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RESUMO

A destruicdo da camada de ozonio na estratosfera principalmente pela
liberacdo de clorofluorcarbonos (CFCs) na atmosfera teve como
consequéncia 0 aumento da incidéncia de radiacdo UV. Neste trabalho
avaliou-se o efeito da radiacdo ultravioleta B no desenvolvimento de
gametofitos, na anatomia foliar, no conteldo de clorofilas e
carotenoides, além da fluorescéncia da clorofila em frondes de
espordfitos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch.
(Polypodiopsida, Pteridaceae) submetidos a tratamentos agudos (8
horas sob RUVB) e tratamentos crénicos de RUVB (1 hora diaria
durante 45 dias). Os gametdfitos de A. danaeifolium que receberam
radiagio UVB, quando comparados aos gametofitos controles
mostraram-se susceptiveis a danos e altera¢cdes morfoldgicas quando
cultivados sob o tratamento crbnico, sofrendo atraso no
desenvolvimento, perda da dominancia apical, anomalias no
desenvolvimento, e por fim senescéncia e morte quase total dos
gametofitos. Os esporofitos mostraram menor sensibilidade & RUVB.
A anatomia foliar de plantas foi afetada pela RUVB. As frondes de
plantulas expostas ao tratamento crénico apresentaram enrolamento
semelhante ao observado para outras espécies. Apresentaram ainda
estdbmatos mal formados na face abaxial e perda das sinuosidades das
paredes das células epidérmicas adaxiais quando observados em
MEV. Em sec¢es transversais de frondes submetidas ao tratamento
cronico, coradas com azul de toluidina, os cloroplastos apresentaram-
se concentrados juntamente com o nucleo, na parede interna da célula.
Esse efeito foi observado apenas em células epidérmicas, indicando
mecanismo de protecdo. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre plantas controle e cultivadas sob RUVB na
concentracdo de clorofila a, clorofila b, concentracdo de carotendides,
Houve aumento ETRyax, 0eTr € Ex. E possivel que essa espécie possua
mecanismos para evitar os danos aos fotossistemas e a degradacéo das
clorofilas por ser uma planta que ocorre geralmente em ambiente
ensolarado nos manguezais.

Palavras-chave: Anatomia foliar, Acrostichum, Fluorescéncia da clorofila.






ABSTRACT

The destruction of ozone in the stratosphere mainly by the release of
chlorofluorocarbons (CFCs) in the atmosphere has lead to an
increased incidence of UV radiation. In this paper we evaluate the
effect of ultraviolet B radiation in the gametophyte development and
in leaf anatomy, the contents of chlorophyll and carotenoids, in
addition to chlorophyll fluorescence in fronds of sporophytes of
Acrostichum danaeifolium Langsd. Fisch &. (Polypodiopsida,
Pteridaceae) exposed to acute treatment (8 hours under UVB) and
chronic UVB radiation treatments (1 hour daily for 45 days). The
gametophytes of A. danaeifolium which received UVB radiation,
when compared to control gametophytes proved to be more
susceptible to damage and morphological changes when grown under
chronic treatment, suffering from developmental delay, loss of apical
dominance, abnormal development, and finally senescence and almost
total gametophyte death. The sporophytes showed less sensitivity to
UVB radiation. The leaf anatomy was affected. The sporophyte fronds
exposed to chronic treatment showed curling similar to that observed
for other species. Still showed malformed stomata on the abaxial face
and loss of sinuosity of epidermal cells on the adaxial face when
observed under SEM. Sections of fronds subjected to chronic
treatment, stained with toluidine blue presented chloroplasts densely
stained and concentrated against the inner wall of the cell. This effect
was observed only in epidermal cells, indicating protection
mechanism. No statistically significant difference was observed
between control and plants grown under RUVB in the concentration
of chlorophyll a, chlorophyll b, concentration of carotenoids, ETRnax,
aetr and Ey. It is possible that this specie presents mechanisms to
prevent photosystem damage and degradation of chlorophylls since it
is a specie that grows in sunny environment in the mangrove.

Key words: Leaf anatomy, Acrostichum, fluorescence of chlorophyll
a
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1. INTRODUCAO

As samambaias existentes atualmente estdo classificadas dentro
de um dnico grupo monofilético (monilofitas) divididas em quatro
grandes classes: Polypodiopsida, Marattiopsida, Equisetopsida e
Psilopsida (Smith et al. 2006). Autores divergem quanto ao numero de
espécies de samambaias conhecidas, para Moran (2008) 13.600
espécies, 13.000 espécies para Prado (2003) 9600 para Smith et al
(2006). Novas espécies continuam a ser descritas apesar do declinio
abundante e da extirpacdo de algumas espécies e de habitats, devido
aos fatores naturais como: fogo, inundagdes, furacdes e
principalmente fatores antrépicos (Arcand & Ranker 2008).

As monil6fitas possuem ampla distribuicdo mundial, sendo que
desenvolveram adaptagBes marcantes em meios extremos, sendo
encontradas nos mais distintos ambientes, desde ambientes tropicais a
temperados, de terras baixas a regides alpinas, de ambientes xéricos a
aquaticos (Rathinasabapathi 2006). Por possuirem esporos muito
pequenos, geralmente dispersos pelo vento, além da possivel
autofertilizacdo e reprodugdo vegetativa dos gametéfitos, foi possivel
as samambaias colonizarem e se reproduzirem com sucesso até
mesmo em ilhas oceénicas distantes (Kessler 2010).

