênio líquido apresentaram 

aceleração da germinação e consequentemente, crescimento antecipado 

dos gametófitos em relação aos esporos controles. 
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Por meio da análise da germinação e do desenvolvimento 

gametofítico, conclui-se por este trabalho que, a criopreservação foi 

eficiente para a manutenção da viabilidade dos esporos, promovendo 

uma aceleração da germinação e do desenvolvimento gametofítico e o 

surgimento de estruturas reprodutivas. 
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CAPÍTULO II  

CARATERIZAÇÃO DE GAMETÓFITOS DE Pleopeltis 

lepidopteris (POLYPODIACEAE), UMA SAMAMBAIA DA 

RESTINGA, APÓS A CRIOPRESERVAÇÃO DE ESPOROS: 

ANÁLISES MORFOLÓGICAS, ULTRAESTRUTURAIS E 

FISIOLÓGICAS 

 

1. INTRODUÇÃO 

Pleopeltis lepidopteris é uma espécie de samambaia 

homosporada que apresenta esporos aclorofilados (Viviani & Randi, 

2008), fáceis de obter, que apresentam produção imensa, sendo um 

excelente material biológico de estudo (Dyer, 1979; Raghavan, 1989; 

Dyer & Lindsay, 1996) para a conservação ex situ em bancos de 

germoplasma (Ashcroft & Sheffield, 2000; Pence, 2004; Pence, 2008a; 

Pence, 2008b; Ballesteros, 2010). Os esporos aclorofilados apresentam 

características semelhantes às sementes ortodoxas e mostram aumento 

da viabilidade quando armazenados em baixas temperaturas (Lloyd & 

Klekowski, 1970; Windham et al., 1986; Ballesteros et al., 2012). 

A conservação criogênica consiste em armazenar o material 

biológico em nitrogênio líquido a -196ºC, ou na sua fase de vapor a -

150°C (Kartha,1985), o que desativa os processos metabólicos 

paralisando a atividade biológica e permitindo a conservação durante 

longos períodos (Benson et al., 1998). Essa técnica envolve uma série 

de estresses que podem destruir o material vegetal ou modificar as 

amostras após o procedimento. No entanto, espera-se que o material 

criopreservado mantenha estabilidade genética e fenotípica por longo 

período (Harding et al., 1997; Benson et al., 1998).  

O armazenamento em nitrogênio líquido 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 conservação criogênica 

de esporos de samambaias avaliou a viabilidade de esporos após o 

armazenamento, mas não o desenvolvimento gametofítico (Ballesteros 
et al., 2012). Portanto, para confirmar a eficiência do método na 

conservação de germoplasma em nitrogênio líquido é necessária a 
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manutenção da viabilidade de esporos, bem como, que sejam aptos a 

gerar gametófitos 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 são os estudos que avaliaram o desenvolvimento de 

gametófitos após o armazenamento em nitrogênio líquido. Brum & 

Randi (2006), observaram desenvolvimento normal de gametófitos 

oriundos de esporos criopreservados de Rumohra adiantiformis (Forst.) 

Ching (Dryopteridaceae). Da mesma forma, Li et al. (2010) 

acompanharam a germinação e observaram o desenvolvimento normal 

de Alsophila gigantea Wall. ex Hook. e Alsophila spinulosa Wall. ex 

Hook. (Cyatheaceae) após um ano de armazenamento criogênico dos 

esporos. Análises ultraestruturais são importantes ferramentas que 

contribuem para caracterizar o desenvolvimento da planta após um 

determinado tratamento. São poucos os estudos que envolvem 

ferramentas como a microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Li et 

al., 2010; Bonomo et al., 2013) e microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) (Makgomol & Sheffield, 2001) para avaliar gametófitos de 

samambaias. 

Ferramentas eficientes para avaliar a integridade de uma planta 

após diferentes tratamentos são as análises fisiológicas, através do 

desempenho fotossintético, que consistem em avaliar os parâmetros 

obtidos a partir da fluorescência emitida pela clorofila a (Genty et al., 
1989).  

Este trabalho teve como objetivo descrever características 

morfo-histológicas, ultraestruturais e fisiológicas de esporos de 

Pleopeltis lepidopteris recém-coletados e armazenados em nitrogênio 

líquido visando avaliar a criopreservação como método para a 

conservação dessa importante espécie de restinga. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 LOCAL DE COLETA 

As frondes férteis de Pleopeltis lepidopteris foram coletadas no 

mesmo local relatado no item 2.1 do capítulo I. Porém, a coleta foi 

realizada em Março de 2014.  
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2.2 OBTENÇÃO DE ESPOROS 

Os procedimentos utilizados para coleta e obtenção de esporos  

estão descritos nos itens 2.1e 2.2 do capítulo I.  

 

2.3 ARMAZENAMENTO E GERMINAÇÃO DE ESPOROS  

Os tratamentos realizados foram: CT= esporos recém-coletados 

e CE= esporos armazenados durante quatro horas em nitrogênio líquido 

a -196°C e esterilizados após o degêlo. O procedimento de esterilização, 

inoculação e germinação são descritos no item 2.3 do capítulo I. 