Os manguezais ocorrem em regides costeiras abrigadas como
estuarios, baias e lagunas e apresentam condi¢Bes propicias para
alimentacdo, protecdo e reproducdo de muitas espécies animais, sendo
considerados importantes transformadores de nutrientes em matéria
organica e geradores de bens e servigos (Schaeffer-Novelli 1995). Na
llha de Santa Catarina, localizada préxima ao limite austral de
distribuicdo dos manguezais do Oceano Atlantico sul-ocidental, sdo
encontrados cinco ecossistemas de manguezal: Ratones, Saco Grande,
Itacorubi, Rio Tavares e Tapera. Devido as suas localizacdes
contiguas aos centros urbanos ou préximos a estes, 0S manguezais da
Ilha de Santa Catarina vém sofrendo o impacto de uma antropizacao
crescente, determinando a desestruturacdo dos ecossistemas e até a
eliminacdo de importantes setores destes, mesmo considerando-se que
0s manguezais sejam amparados pela legislagdo ambiental vigente
(Resolucdo n° 303 de 20 de marco de 2002 do CONAMA - Conselho
Nacional do Meio Ambiente). (Froidefond & Soriano-Sierra 1996).
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Uma das caracteristicas que diferem os manguezais de outros
Biomas, como a Floresta Atlantica, por exemplo, é a auséncia de sub-
bosque. Os manguezais mundiais ndo apresentam espécies herbaceas,
arbustivas ou lianas (Janzen 1985). Dados da FAO (2007) mostram
que a vegetacdo do manguezal é composta por poucas espécies, todas
com adaptacGes estruturais e fisioldgicas para sobreviver nesse
ambiente de solo pouco compactado, pouco oxigenado e
frequentemente inundado pelas marés. Portanto, a caracterizacéo
estrutural dessa vegetagdo é uma ferramenta valiosa na identificacao
das respostas desse ecossistema aos processos de alteracdo do meio
ambiente, auxiliando dessa forma, estudos que objetivam a
conservacdo desse ecossistema. Park et al. (1998) afirmam que, a
conservacgao de recursos genéticos vegetais dos biomas tropicais e a
protecdo de espécies frente & iminente extingdo sdo questBes
prioritarias para a biologia do desenvolvimento e da conservagéo.

As samambaias de manguezais, pertencentes ao género
Acrostichum L. (“giant leather fern”) sdo as plantas que mais se
aproximam das herbaceas de manguezais, mas mesmo sendo hal6fitas,
sdo dependentes de manchas de luz solar direta para a reproducdo nos
substratos salinos e geralmente crescem expostas a luz solar plena
(Gomez 1983, Janzen 1985) sendo endémicas na vegetagdo dos
manguezais (Hietz 2010). Existem somente duas espécies desse
género nos Neotrdpicos: Acrostichum aureum L. e Acrostichum
danaeifolium Langsd. & Fisch. Ambas sdo citadas para Santa Catarina
(Reitz 1961, Souza et al. 1991, Souza et al. 1994) tendo esse género
surgido no registro féssil no cretaceo superior (Bonde & Kumaran
2002). Acrostichum L. é reconhecido por suas frondes pinadas de dois
a quatro metros de altura, com nervuras reticuladas e esporangios que
recobrem toda a superficie abaxial das pinas (Moran 1995).
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Figura 1. Espordfito de Acrostichum danaeifolium Langed & Fisch.
encontrado no manguezal de Itacorubi, Florian6polis-SC.

A espécie Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch é
conhecida popularmente como samambaia do mangue (“giant leather
fern”) pertence a Divisdo Tracheophyta, Subdivisio Euphyllophytina,
Infradivisdo Moniliformopses (Kenrick & Crane 1997), Classe
Polypodiopsida, ordem Polypodiales, familia Pteridaceae (Smith et al.
2006). Segundo Mehltreter & Palacios-Rios (2003) a fenologia de A.
danaeifolium esta estreitamente sujeita as oscilagbes climaticas e
ambientais. Mehltreter & Palacios-Rios (2003) detectaram fortes
padrdes sazonais em plantas de um manguezal do golfo do México,
que apresentaram aumento do crescimento foliar durante a estacdo
chuvosa. Além disso, esses autores observaram que frondes férteis so
cresceram de abril a agosto e os esporos s6 foram liberados durante as
estacbes mais Umidas. Sharpe (2009) analisou, durante
aproximadamente trés anos, 0 crescimento de plantas de A.
danaeifolium no manguezal da Reserva Nacional de Pesquisas
Estuarinas da Baia de Jobos, em Porto Rico, antes e ap6s 0 aumento
da salinidade provocado pelo Furacdo Georges, em 1998, e observou
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que em condi¢cOes adversas de hiper-salinidade as plantas mantiveram
0 mesmo nimero médio de frondes por planta, bem como a taxa de
producdo de frondes, mas produziram frondes mais curtas. As
observagfes mais notdveis, segundo a autora, foram o aumento da
mortalidade e a diminui¢do do tamanho das plantas apos o distdrbio.
Por outro lado, o aumento da fertilidade relativa de 10% antes do
furacdo para 50% apds o furacdo, em maio de 2000, e 0 aumento na
producdo de biomassa, foram as respostas positivas mais significantes.
Apés o furacdo, a produgdo de biomassa diminuiu nos primeiros oito
meses, mas apos dois anos superou os niveis de pré-furacdo. Algumas
possiveis causas para 0 aumento da biomassa podem ser 0 aumento da
disponibilidade hidrica, aumento de nutrientes provindos da queda de
serapilheira e aumento da radiacdo em decorréncia aos danos sofridos
pela vegetacéo.

A radiacdo ultravioleta solar é dividida em trés faixas: radiacéo
ultravioleta A (RUVA entre 315 a 400 nm), radiacéo ultravioleta B
(RUVB entre 280 a 315 nm) e radiacdo ultravioleta C, biologicamente
mais ativa (RUVC entre 100 a 280 nm). A camada de 0z6nio absorve
muito pouca RUVA, uma quantidade consideravel de RUVB e toda a
RUVC. A RUVB ¢ efetiva em induzir efeitos sobre a fisiologia
causando alteracfes na transpiragdo, nos pigmentos relacionados a
fotossintese, morfologia e anatomia, com frequéncia causando
encurtamento e espessamento de entrends, reducdo do crescimento em
area das folhas, aumento no crescimento de ramos laterais, folhas
enroladas, diminuicdo na altura da planta e diminuicéo da capacidade
fotossintética, além de outros danos a bioquimica, danos ao DNA,
proteinas e membranas e a protecdo contra a propria RUVB
(Greenberg et al. 1989, Hilal et al. 2004, Schulze et al. 2005, Tevini
& Teramura 1989, Ranjbarfordoei et al. 2009), A diminuicdo da
expansdo celular pode estar relacionada a diminuicdo da fotossintese,
mas também pode estar relacionada com efeitos diretos na divisdo
celular e danos ao DNA (Lambers et al. 2008). A RUVB pode
desencadear mudancas no acumulo de compostos fendlicos,
carotendides e glucosinolatos, podendo causar alteracfes tréficas
alterando a resisténcia das plantas a herbivoros (Schreiner et al. 2012).
Por exemplo, Teklemariam & Blake (2003) observaram aumento da
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resisténcia ao estresse causado por calor em plantas de Cucumis
sativus L. quando as plantas eram previamente expostas a RUVB.