 

2.4 CULTIVO DE GAMETÓFITOS 

Gametófitos provenientes de esporos controles (CT) e de 

esporos criopreservados e esterilizados após degelo (CE) foram 

cultivados conforme descrito no item 2.4 do capítulo I. 

 

2.5 ANÁLISE DE ESPOROS E GAMETÓFITOS ATRAVÉS DA 

MICROSCOPIA DE LUZ (ML) 

Foram analisados esporos em início de germinação, com quatro 

dias de cultivo e gametófitos com 150 dias de cultivo. As amostras 

foram fixadas em solução de paraformaldeído 2,5% em tampão fosfato 

de sódio 0,1M, pH 7,2, ―overnight‖ a temperatura de 4ºC (Schimidt et 

al., 2009). Posteriormente, foram desidratadas em séries crescentes de 

etanol (Bouzon, 2006). Em seguida, foram infiltradas com historesina 

(Leica Historesin, Heidelberg, Alemanha).  

Secções com 5μm de espessura, foram realizadas em 

micrótomo manual modelo Leica RM 2135, com navalha de tungstênio 
e posteriormente o material reagiu a diferentes técnicas histoquímicas. 

Foi utilizado Azul de Toluidina (AT-O) a 0,5%, pH 3,0, para identificar 

polissacarídeos ácidos através da reação de metacromasia (Gordon & 

McCandless, 1973). Ácido Periódico de Schiff (PAS) foi utilizado para 

identificar a presença de polissacarídeos neutros (amido e celulose) 



45 

 

(Gahan,1984). Azul brilhante de Coomassie (CBB) a 0,05% foi 

utilizado para observação de proteínas totais (Gahan, 1984). As 

amostras foram fotografadas em microscópio 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 ANÁLISE DOS GAMETÓFITOS ATRAVÉS DE 

MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER  

Gametófitos de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias de cultivo 

foram analisados em microscópio confocal de varredura a laser (Leica 

TCS SP-5, Wetzlar, Alemanha) do LCME da UFSC. As amostras foram 

depositadas em lâminas seladas com esmalte de unha incolor. Foram 

analisadas em microscópio Leica HCX PLAPO lambda com objetiva 

63x/1,4-0,6 em óleo de imersão. A excitação das células foi feita pelo 

laser azul a 448nm e os espectros de emissão entre 600 a 685nm. As 

imagens foram processadas através do programa LAS AF-Lite (Leica). 

A partir destas imagens foi quantificada autofluorescência dos 

cloroplastos. Foram usados cinco gametófitos de cada tratamento e 

estabelecida uma área elíptica na margem de cada indivíduo, 

abrangendo uma célula e analisados três pontos dentro desta área, 

perfazendo um total de 15 análises por tratamento.  

 

2.7 ANÁLISE DE ESPOROS E GAMETÓFITOS ATRAVÉS DE 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

Amostras de esporos controles (CT), esporos criopreservados 

(CE) e gametófitos provenientes destes esporos respectivamente com 

150 dias, foram fixadas em glutaraldeído 2,5%, sacarose 2% e solução 

tampão de cacodilato 0,1M (pH 7,2) overnight a temperatura de 4ºC 

(Schmidt et al., 2009). Após três lavagens no mesmo tampão, as 

amostras foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio (OsO4) 1% em 

tampão cacodilato 0,1M por 4 horas. A seguir, foram lavadas em 

tampão cacodilato 0,1M, desidratadas em séries crescentes de álcool 

etanólico e secas em ponto crítico de CO2 (EM-CPD-030, Leica, 

Heidelberg, Alemanha). Após, foram aderidas ao suporte de alumínio, 

com fita de carbono dupla face, e revestidas com 20nm de ouro, em 

metalizador marca Baltec, modelo CED 030. As amostras foram 



46 

 

analisadas e registradas em MEV modelo Jeol (JSM) 6390LV SEM 

(JEOL Ltd., Tokyo, Japão) a 10 KV no LCME da UFSC. 

 

2.8 ANÁLISE DE ESPOROS E GAMETÓFITOS ATRAVÉS DE 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET) 

Amostras de esporos controles (CT), esporos criopreservados 

(CE) com quatro dias de cultivo e gametófitos provenientes destes 

esporos respectivamente com 150 dias, foram fixadas e pós-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 secções semi-finas (700 nm) foram coradas com 

azul de toluidina (AT-O) e registradas em microscópio de luz. As 

secções ultrafinas (70 nm) foram contrastadas em acetato de uranila e 

citrato de chumbo, de acordo com procedimentos de Reynolds (1963). 

Após foram analisadas e registradas em TEM modelo Jeol (JEM) 1011 

(JEOL Ltd., Tokyo, Japão, a 80Kv), no LCME da UFSC. 

 

2.9 EFICIÊNCIA FOTOSSINTÉTICA DE GAMETÓFITOS 

As emissões da fluorescência da clorofila a de gametófitos com 

150 dias de cultivo provenientes de esporos controles (CT) e de esporos 

criopreservados (CE), aclimatados por 30 mim no escuro, foram obtidas 

com auxílio de um fluorímetro de pulso com amplitude modulada 

Junior-PAM (Walz, Effeltrich, Alemanha) equipado com uma fibra 

óptica de 1,5mm de diâmetro e um díodo azul (465nm) como fonte de 

luz. Foram utilizadas quatro bandejas por tratamento e realizadas três 

curvas rápidas de luz por bandeja, totalizando doze curvas por 

tratamento.  

Utilizando o método de pulso de saturação de luz foi medida a 

fluorescência emitida pelos gametófitos levando-se em consideração os 

seguintes valores: F, F’ (fluorescência da amostra aclimatada às 

condições de escuro e de claro, respectivamente); Fo, Fo’ (fluorescência 

mínima após aclimatação ao escuro e claro, respectivamente); Fm, Fm’ 

(fluorescência máxima após aclimatação às condições de escuro e claro, 

respectivamente); Ft (nível de fluorescência imediatamente antes do 

pulso saturante de luz, em condição de luz actínica) (White & Critchley, 
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1999; Maxwell & Johnson, 2000). Tais medidas foram posteriormente 

utilizadas para calcular os parâmetros fotoquímicos e não fotoquímicos. 

Os parâmetros 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 quântico ótimo (Fv/Fm), 

rendimento quântico efetivo (Y) da fotossíntese (fótons da luz incidente 

utilizados para conduzir as reações  fotoquímicas da fotossíntese) e a 

taxa de transporte de elétrons (ETR) entre PSII e PSI. Os parâmetros 

não fotoquímicos Y(NO) e Y(NPQ) foram também analisados para 

avaliar a perda de energia em forma de calor (Holt et al. 2004). 

Usando a opção ―Rapid Light Curve‖ (RLC), as curvas de luz 

foram obtidas com a aplicação de uma série de nove pulsos de luz 

saturante (LS) com duração de 8s cada, seguidos de exposição à luz 

actínica (LA) crescente (2000-3000 moles m
2
 s

1
) com intervalos de 

0,8s (Genty et al., 1989). A partir das curvas obtidas, foram analisados 

os seguintes parâmetros com ajustes das curvas às equações de Platt et 

al. (1980): taxa máxima de transporte de elétrons (ETRmax), eficiência 

fotossintética (αETR) e irradiância de saturação (Ek). O valor de Ek foi 

obtido pela equação ETRmax/ αETR (Ralph & Gademann, 2005). A taxa 

de transporte de elétrons (ETR) é uma estimativa da fotossíntese bruta e 

é definida como: ETR = ΦPSII x PAR x (0,5) x (absortância calculada 

ou 0,84), onde, ΦPSII é o rendimento quântico efetivo do Fotossistema 

II, PAR é a radiação fotossinteticamente ativa (moles. m
–2

 s
–1

 RFA), 

0,5 é o coeficiente padrão para a absorção estimada de luz entre o 

PSI/PSII, considerando que 50% dos fótons são absorvidos pelo PSII 

(Figueroa et al., 2003). Os fatores de absortância padrão foram 

calculados para gametófitos de Pleopeltis lepidopteris, sendo 

encontrados para gametófitos controle: Abt= 0,897582 e gametófitos de 

esporos criopreservados: Abt= 0,897565. O fator absortância padrão 

(0,84) é utilizado quando não se calcula o valor real em experimento 

usando plantas (Bjorkman & Demmig 1987; Runcie & Durako 2004), 

pois nem toda a radiação que chega até as folhas é absorvida pelas 

moléculas de clorofila, já que alguns fótons podem ser transmitidos e 

outros refletidos. 
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2.10 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS 

PIGMENTOS FOTOSSINTÉTICOS 

Gametófitos controles e criopreservados foram coletados para 

a extração dos pigmentos fotossintetizantes (clorofila a, b, totais e 

carotenoides). Os pigmentos foram extraídos de três amostras de 100 mg 

de massa fresca  em 10 ml de dimetilsulfóxido (DMSO) a 40ºC, durante 

1 hora. As leituras de absorbância foram realizadas no 

espectrofotômetro modelo 100-20 (Hitachi, Co, Japão) 480nm, 649nm e 

665nm. A quantificação de clorofilas e carotenoides foi realizada de 

acordo com as equações descrita por Wellburn (1994). Os resultados 

foram expressos em μg g
-1 

MF. 

Cl a = (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 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Foram realizadas análises descritivas (médias e desvio padrão). 

Para se comparar dois tratamentos foi utilizado o teste ―t‖ de Student, 

sempre que os dados apresentaram normalidade. Quando não 

apresentaram normalidade, os dados foram transformados em raiz 

quadrada. Para se comparar mais de dois tratamentos foi utilizada a 

análise de variância (ANOVA), seguida do teste de comparação 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 estatística 

paramétrica, alguns parâmetros descritivos foram utilizados: eficiência 

fotossintética (α), taxa fotossintética máxima (ETRmax) e fotoinibição 

(β). Esses parâmetros foram calculados pela equação de Platt (Platt et al. 