A quantidade e qualidade da exposicdo a radiagdo ultravioleta
dependem da época do ano, da latitude, da altitude, das nuvens e
aerossois. O principal interesse nas pesquisas sobre os efeitos da
radiacdo ultravioleta B sobre as plantas e outros organismos foi gerado
pelo aumento da exposicdo a radiagdo ultravioleta B do ambiente,
causado pela destruicdo da camada de ozOnio na estratosfera
principalmente devido & liberacdo de clorofluorcarbonos (CFCs) na
atmosfera, utilizados principalmente em sistemas de refrigeracdo e em
latas de spray. Isto levou a muitos estudos sobre os efeitos do aumento
da radiacdo RUVB, tanto ao ar livre, como em estufas e em ambientes
controlados (Aphalo et al 2012). Em 2006 o buraco na camada de
ozonio situada sob o polo sul bateu recorde, alcancando 29,5 milhdes
de km? de extensdo superando a marca registrada no ano 2000 de 29,4
milhdes de km2 (NASA 2014).

As clorofilas e os carotenoides absorvem a radiagao visivel, que
durante o processo de fotossintese, é convertida em energia quimica
redutora na forma de ATP e NADPH essenciais & sobrevivéncia dos
organismos fotossintetizantes (Seiferman-Harms 1987). A sua
deficiéncia pode ser facilmente detectada através da palidez foliar,
gerando uma consideravel reducdo nas taxas fotossintéticas e,
consequentemente, no metabolismo primario (Marenco 2005). Sendo
a fotossintese um processo vital que pode ser afetado pela exposicéo a
radiacdo RUVB a andlise de desempenho fotossintético pode levar a
resultados conclusivos sobre seus efeitos em organismos
fotossintetizantes (Brandle et al. 1977, Jayakumar et al. 2002.). A
quantificacdo de fluorescéncia da clorofila a para avaliar a eficiéncia
fotossintética tem sido ha muito tempo utilizada em estudos de
ecofisiologia. A energia da luz absorvida pelas moléculas de clorofila
pode ter trés destinos: 1) reacdes fotoquimicas; 2) dissipacdo em
forma de calor, 3) emissdo de fluorescéncia; estes ocorrem
concomitantemente, de modo que qualquer aumento na eficacia de um
vai resultar numa diminuicao do rendimento dos outros dois (Maxwell
& Johnson, 2000). Os fluorimetros de pulso de amplitude modulada,
comumente chamados de PAM, permitem medidas rapidas e precisas
de diversos parametros fotossintéticos associados a fluorescéncia da
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clorofila a (Genty et al. 1989, Krause & Weis 1991, Bilger et al. 1995,
Gloag et al. 2007). Segundo Ritchie (2008), a utilizacdo de curvas
rapidas de luz (RLC) expressas como fotossintese (P) versus
irradiancia (E) € mais simples para andlise de fotossintese quando
comparada as analises utilizando-se eletrodos de oxigénio, fixacao de
“C ou analisadores de gas infravermelho (IRGA). De acordo com
White & Critchley (1999), andlises que utilizam curvas répidas de luz
sd0 muito Uteis na investigagdo da integridade do aparato
fotossintético das plantas. Esta metodologia analisa variagcBes na
fluorescéncia em resposta aos pulsos com intensidades crescentes de
luz, possibilitando estimar a taxa de transporte de elétrons (ETR) entre
outros parametros fotossintéticos (Van Kooten & Snel 1990, Krause &
Weis 1991, Gloag et al. 2007).

Estudos sobre os efeitos da RUVB no desenvolvimento de
gametdfitos de A. danaeifolium foram realizados por Freitas (2012) e
por Randi et al. (2014). Nesses trabalhos os autores observaram
retardo na germinagdo de esporos submetidos a RUVB, reducéo de
crescimento de gamet6fitos bem como o surgimento de ramificacGes
anbmalas, alteracfes ultra-estruturares no sistema de membranas dos
cloroplastos, maior presenca de grdos de amido e plastoglébulos em
cloroplastos de gametofitos submetidos a RUVB.

O presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos de
exposicdes cronicas de RUVB no desenvolvimento de gametdéfitos e
exposicdes crbnicas e agudas em esporofitos jovens de A.
danaeifolium a fim de gerar conhecimentos sobre os efeitos
estressantes dessa radiacdo bem como possiveis estratégias adaptativas
utilizadas por essas plantas que vivem em ambientes de intensa
insolacdo diaria e, portanto, expostas aos altos niveis de radiacdo UVB
em determinadas épocas do ano.
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2.METODOS

2.1 LOCAL DE COLETA

Frondes férteis de Acrostichum danaeifolium foram coletadas
no dia 21/08/2012 na éarea de preservacdo permanente (APP) do
manguezal do Itacorubi, situado na regido centro-oeste da Ilha de
Santa Catarina. Criado pelo Decreto Municipal 1529/2002, o
manguezal do Itacorubi possui uma area de 150 hectares, com
coordenadas 27° 34° 14” — 27° 35’ 31” Sul e 48° 30° 07 48° 31” 33”
Oeste (Soriano-Sierra 1993).

2.2 ACONDICIONAMENTOS DE ESPOROS

Apds a coleta, as frondes férteis de A.danaeifolium foram
colocadas sobre papel de filtro para secagem em temperatura
ambiente, para induzir deiscéncia e liberacdo de esporos. Esses foram
separados dos esporangios pela filtragem em papel de entretela (ou
papel de lente). Os esporos obtidos foram armazenados em frascos de
vidro a 7 £ 1°C no dia 05/09/2012.
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2.3 GERMINACAO DE ESPOROS E DESENVOLVIMENTO DE
GAMETOFITOS SOB PAR (CONTROLE) E PAR+RUVB
(TRATAMENTO CRONICO)

Os experimentos foram conduzidos em camara de germinacéo a
25°C e fotoperiodo de 12h de PAR. Foram utilizadas oito caixas
gerbox preenchidas com 180 gramas de solo de mangue autoclavado e
peneirado coberto com uma fina camada (60 mL) de solucéo de Dyer
(Tabela 1) com adi¢do de Agar a 0,8%. As caixas foram tampadas
com filme de PVC. Ap6s a solidificacdo do meio, 20 mg de esporos
foram espalhados sob a superficie do substrato e em duas prateleiras
da cadmara de germinagdo foram colocadas quatro bandejas por
tratamento, uma contendo duas ldmpadas com emissdo de RUVB
(Philips, Ultravioleta-B, TL 20 W/12RS, K4, Holanda) e quatro
lampadas fluorescentes brancas de 20 W como fontes de PAR.A outra
prateleira recebeu apenas quatro lampadas fluorescentes (OSRAM,
L30w/765, Alemanha). Ambas as prateleiras  receberam
aproximadamente 13pmol m? s de PAR. A média de exposicdo a
RUVB dos quatro pontos da prateleira onde foram cultivados o0s
gametofitos e posteriormente os esporofitos foi de 0,73 w.m (Tabela
2), sendo que as caixas foram numeradas e semanalmente suas
posicdes eram trocadas. Os esporos e gametofitos foram expostos a
RUVB, durante 1 hora por dia no periodo correspondente ao periodo
de maior incidéncia (11:30h as 12:30h).As doses de radiacdo
biologicamente efetivas foram calculadas para o0s danos em
cloroplastos e no DNA, de acordo com Jones & Kok (1966) e Setlow
(1974) (Tabela 2). O desenvolvimento foi acompanhado
semanalmente, observando-se o desenvolvimento dos gametdfitos, até
0 aparecimento dos primeiros esporo6fitos através de microscdpio
oOptico (Figura 2).
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ESPOROS

Cultivo por trés meses

N—

PAR {CONTROLE) PAR+RUVE
( ~
Nidmero de células Andlise por ML Numero de células Andlise por ML
\ J \ )

Figura 2 — Diagrama mostrando os procedimentos desenvolvidos na fase
gametofitica.



32

Tabela 1- Constituigdo quimica do meio de Dyer(1979).

Solucéo A

Volume final 1L

Reagentes
Sulfato de Magnésio (Mg SO,).
Nitrato de Potassio (KNO3).

Nitrato de Calcio (Ca(NO3),)

Fosfato de Potassio Dibasico (K;HPO,).

Concentracao (mg/L)
510 mg/L

120 mg/L

1440 mg/L

250 mg/L

Solugéo B

Solucéo de FeSO,.7H,O em NaEDTA

Volume final 1L

Reagentes
NaEDTA
Hidréxido de Sodio (NaOH)

Sulfato de Ferro (FeSOy)

Concentracdo ( g/L)
33,2¢g/L
3,65¢g/L

25 g/L

Diluir ImL da solucdo B em 1 L da solugdo A
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2.4 CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO INICIAL DOS GAMETOFITOS
CULTIVADOS SOB PAR (CONTROLE) E PAR+RUVB
(TRATAMENTO CRONICO).

A contagem do nimero de células dos gametofitos foi feita
apos 12 dias de cultivo. As contagens foram efetuadas tanto para as
amostras crescidas sob PAR quanto para crescidas sob PAR+RUVB,
coletando-se dois gametdfitos de cada caixa gerbox retirados de
pontos diferentes. Os gameto6fitos foram lavados em agua destilada,
colocados sobre lamina, recobertos com laminula e observados ao
microscopio Optico. Em seguida pontos aleatérios da lamina foram
fotografados para contagem posterior. As células foram contadas de
20 individuos de cada tratamento.

25 DESENVOLVIMENTO DE ESPOROFITOS JOVENS
CULTIVADOS SOB PAR (CONTROLE) E EXPOSICOES
DIARIAS DE RUVB (PAR+RUVB: TRATAMENTO CRONICO).

Espordéfitos desenvolvidos a partir de gametofitos cultivados
sob PAR como descrito em 3.3 foram transplantados para bandejas de
plastico preenchidas com 100 gramas de solo de mangue autoclavado
em um nimero de até nove plantulas por bandeja, sendo que os
espordfitos tinham em torno de nove meses de cultivo a partir da
inoculacdo dos esporos. A altura das plantas variou entre 1al.5cme
3 a 4 frondes pequenas (0,5 cm de comprimento).

As doses de radiagdo biologicamente efetivas foram calculadas
para os danos em cloroplastos e no DNA, de acordo com Jones & Kok
(1966) e Setlow (1974)(Tabela 2).
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Figura 3 — Aspecto geral das bandejas contendo esporéfitos jovens durante o
periodo do experimento.
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A seguir as bandejas foram colocadas dentro de um segundo
recipiente plastico transparente tampado com filme plastico de PVC
gue permite a passagem da maioria da RUVB. Estes receberam uma
pequena quantidade de agua em sua base a fim de simular um
ambiente Umido parecido com o do manguezal e evitar a perda de
agua pelas plantulas, que sdo muito sensiveis & dessecacdo. Apds o
transplante esperou-se em torno de um més até que as plantas se
desenvolvessem o suficiente para iniciar os experimentos. Esporofitos
jovens foram distribuidos em quatro caixas como descrito acima
contendo 21 plantulas cada. Tanto o desenvolvimento quanto os
experimentos foram conduzidos em cdmara de germinagéo a 25 °C e
fotoperiodo de 12h de PAR. No tratamento de RUVB as lampadas
ficaram diariamente ligadas durante 1 hora e 0 experimento teve
duracéo de 45 dias.
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Clorofilas MEV Clorofilas MEV

\

/ .
Figura 4 - Diagrama mostrando os procedimentos desenvolvidos na fase
esporofitica sob tratamento cronico.
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Tabela 2 — Valores de irradiancia absoluta, irradiancia efetiva, dose absoluta e dose efetiva de PAR, RUVA, RUVB

para plantas de espordéfitos e gametofitos cultivados sob tratamento cronico. Os valores de RUVA para dose absoluta e

dose efetiva correspondem as 12 horas totais de exposicéo a luz.

Irradiancia
absoluta Dose absoluta
(W/m?) | Irradiancia efetiva(W/m?) |  (KJ/m?) Dose efetiva(KJ/m™?)
Espectros DNA Cloroplastos DNA Cloroplastos
PAR 13,26 - - 572,69 - -
RUVA(lh
sob
lampadas
RUV+PAR) 0,62 - 0,11 12,11* - 0,82*
RUVA(11h
sob
lampadas
PAR) 0,25 - 0,01
RUVB 0,73 0,04 0,36 2,64 0,16 1,28

37
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2.6 EFEITO DE EXPOSICOES AGUDAS A RUVB EM
ESPOROFITOS JOVENS

Espordfitos jovens foram distribuidos em trés caixas conforme
a descricdo de 3.5, contendo em cada caixa 21 plantulas com cinco
meses de idade, a partir da germinacdo dos esporos. Apos 0
transplante esperou-se em torno de um més até que as plantas se
desenvolvessem o suficiente para iniciar os experimentos, ou seja,
foram utilizadas plantulas com seis meses de idade. Estas foram
expostas a RUVB durante 8 horas continuas. Os experimentos foram
conduzidos em cadmara de germinacdo a 25°C e fotoperiodo de 12h de
PAR. As doses de radia¢do biologicamente efetivas foram calculadas
para os danos em cloroplastos e no DNA, de acordo com Jones & Kok
(1966) e Setlow (1974)(Tabela 3).