1980) usando software Origin v. 5.0.  
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3. RESULTADOS 

3.1 GERMINAÇÃO DE ESPOROS 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre a 

germinação de esporos de Pleopeltis lepidopteris recém-coletados 

(91±1,8) (CT) e de esporos criopreservados (89,8±1,7) (CE) após 16 

dias de cultivo. 

 

3.2 CARACTERIZIAÇÃO DE ESPOROS E GAMETÓFITOS 

ATRAVÉS DA MICROSCOPIA DE LUZ (ML) 

Os esporos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris com quatro dias 

de cultivo apresentaram reação metacromática na camada mais externa 

da parede celular ao reagir com AT-O (Fig. 1). Os esporos apresentaram 

três nítidas camadas na parede celular: a intina delgada que apresentou 

reação metacromática forte, a exina mais espessa e que não reagiu ao 

AT-O e a perina que reagiu mais fracamente ao AT-O (Fig. 1b, c). 

Observou-se uma ornamentação esférica distribuída assimetricamente 

na exina (Fig.1c). 

 Aos quatro dias de cultivo os esporos controles apresentaram o 

primórdio da primeira célula rizoidal e a abertura da fissura da parede 

celular (Fig 1b), mas em alguns esporos criopreservados já havia um 

rizóide e a primeira divisão da célula protonemal (Fig. 1d). Os esporos 

apresentaram glóbulos de lipídeos em ambos os tratamentos (Fig. 1). 

Secções de gametófitos de 150 dias provenientes de esporos CT 

e esporos CE apresentaram reação metacromática ao AT-O na parede 

celular (Fig. 2a, b), no tricoma, no núcleo (Fig. 2a) e nos anterozóides 

em gametófitos CE (Fig. 2b), indicando a presença de polissacáridos 

ácidos. Anterozóides observados em gametófitos CE indicam uma 

provável aceleração no desenvolvimento em relação aos gametófitos 

controles (CT).  

As secções de gametófitos CT e CE apresentaram uma reação 
positiva ao CBB, indicando a presença de proteínas nos tricomas e 

núcleos (Fig. 2c, d). As secções exibiram uma forte reação ao PAS nas 

paredes celulares indicando celulose, polissacarídeos neutros no 

citoplasma e grãos de amido nos cloroplastos (Fig. 2e, f). 
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Figura 1. Secções 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, reação ao AT-O. a Esporo mostrando a 

primeira divisão celular. b Esporo mostrando início de protrusão de 

rizóide e a abertura da fissura da parede. c Esporo mostrando abertura da 

fissura da parede. d Esporo mostrando rizóide e primeira divisão celular 

da célula protanemal. (Cp) célula protemal, (Cr) célula rizoidal, (E) 

exina, (F) fissura, (Gl) glóbulos de lipídeos; (I) intina, (O) ornamentação 

da parede celular, (P) perina, (Pc) parede celular, (N) núcleo, (R) 

rizóide. 
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Figura 2. Secções transversais e longitudinais de gametófitos de 

Pleopeltis lepidopteris após 150 dias de cultivo. a, c, e Gametófito CT. 

b, d, f Gametófito CE. a, b Reação ao AT-O com forte metacromasia 

indicando polissacarídeos ácidos na parede celular, núcleo, tricoma e 

anterozóides. c, d Reação ao CBB indicando a presença de proteínas no 

núcleo e tricoma. e, f Reação ao PAS indicando celulose na parede 

celular e amido nos cloroplastos. (An) anterídio, (At) anterozoide, (C) 

cloroplasto, (N) núcleo, (O) opérculo, (Pc) parede celular, (T) tricoma. 
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3.3 QUANTIFICAÇÃO DE FLUORESCÊNCIA DE 

CLOROPLASTOS EM MICROSCOPIA CONFOCAL DE 

VARREDURA A LASER 

Os gametófitos provenientes de esporos CT e de esporos CE 

apresentaram intensa fluorescência dos cloroplastos discóides 

localizados principalmente na margem das células (Fig. 3a, b). Não 

foram observadas diferenças estatisticamente significativas na 

intensidade da fluorescência das clorofilas em cloroplastos dos 

gametófitos controles (125.8±9.8 pixels) e gametófitos de esporos 

criopreservados (136.3±23.3 pixels). 

 
Figura 3. Fluorescência dos cloroplastos de gametófitos CT (a) e 

gametófitos CE (b) de Pleopeltis lepidopteris, captada por microscopia 

confocal de varredura a laser. 

 

3.4 CARACTERIZAÇÃO DOS ESPOROS E GAMETÓFITOS 

ATRAVÉS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

VARREDURA (MEV) 

Esporos CT apresentaram ornamentações, esféricas e lisas na 

exina da parede celular (Fig. 4a, b), enquanto os esporos CE 

apresentaram ornamentações mais ásperas e pontiagudas (Fig. 4c, d).  

Não foram observadas alterações nos padrões morfológicos de 

gametófitos 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 eletrônica de varredura. a, b Esporos CT apresentando 

parede celular exina com ornamentações esféricas lisas, distribuídas 

irregularmente e fissura na região equatorial. c, d Esporos CE 

apresentando parede celular exina mais áspera, ornamentações esféricas 

pontiaguda e fissura na região equatorial. (F) fissura, (Op) ornamentação 

da parede celular. 

Entretanto, nos gametófitos controles não foram verificadas 

estruturas reprodutivas (Fig. 5a, b, c). Em contraste, os gametófitos 

provenientes de esporos CE, na fase espatulada-cordiforme 

apresentaram anterídios (Fig. 5f, h). Alguns anterídios já haviam 
liberado anterozoides tornando o opérculo visível (Fig. 5g) e outros 

permaneciam fechados, apresentando as células: basal, anular e 

opercular (Fig. 5i). Também foi possível verificar gametófitos 

cordiformes com arquegônios (Fig. 5d, e). 
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Figura 5. Gametófitos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias, 

em microscopia eletrônica de varredura. a,b,c Gametófitos CT em vista 

abaxial, mostrando rizoides, meristema apical e tricomas na margem da 

lâmina. b Detalhe da superfície abaxial mostrando rizomas. c 

Gametófito espatulado-cordiforme, com meristema apical e rizoides. d-i 

Gametófitos CE. d Gametófito cordiforme com tricomas na superfície 

abaxial, meristema apical, vários arquegônios e muitos rizoides. e 

Detalhe de um arquegônio. f, h Gametófito espatulado-cordiforme em 

vista abaxial mostrando meristema apical e anterídios próximos aos 

rizoides. g Detalhe de vários anterídios com opérculo aberto. i Detalhe 

de anterídio fechado. (An) anterídio, (Ar) arquegônio, (Ca) célula 

anular, (Cb) célula basal, (Co) célula opercular, (M) meristema apical, 

(O) opérculo, (R) rizoide, (T) tricoma.  
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3.5 CARACTERIZAÇÃO DOS ESPOROS E GAMETÓFITOS 

ATRAVÉS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

TRANSMISSÃO (MET) 

Aos quatro dias de cultivo, em secções de esporos controles 

(Fig 6a) e esporos criopreservados (Fig 6d) observaram-se as três 

camadas da parede celular, perina, exina espessa e ornamentada e intina 

mais delgada. Também foram observados: núcleo, mitocôndrias, vários 

vacúolos (Fig.6b, c, e, f), cloroplasto apresentando poucos tilacóides e 

pequenos grânulos de amido (Fig.6c, f).  

Os gametófitos com 150 dias de cultivo, oriundos de esporos 

CT (Fig. 7a, b, c) e esporos CE (Fig. 7d, e, f) apresentaram parede 

celular com presença de plasmodesmos, núcleo com nucléolo e 

inúmeras mitocôndrias. Os cloroplastos apresentaram grandes grânulos 

de amido (Fig 7b, c, e, f) e plastoglóbulos foram observados em 

cloroplastos de gametófitos controles (CT) (Fig. 8b, c). Foram 

observados tilacóides e granum bem evidenciados em cloroplastos de 

gametófitos provenientes de esporos CE, bem como uma organela 

esférica entre cloroplastos e mitocôndrias, possivelmente um 

peroxissomo (Fig. 8e, f). 
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Figura 6. Esporos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris com quatro dias 

de cultivo vistos em microscopia eletrônica de transmissão. a,b,c 

Esporos CT. d,e,f Esporos CE. a, d Apresentaram em CT e CE as três 

camadas da parede celular, exina espessa e ornamentada, intina e perina 

delgada, fenda, glóbulos de lipídeos e mitocôndrias. b Detalhe do 

núcleo. c Detalhe de um cloroplasto com grânulos de amido e tilacóides. 

e Detalhe de mitocôndria e parede celular intina. f Detalhe da exina, da 

intina e cloroplasto. (A) grânulos de amido, (E) exina, (Fe) fenda, (Gl) 

glóbulos de lipídeos; (I) intina, (M) mitocôndria, (N) núcleo, (O) 

ornamentação da parede celular, (P) perina, (Ti) tilacóide. 
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Figura 7. Gametófitos de Pleopeltis lepidopteris oriundos de esporos 

CT e CE com 150 dias de cultivo em microscopia eletrônica de 

transmissão. a, b, c Gametófitos CT. a Parede celular, núcleo e 

nucléolo. b Parede celular, mitocôndrias, cloroplastos com 

plastoglóbulos e grânulos de amido. c Duas células divididas pela 
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parede celular, plasmodesmos, cloroplastos com plastoglóbulos e grãos 

de amido. d, e, f Gametófitos CE. d Parede celular, plasmodesmos, 

mitocôndrias, núcleo com nucléolo, cloroplastos com plastoglóbulos e 

grânulos de amido. e Cloroplastos com grânulos de amido e tilacóides, 

mitocôndrias e peroxissomo. f Cloroplastos com granum, grânulos de 

amido e tilacóides. (A) grânulos de amido, (C) cloroplasto, (G) granum, 

(M) mitocôndria, (N) núcleo, (Nu) nucléolo, (Pc) parede celular, (Pe) 

peroxissomos, (Pg) plastoglóbulo, (Pl) plasmodesmos, (Ti) tilacóide. 