Esporofitos (seis meses)

Tratamento agudo
1 1
PAR (CONTROLE) PAR + RUVB
Trés bandejas Trés bandejas
A\
Fluorescéncia de clorofila a Fluorescencia de clorofila a
Carotenoides Carotenoides
Clorofilas Clorofilas

Figura 5 - Diagrama mostrando os procedimentos desenvolvidos na fase
esporofitica sob tratamento agudo.
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Tabela 3 — Valores de irradiancia absoluta, irradiancia efetiva, dose absoluta e dose efetiva de PAR, RUVA, RUVB
para plantas de espordfitos cultivados sob tratamento agudo.

Irradiancia

absoluta(W/m™) | Irradiancia efetiva (W/m™) | Dose absoluta (KJ/m?) | Dose efetiva(KJ/m?)
Espectros DNA Cloroplastos DNA Cloroplastos
PAR 13,26 - - 381,80 - -
RUVA 0,62 - 0,11 17,95 - 3,06
RUVB 0,73 0,04 0,36 21,12 1,25 10,24

39
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27 ANALISE MICROSCOPICA DE GAMETOFITOS E
ESPOROFITOS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO CRONICO
DE RUVB

2.7.1 Analise morfolégica de gametofitos por meio de
microscopia de luz (ML).

Imagens de gametdfitos ‘in vivo’ cultivados sob PAR
(controle) ou PAR+RUVB (tratamento cronico) foram registradas
semanalmente em microscopio éptico (Leica, DM 2500) com camera
fotografica digital (Leica, DFC 295) acoplada.

2.7.2 Andlise de frondes por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV)

Para analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), as
amostras da regido mediana de frondes de esporofitos jovens
cultivados sob PAR ou sob PAR+RUVB durante 45 dias foram
fixadas em glutaraldeideo 2,5% em tampao fosfato pH 7,0 (Feder &
O’Brien,1968)”overnight”, posteriormente lavadas 3 vezes no mesmo
tampdo, desidratadas em série etilica gradual até alcool 100° GL e
submetidas ao ponto critico de CO, (EM-CDP-030). As amostras de
frondes foram colocados sobre suportes de aluminio, com auxilio de
fita de carbono dupla face e revestidos com 20 nm de ouro, em
metalizador (Leica, modelo EMSCD 500). A analise e documentagéo
foram efetivadas em microscépio eletrénico de varredura (Jeol XL30)
pertencente ao LCME da UFSC.

2.7.3 Analise de frondes por meio de microscopia de Luz (ML)

As amostras de regies mediana de frondes de esporofitos
jovens cultivados sob PAR (controle) ou sob PAR+RUVB (tratamento
cronico) foram fixadas em glutaraldeideo 2,5% em tampéo fosfato pH
7,0 (Feder & O’Brien,1968) “overnight” posteriormente lavadas 3
vezes no mesmo tampao, desidratadas em serie etilica até alcool 96°
GLe.
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Secgoes de frondes foram emblocadas em
hidroxietilmetacrilato (historesina) segundo as técnicas usuais do
fabricante. Os blocos foram seccionados com espessura de 5 pm em
micrétomo de rotacdo Leica RM 2125 RT, e as secgdes foram coradas
com lugol (Johansen 1940) para deteccao de grdos de amido e azul de
toluidina (O'Brien et al. 1965) as Iaminas foram montadas em Verniz
vitral transparente (Paiva et al. 2006).

2.8 CURVAS RAPIDAS DE LUZ (RLC) ATRAVES DA
FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A DOS ESPOROFITO

A emissdao de fluorescéncia da clorofila a dos espordfitos
cultivados sob PAR (controle) ou sob PAR+RUVB (tratamento
cronico e agudo) foi avaliada com auxilio de um fluorimetro de pulso
com amplitude modulada (Diving-PAM, Underwater Fluorometer;
Walz, Effeltrich, Alemanha) equipado com uma fibra dptica de 5,5
mm de didmetro e um diodo azul (470 nm) como fonte de luz. Para
espordfitos submetidos ao tratamento crénico, as avaliagbes foram
feitas antes da exposicdo, apés uma, duas, cinco, e seis semanas de
tratamento, sendo utilizadas quatro bandejas por tratamento com nove
plantulas cada. Foram realizadas duas curvas de luz em plantas
escolhidas aleatoriamente em cada bandeja somando-se 36 plantas de
cada tratamento. Para esporofitos submetidos ao tratamento agudo de
RUVB, curvas rapidas de luz foram realizadas antes da exposicao,
apos 2, 4, 6 e 8 horas de exposicao a radiacdo. Essas mesmas medidas
foram realizadas também ap6s 24, 48 e 168 horas do término do
tratamento agudo.

Para fazer as medicdes foram utilizadas frondes que possuissem
6 a 7 cm de comprimento e que ndo estivessem sombreadas por outras
frondes sempre utilizando as porcBes centrais da face adaxial da
fronde.

Para o tratamento agudo, foram utilizadas trés bandejas com
sete plantas cada uma, somando-se 21 plantas por tratamento. Usando
a opgdo “Rapid Light Curve” (RLC), as curvas de luz foram obtidas
com a aplicacdo de uma série de oito pulsos de luz saturante (LS) com
duracdo de 0,8 segundos, cada um deles seguidos de uma exposicao
de luz actinica (LA) crescente (2—2250 umol m? ™).
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A taxa de transporte de elétrons (ETR) é uma estimativa da
fotossintese bruta e ¢ definida como: ETR = ®OPSII x PAR x (0,5) x
(absortincia), onde, ®PSII é o rendimento quantico efetivo do
Fotossistema 11, PAR ¢é a radiagdo fotossinteticamente ativa (umol m™
s utilizada, 0,5 é o coeficiente padrdo para a absorgdo estimada de
luz de entre o PSI/PSII, considerando-se que 50% dos fotons sdo
absorvidos pelo PSIl. Os fatores de absortancia padrdo foram
calculados para frondes de esporéfitos de Acrostichum daneifolium
sendo encontrados: para o experimento agudo: PAR+UV=0,89462,
PAR =0,898116,e para 0 experimento crénico: PAR+UV=0,929739,
PAR =0,898499). O valor padrdo (0,50) para a absor¢do estimada de
luz pelo PSI e PSII foi utilizado para calcular a taxa relativa de
transporte de elétrons (Figueroa et al. 2003).