 

3.6 PIGMENTOS FOTOSSINTÉTICOS  

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

teores de clorofila a, b, clorofila total e carotenóides de gametófitos com 

150 dias de cultivo, oriundos de esporos controles e criopreservados 

(Tab. 1).  

Tabela. 1 Teores de clorofilas e carotenoides em gametófitos CT e CE 

de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias de cultivo.  

Pigmentos CT CE p 

 μg g-
1
 MF  

Cl a 875,00 ± 126,00 885,00 ± 96,00 0,72 

Cl b 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 diferença estatisticamente 

significativa entre os tratamentos pelo teste de ―t‖ de Student (p<0.05). 

Média ± Desvio Padrão (n= 30). 
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3.7 CURVAS RÁPIDAS DE LUZ (RLC) A PARTIR DA 

FLUORESCÊNCIA DA CLOROFILA a DOS 

GAMETÓFITOS  

Com exceção do parâmetro Fv/Fm, que foi maior em 

gametófitos de esporos criopreservados, não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos (Tabela 2. 

Fig. 9). Os resultados da dissipação fotoquímica e não-fotoquímica em 

ambos os tratamentos mostraram  que o rendimento quântico efetivo 

(YII) apresentou uma rápida saturação com baixa irradiância (PAR). Os 

resultados de dissipação não-fotoquímica Y(NO) e Y(NPQ) em ambos 

os tratamentos mostraram que os gametófitos apresentaram baixa 

fotoproteção limitando a dissipação de energia em excesso (Fig.10). 

Tabela 2. Parâmetros fotossintéticos a partir da fluorescência da 

clorofila a de gametófitos CT e CE de Pleopeltis lepidopteris.  

Parâmetros CT CE p 

Alpha (α) 0,075 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,252 

ETRmax µmol electrons 

m
–2

 s
–1

 
10,29 ± 2,51 11,16 ± 2,22 0,377 

Ek µmol photons m
–2

 s
–1

 136,05 ± 20,88 140,93 ± 28,89 0,639 

β 18,78 ± 3,05 18,65 ± 5,28 0,899 

Fv/Fm 0,724b 0,739a 0,007 

n amostral/nº curvas 3/12 3/12  

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferença estatisticamente 

significativa entre os tratamentos pelo teste de ―t‖ de Student (p<0.05). 

Média ± Desvio Padrão (n= 12). 
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Figura 8. Curvas Rápidas de Luz (RLCs) de gametófitos CT (●) e CE 

(Ο) de Pleopeltis lepidopteris adaptados no escuro durante 30 min. 

 

Figura 9. Dissipação fotoquímica Y(II) e não-fotoquímica Y(NO) e 

Y(NPQ) em gametófitos CT(linha cheia) e CE (linha tracejada) de 

Pleopeltis lepidopteris em nove diferentes níveis de irradiância (E). 

Média ± Desvio Padrão (n= 12). 
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4. DISCUSSÃO 

Os esporos de Pleopeltis lepidopteris criopreservados em 

nitrogênio líquido (NL) mantiveram sua viabilidade. Assim como 

esporos aclorofilados de outras espécies de samambaias mantiveram-se 

viáveis após a imersão direta em nitrogênio líquido (Agrawal et al., 

1993; Rogge et al., 2000; Ballesteros et al., 2012). Estes esporos por 

apresentarem baixo teor de água e considerável quantidade de reservas 

lipídicas se assemelham às sementes ortodoxas (Roberts, 1973; Dyer, 

1979) o que permitem que sejam armazenados em nitrogênio líquido 

(Benson et al., 1998) e os tornam ótimo material para conservação em 

banco de germoplama. 

Apresentaram as organelas celulares integras em ambos os 

tratamentos, permitindo assegurar que a técnica de criopreservação é 

eficaz. A presença de estruturas globulares em esporos germinando 

observadas em MET, ML e as imagens de material fresco observadas 

em ML, no primeiro capítulo mostram que dentro dessas estruturas 

globulares há lipídios de reserva. Resultados observados em esporos de 

diferentes espécies da família Polypodiaceae mostraram lipídios como  

principal fonte de reserva (Reyes & Pérez-García, 1994; Bhattacharyya 

& Sem, 1992; Pérez-García et al., 1998; Ramirez & Pérez-García, 

1998). Material lipídico ambém é encontrado como fonte de reserva na 

microalga verde Chlorella vulgaris, cujas imagens de MET mostram 

gotículas de vários tamanhos, de coloração cinza clara (Pribyl, et al., 

2013). 

Diversos organismos vivos apresentam lipídios, que possuem 

uma região apolar e são solúveis em solventes orgânicos, mas são  

insolúveis em água (Murphy, 2004). De modo geral dois grandes grupos 

de lipídios são sintetizados nas células: lípidios polares e lípidos neutros. 

Enquanto lípidios polares são os componentes principais das 

membranas, os lipídios neutros são constituídos principalmente de 

triacilglicerol (TAG), esteróis, ésteres de esteróis, monoacilglicerol 

(MAG), e diacilglicerol (DAG), e são frequentemente armazenados em 

gotas de lípideo na região citosólica (Harwood e Jones, 1989; Lung et 

al., 2006). 

Corroborando com os dados da literatura, as imagens de ML e 

METmostram gotas lipídicas de volumes varáveis no citosol de esporos 

de Pleopeltis lepidopteri. Esta acumulação de lípidios é uma fonte de 
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carbono e reserva de energia para as células (Li et al 2011;. Wang et al., 

2009). 

Detalhes da germinação de esporos foram relatados em estudo 

realizados por Raghavan (2005), que mostraram a ultraestrutura de 

esporos e gametófitos de Blechnum spicant (L.) Roth (Blechnaceae), 

Onoclea sensibilis (L.) (Onocleaceae), Polypodium vulgare (L.) 

(Polypodiaceae) e Adiantum cappilus-veneris (L.) (Pteridaceae), sendo 

que a primeira divisão celular origina duas células distintas, um rizoide 

e uma célula protonemal, que estabelecem a polaridade gametofítica. 

Segundo o autor, o primeiro sinal do estabelecimento da polaridade é a 

migração do núcleo da célula protonemal para o polo proximal; o núcleo 

do rizoide fica confinado à sua base e a célula protonemal desenvolve 

abundância de cloroplastos, fato também observado neste trabalho.  

A parede celular do esporo de P. lepidopteris mostrou três 

nítidas camadas: a intina apresentou reação metacromática forte, a exina 

não reagiu e a perina reagiu mais fracamente ao AT-O. De acordo com 

Raghavan (2005), a intina é uma fina camada sobre a membrana 

plasmática do esporo é tem natureza celulósica. A exina é a camada 

mais resistente da parede celular, formada de polímeros contento 

carotenoides, conhecidos como esporopolenina. A parede pode ser 

ornamentada e frequentemente usada para a caracterização taxonômica 

das samambaias. Em poucos casos ocorre uma terceira camada, a perina 

ou perisporo, apresentando-se como um fino envelope de natureza 

polissacaríca formando uma mucilagem quando o esporo é embebido. 

Segundo Li et al. (2010), a parede celular confere uma proteção aos 

esporos que suportam o armazenamento em LN por longos períodos e 

mantém a integridade dos constituintes celulares, o que confere defesa e 

impede que o conteúdo intercelular seja perdido (Lloyd & Klekowski, 

1970). 

Viviani et al. (2009) analisaram a morfologia dos esporos de 

Pleopeltis lepidopteris em MEV e relataram que os esporos são 

monoletes e apresentam depósitos esféricos lisos, dispersos ou 

densamente agrupados na superfície do perisporo papilado-granulado, o 

que foi observado no presente estudo. No entanto os esporos 
criopreservados de P. lepidopteris apresentaram a superfície da parede 

celular, mais áspera e irregular do que nos esporos controles e as 

ornamentações esféricas são mais ásperas e pontiagudas. A 

criopreservação em nitrogênio líquido alterou fisicamente a parede do 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Carlos_Linneo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Albrecht_Wilhelm_Roth
http://pt.wikipedia.org/wiki/Blechnaceae
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pteridaceae&action=edit&redlink=1
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esporo, simulando um tratamento de escarificação, que possivelmente 

facilitou a absorção de água durante a embebição do esporo.  

Alguns esporos criopreservados de P. lepidopteris mostraram 

maior desenvolvimento de rizóides e também a primeira divisão celular 

da célula protonemal ocorreu mais cedo do que nos esporos controles. A 

escarificação da parede dos esporos observada pela análise em MEV 

pode explicar a aceleração do desenvolvimento gametofítico em esporos 

criopreservados de P. lepidopteris. Vários autores relatam que além de 

manter a viabilidade dos esporos, após o armazenamento criogênico, há 

aceleração da germinação e desenvolvimento gametofítico inicial 

(Rogge et al., 2000; Ballesteros et al., 2006; Brum & Randi, 2006; Li et 

al., 2010; Ballesteros et al., 2012). 