Os parametros do PAM foram calculados utilizando-se o
software WINCONTROL (V.3.18) (WALZ, Alemanha) (Genty et al.
1989). A partir das curvas obtidas, foram analisados os seguintes
parametros com ajuste das curvas as equacOes de Platt & Gallegos
(1980): taxa méaxima de transporte de elétrons (ETRmax), €ficiéncia
fotossintética (ogrr) € irradidncia minima de saturagdo (Ex). O valor
de Ex foi obtido pela equacdo ETRyax /aETR (Ralph & Gademann
2005).

2.9 DETERMINACAO DA MASSA SECA DE ESPOROFITOS

A determinacdo da massa seca, utilizada para calcular a
concentracao de clorofilas e carotenoides, de frondes de esporoéfitos de
A. daneifolium foi feita pesando-se trés aliquotas de 2,0 g de frondes,
gue secaram em estufa a 60 °C. As aliquotas foram pesadas
diariamente em balanca de precisao até a estabilizacdo da massa.

2.10 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE CLOROFILAS E
CAROTENOIDES EM FRONDES DE ESPOROFITOS

As clorofilas foram extraidas e quantificadas de frondes de
espordfitos cultivados sob PAR (controle) ou sob PAR+RUVB
(tratamento crénico e agudo). As amostras foram coletadas e
armazenadas em nitrogénio liquido. Para o tratamento cronico
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(PAR+RUVB) foram obtidas quatro amostras de 500 mg e para o
controle, cujas plantas cresceram sob PAR somente, foram obtidas
seis amostras de 500 mg. Para o tratamento agudo foram obtidas duas
amostras entre 350 a 400 mg para as analises no tempo 0, ap6s 8 horas
de exposi¢do ao RUVB e 24 horas ap6s o termino da exposicao de 8
horas a radiacdo RUVB, quando também foram coletadas amostras de
plantas cultivadas somente sob PAR (controle).

2.10.1 Extracéo e quantificacéo de clorofilas

O teor de clorofilas dos espordfitos foi estimado conforme
metodologia descrita por Hiscox & Israelstam (1979), com
modificagcBes. Foram utilizadas trés amostras de 100 mg para cada
extracdo. As amostras foram macerados em nitrogénio liquido e
diluidos em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) para cada 100mg e
mantidos em estufa a 45°C durante 45 minutos. Apds a incubacéo, o
extrato foi centrifugado a 4.000 RPM por 5 minutos e em seguida, a
absorbéancia foi lida em espectrofotdmetro UV-vis (Hitachi U — 1800),
em 645 e 663 nm. Para a quantificacdo das clorofilas foi utilizada a
equacdo de Arnon (1949):

mg.mL de clorofila a = 0,0127.D663 — 0,00269.D645

mg.mL de clorofila b = 0,0229.D645 — 0,00468.D663

Os teores de clorofilas foram expressos em mg.g " de peso seco
de tecido.

2.10.2 Extracao e quantificacdo de carotenoides

A extracdo de carotenodides seguiu o protocolo descrito por
Kuhnen et al. (2009) com modificagfes. Amostras foram imersas em
N2 liquido, maceradas em 1mL de alcool metilico (P.A) para cada 100
mg de massa fresca e incubadas durante 1h no escuro. O extrato
organossolvente foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi levado a espectrofotdmetro UV — Vis (Hitachi U —
1800) para leitura das absorbancias nos comprimentos de onda de
200-700 nm. Os valores de absorbancia a 450 nm foram selecionados
para posterior quantificagdo do teor total de carotenoides, utilizando
curva padrao de B-caroteno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA - 0,5
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a 10 pg.mL-1, y = 0.167x, r2 = 0,99). As andlises foram realizadas em
triplicatas e os resultados expressos em mg.g " de peso seco de tecido.

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando-se 0s programas
computacionais Excel, Statistica 7.0, BioEstat 5.3 utilizando-se o teste
“t” de Student para comparacdo entre dois grupos de dados e andlise
multifatorial (ANOVA) quando as analises envolviam mais de um
fator. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. A analise
de varidncia Multifactor ANOVA foi seguida pelo teste de
comparagdo de médias de Tukey a 5% de probabilidade para os dados
com distribuicdo normal e homoscedasticidade (Zar 1996).
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3. RESULTADOS

3.1 DESENVOLVIMENTO DE GAMETOFITOS DE
ACROSTICHUM DANAEIFOLIUM CULTIVADOS SOB PAR E
TRATAMENTO CRONICO DE PAR + RUVB.

Os gametofitos cultivados sob PAR eram filamentosos com
oito dias de cultivo e apresentaram de 4 a 8 células protonemais e dois
rizéides (Figura 6A). Aos 14 dias de cultivo o gametofito apresentou
mais de 20 células protonemais e encontrava-se na forma espatulada
(Figura 6B). Aos 28 dias de cultivo os gametdfitos apresentaram uma
forma ovalada, caracteristica da espécie e um meristema lateral
(Figura 6C). O aparecimento das primeiras estruturas reprodutivas
ocorreu aos 70 dias, observando-se anterozéides, anteridios e
arquegonios fecundados (Figura 6D-6E-6F). Aos 85 dias foram
visualizados os primeiros esporofitos emergindo dos gametofitos.
Observou-se um pequeno primordio de esporofito surgindo de um
gametofito (Figura 7A) além de uma fronde apresentando estbmatos
em formagé&o na epiderme foliar (Figura 7C).