Os gametófitos de P. lepidopteris analisados aos 150 dias de 

idade em MET em ambos os tratamentos, apresentaram as organelas 

celulares íntegras, indicando que a criopreservação preservou as 

características dos esporos, inferindo-se que sua integridade tenha sido 

mantida, o que é desejável em bancos de germoplasma (Pence, 2004; 

Pence, 2008a; Pence, 2008b). Da mesma forma, análises em MEV de 

gametófitos de ambos os tratamentos mostraram integridade do 

desenvolvimento, porém, observou-se que no tratamento CE os 

gametófitos estavam mais desenvolvidos e exibiram mais precocemente 

estruturas reprodutivas que não foram observadas em gametófitos 

controles (CT). Estudo realizado por Li et al., (2010) relata somente que 

esporos criopreservados por 12 meses produziram gametófitos com 

desenvolvimento normal em Alsophila spinulosa (Hook.) Tryon e 

Alsophila gigantea Wallich ex Hook. Resultados semelhantes foram 

verificados por Ballesteros et al. (2012) para gametófitos 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 gametófitos. 

Não houve diferença na fluorescência dos gametófitos 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 μg g-

1
 

MF) diferem dos entontrados em gametófitos crescidos a partir de 

esporos recém-coletados de Acrostichum danaeifolium (Langsd. & 

Fisch.) (Pteridaceae) (CT= 213,73 Cla e 138,98 Clb μg g-
1
 MF) (Randi 
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et al., 2014). No entanto, os gametófitos de A. daneifolium tinham 

apenas 34 dias de cultivo quando foram analisados. 

Não há relatos na literatura sobre parâmetros fotossintéticos de 

gametófitos de samambaias. Neste estudo, além de comparar 

gametófitos de Pleopeltis lepidopteris com 150 dias de idade, oriundos 

de esporos recém-coletados e esporos criopreservados, obteve-se 

resultados inéditos à cerca da capacidade fotossintética de gametófitos 

de uma samambaia da restinga. Os gametófitos controles do presente 

estudo apresentaram uma ETRmax (10,29) e um Ek (136,05), valores 

baixos quando comparados aos encontrados em esporófitos controles de 

duas samambaias epífitas: ETRmax (97,10) e Ek (1.653,00) para Vittaria 

lineata (L.) Smith (Pteridaceae) e ETRmax (75,70) e Ek (1.208,50) para 

Elaphoglossum luridum (Fée) Christ (Dryopteridadeae) (Minardi et al. 

2014a; 2014b). Os resultados encontrados para gametófitos de P. 
lepidopteris no presente trabalho mostraram que a fotossíntese satura 

com baixa irradiância, estando de acordo com os encontrados por 

Viviani & Randi (2008) para a germinação de esporos, que foi inibida 

por altos níveis de radiação solar. Neste trabalho, não houve diferença 

nos parâmetros fotossintéticos entre os tratamentos, demonstrando que a 

criopreservação de esporos não interferiu nos aspectos da fotossíntese 

analisados para gametófitos de P. lepidopteris. 

Por meio das análises realizadas em esporos e gametófitos de 

Pleopeltis lepidopteris pode-se indicar que a criopreservação de esporos 

em nitrogênio líquido é eficaz em conservar os esporos mantendo sua 

integridade morfológoca e fisiológica em gametófitos. 



65 

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Houve diferença no tempo de viabilidade de esporos de 

Pleopeltis lepidopteris em função dos métodos e períodos de 

armazenamento analisados. Quando armazenados em refrigeração e à 

temperatura ambiente houve perda considerável da viabilidade, 

indicando que tais métodos de armazenamento não são adequados para 

conservação dos esporos dessa espécie.  

Os esporos de P. lepidopteris apresentaram as maiores 

porcentagem de germinação após armazenamento criogênico em 

nitrogênio líquido, demostrando que essa técnica de conservação foi o 

método mais eficaz para a preservação da viabilidade.  

Para se inferir que o método de armazenamento criogênico dos 

esporos é realmente eficaz não somente para a manutenção da 

viablidade, mas também para o desenvolvimento gametofítico, foram 

realizadas análises morfofisiologicas de esporos em inicio de 

germinação e do desenvolvimento gametofítico. O presente estudo 

mostrou que não houve alterações morfológicas e fisiológicas entre o 

material controle e o material criopreservado. Análises inovadoras 

realizadas no presente estudo e de grande importância foram: o estuda 

da área de gametófitos e o surgimento de estruturas reprodutivas. As 

análises mostraram que a criopreservação promoveu a germinação e 

desenvolvimento dos gametófitos em relação ao controle.  

As análises dos teores de clorofilas e carotenoides e dos 

parâmetros obtidos a partir das curvas rápidas de luz, não mostraram 

diferenças entre os gametófitos de ambos os tratamentos.  

No presente estudo foram observadas alterações na parede dos 

esporos criopreservados, por meio da análise em MEV. Sugere-se que a 

criopreservação atuou como uma escarificação, uma vez que acelerou a 

germinação e desenvolvimento gametófito.  

A combinação dos estudos morfofisiológicos de esporos e 

gametófitos de P. lepidopteris, indicou que a criopreservação em 

nitrogênio líquido é um método eficaz para a conservação dos esporos 

em bancos de germoplasma. 
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