Em comparacdo ao tratamento controle, houve retardo no
desenvolvimento dos gametdfitos cultivados sob PAR+ RUVB
(Figura 8). Gametdfitos com oito dias de cultivo sob PAR+ RUVB
apresentaram apenas um rizéide e uma célula protonemal (Figura 8A).
Um gametéfito com 14 dias de idade, mostrou quatro células
protonemais e dois rizéides muito curtos (Figura 8B). Alguns
gametofito cultivados sob PAR+RUVB mostraram projecdes laterais
que normalmente ndo ocorrem em gametdfitos crescidos sob PAR,
além de alteracGes no desenvolvimento que se acentuavam no decorrer
do experimento terminando com a morte de quase a totalidade dos
gametofitos, restando apenas alguns individuos nas regides laterais
que receberam menor incidéncia de RUVB (Figura 8C). Estes
individuos apresentam sinais de senescéncia células com nicleo
evidente e cloroplastos acumulados ao redor do nicleo. Nao houve
desenvolvimento de esporofitos ou estruturas reprodutivas nos
gametofitos cultivados sob PAR+RUVB. (Figura 8).
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Os resultados do teste “t” de Student mostram que existe
diferenca estatisticamente significativa (“t”= 6,2434) entre 0 nUmero
de células de gametofitos cultivados sob PAR e PAR+RUVB aos 12
dias de cultivo, sendo grande a diferenca entre as médias dos
tratamentos, 20,05 + 11,88 para gametdfitos crescidos sob PAR e 3,10
+ 2,51para gametdfitos crescidos sob PAR+RUVB.
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Figura 6. Fases do desenvolvimento de gametdfitos de Acrostichum
danaeifolium cultivados sob PAR. A. Gametdfitos com oito dias. B.
Gametofito com 14 dias. C. Gametofito com 28 dias, seta apontando para o
meristema(m). D. Anterozoide (az) aos 77 dias. E. Anteridios(at) aos 77 dias.
F. Arquegdbnio(ar) possivelmente fecundado fotografado aos 91 dias.
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Figura 7. Esporofitos jovens de Acrostichum danaeifolium cultivados sob
PAR ainda ligados ao gametofito. A. Esporofito (esp) recém-formado
surgindo a partir do gamet6fito aos 85 dias de cultivo. B. Espordfito aos 85
dias com sua primeira fronde. C. Estdmatos(est) na primeira fronde aos 91
dias de cultivo.
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Figura 8. Fases do desenvolvimento dos gametdfitos de Acrostichum
danaeifolium cultivados sob PAR+RUVB. A. Gametofito com oito dias. B.
Gametdéfito com 14 dias. C. Gametofito com 28 dias. D. Gametdfito com 83
dias.
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3.2 EFEITO DE PAR E TRATAMENTO CRONICO DE PAR +
RUVB EM FRONDES DE ESPOROFITOS DE ACROSTICHUM
DANAEIFOLIUM.

3.2.1 Morfologia externa

Os esporoéfitos de Acrostichum daneifolium expostos durante
45 dias ao tratamento PAR+RUVB mostraram as frondes enrugadas e
necrosadas nas areas mais afetadas pela RUVB (Figura 9B), enquanto
que as plantas mantidas sob PAR apresentaram frondes expandidas,
com coloracdo homogénea e bem hidratadas (Figura 9A).

Figura 9. Espordfitos de Acrostichum daneifolium apés um més e
meio de cultivo sob PAR e PAR+RUVB. A. Plantas cultivadas sob
PAR. B. Plantas cultivadas sob PAR+RUVB.

3.2.2 Analise de frondes por meio de microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

As células epidérmicas da face adaxial de frondes de
espordéfitos de Acrostichum danaeifolium cultivados sob PAR, vistas
sob microscopia eletrbnica de varredura, apresentaram paredes
anticlinais sinuosas e paredes periclinais convexas (Figuras 10A e
10C) enquanto que em frondes de espordéfitos cultivados durante 45
dias sob PAR + RUVB, as sinuosidades da parede periclinal
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desapareceram ficando essas células com aspecto arredondado e além
disso, muitas se apresentaram rompidas (Figura Figuras 10B e 10C).

As células epidérmicas da face abaxial de frondes de
esporofitos de Acrostichum daneifolium cultivados sob PAR
apresentaram paredes anticlinais bastante sinuosas e paredes
periclinais convexas; os estdmatos sdo do tipo anomocitico medindo
aproximadamente 48 pum, apresentando células guardas homogéneas e
alongadas e um poro estomatico bastante evidente nas imagens
(Figuras 11A,11C e 11E). As células epidérmicas de frondes de
espordfitos de Acrostichum daneifolium apds 45 dias de cultivo sob
PAR+RUVB apresentaram sinuosidade na parede anticlinal e parede
periclinal convexa quando expostas a RUVB, porém muitos estdmatos
(n=20) mostraram-se mal formados, as vezes sem ostiolo (de tamanho
normal) e outras de tamanho muito pequeno medindo em torno de 20
um (FigurallB, 11D e 11F). Essas células mostraram também a
presenca de cristais de substancias que podem ser ceras, somente na
epiderme adaxial.
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Figura 10. Microscopia eletrénica de varredura da face adaxial de frondes de
esporofitos de Acrostichum daneifolium apés um més e meio de cultivo sob
PAR (esquerda) e PAR+RUVB(direita). A e C. Células epidérmicas de
plantas crescidas sob PAR, com paredes anticlinais sinuosas. B e D. Células
epidérmicas de plantas crescidas sob PAR+RUVB, com alteragdo do formato
da célula e apresentando lesGes nas células epidérmicas.
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Figura 11. Microscopia eletronica de varredura da face abaxial de frondes
de esporéfitos de Acrostichum daneifolium ap6s um més e meio de cultivo
sob PAR( esquerda) e PAR+RUVB(direita). A, C e E. Células
epidérmicas de plantas crescidas sob PAR, com paredes anticlinais
sinuosas, estdmatos(est) anomaciticos. B, D e F. Células epidérmicas de
plantas crescidas sob PAR+RUVB, com células anticlinais sinuosas,
estdmatos fechados, muitos deles com malformagdo, muito pequenos ou
sem 0 ostiolo.
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3.2.3 Andlise morfolégica de esporéfitos por meio de
microscopia de luz (ML)

Em seccdo transversal, na regido da raque, de frondes de
Acrostichum danaeifolium, corados com azul de toluidina (Figura 12)
observam-se trés feixes vasculares (Figura 12A-12B) e a epiderme
unisseriada em ambas as faces formadas por células arredondadas e
isodiamétricas (Figura 12C-12D). Em detalhe, na regido da raque
(Figura 12C-12D), observa-se o parénquima de preenchimento
constituido de células com paredes finas e espacos intercelulares
conspicuos. Prédximo a face adaxial as células tendem a ter tamanho
homogéneo e menor em relagdo as células proximas a face abaxial as
quais apresentam tamanhos maiores e variados principalmente nas
plantas cultivadas no PAR (Figura 12C). Os feixes vasculares sdo
colaterais e delimitados pelo periciclo formado por uma camada de
células e a pela endoderme, fortemente corada de azul, formada por
células bastante homogéneas entre si (Figura 12D e 12F). Em seccdo
transversal na regido do limbo foliar (Figura 13A e 13F) observa-se a
epiderme unisseriada, em ambas as faces, constituida por células
grandes arredondadas e/ou alongadas principalmente na face adaxial
das plantas cultivadas sob PAR+RUVB (Figura 13A-13B). Observam-
se ainda cloroplastos nas células epidérmicas de ambas as faces
(Figura 13D e 13F). Nas células epidérmicas da face abaxial das
plantas cultivadas sob PAR (Figura 13E) observam-se o nlcleo e
cloroplastos distribuidos uniformemente ao redor do vactolo. Ja, na
epiderme abaxial de planta cultivada sob PAR+RUVB os cloroplastos
estdo mais densamente corados e acham-se acumulados contra a
parede interna da célula, bem como o ndcleo celular (Figura 13F). O
mesofilo é constituido por células alongadas paralelamente ao limbo
foliar, com amplos espacos intercelulares, o qual pode ocupar toda a
espessura foliar em frondes de ambos os tratamentos (Figura 13A-
13D). Em 13C observam-se detalnes do aerénquima, camara
subestomatica e estdbmato na epiderme abaxial em seccBes de frondes
de Acrostichum danaeifolium cultivadas sob PAR. Em 13D observam-
se detalhes de aerénquima de esporofitos cultivados sob PAR+RUVB,
durante 45 dias.
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Seccdes de frondes de Acrostichum danaeifolium coradas com
lugol sdo mostradas na Figura 14. O lugol reagiu positivamente aos
gréos de amidos dos cloroplastos evidenciando uma coloragdo marrom
escura nas secgOes de frondes cultivadas sob PAR (Figura 14A e
14C). Ja em secgdes de esporofitos cultivados sob PAR+RUVB a
reacdo ao lugol foi muito menos.(Figura 14B e 14D).
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PAR+RUVB

Figura 12. SecgBes transversais de frondes de esporofitos de Acrostichum
danaeifolium e cultivados sob PAR (esquerda) e 45 dias sob PAR+RUVB
(direita), corados com azul de toluidina. A e C. Aspecto de frondes cultivadas
sob PAR. B e D. Aspecto de frondes cultivadas por 45 dias sob PAR+RUVB.
E e F- Feixe vascular destacando a endoderme (e), periciclo (p), floema (f), e
xilema(x) em plantas controle (e) e cultivadas sob PAR+RUVB (F). ad =
epiderme adaxial, ab = epiderme abaxial, aer = aerénquima.
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PAR PAR+RUVB

Figura 13. SecgOes transversais de frondes de esporofitos de Acrostichum
danaeifolium cultivados sob PAR (esquerda) e 45 dias sob PAR+RUVB
(direita), corados com azul de toluidina. aer = aerénquima, cl = cloroplasto,
cst = camara subestomatica, n = nicleo celular, seta preta grande indicando
estdbmato, seta preta pequena indicando cloroplasto.
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PAR PAR+RUVB

Figura 14. SecgBes transversais de frondes de esporéfitos de Acrostichum
danaeifolium cultivados sob PAR (esquerda) e 45 dias sob PAR+RUVB
(direita), corados com lugol. aer = aerénquima, cl = cloroplastos. cst = camara
subestomatica, seta preta indicando estdmato, seta branca indicando
cloroplasto com gréo de amido.

3.3 EFEITO DE PAR E TRATAMENTO CRONICO DE PAR +
RUVB NOS VALORES CLOROFILAS, CAROTENOIDES E
PARAMETROS FOTOSSINTETICOS

A tabela 3 apresenta os valores de contetidos de clorofilas a, b
e carotenoides em esporofitos crescidos sob PAR e sob exposicdo a
PAR+RUVB. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre
0s tratamentos.
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Tabela 3. Conteudo de clorofilas a, b e carotenoides em esporéfitos de
Acrostichum  danaeifolium cultivados durante 45 dias sob PAR e
PAR+RUVB (1 hora diaria). Médias seguidas por letras iguais ndo diferiram
pelo teste “t” de Student (p>0,05).

Tratamento Estatistica
PAR PAR+UV “t”
mg.g - 0S
Média + Desvio padrdo
Clorofilaa 4,75+0,11 4,75+0,10 -0,0239
Clorofilab 4,93+1,44 3,89+0,37 1,2115

Carotenoides

138,07+21,20 134,55+8,80 0,2493

As andlises da fluorescéncia da clorofila a ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas quanto aos parametros
fotossintéticos analisados: aegtr, ETRmax € Ex ao final de 45 dias

(tabela 5).
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Tabela 5. Resultados da analise multifatorial (ANOVA) para 0s resultados de ogrr, ETRmax € Ex €m esporéfitos
expostos a uma hora didria de RUVB durante 45 dias, oram consideradas as diferengas apenas do efeito Tempo x

Radiacéo.
Tempo de Tratamentos
exposicdo
PAR | PAR+RUVB PAR [ PAR+ RUVB PAR [ PAR+ RUVB
Semanas OETR ETRmax (Mol fétons m? s Ey (umol fétons m?s™)
Média + Desvio padrdo
0,22+ 0,02 0,22+0,03 18,95+1,81 22,78+4,81 86,79+3,22a 100,97+13,97ab
1
2 0,25+0,03 0,25+0,02 25,74+4,47 22,80+4,22 101,60+6,03ab | 92,45+11,52ab
5 0,23+0,04 0,25+0,04 25,90+4,65 24,66+3,84 109,79+11,91b 97,52+2,17ab
6 0,24+0,04 0,28+0,02 25,9046,21 29,01+3,232 | 102,24+12,35ab | 102,44+4,54ab
F(Tempo x
P 0,500682 0,215441 0,039439
F(Tempo) 2.322 2.8014 1.928
P 0.100607 0.061556 0.152030
F(Radiacéo) 1.719 0.0541 0.287
P 0.202210 0.817969 0.597298
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3.4 EFEITO DE PAR E TRATAMENTO AGUDO DE PAR +
RUVB NOS VALORES DE CLOROFILAS, CAROTENOIDES E
PARAMETROS FOTOSSINTETICOS

A tabela8 apresenta os valores de contetdos de clorofilas a, b e
carotendides em esporéfitos de Acrostichum danaeifolium mantidos
sob PAR, submetidos a exposicdo de RUVB durante 8 horas e 24
horas ap6s o término do tratamento. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos para as variaveis
clorofila a, clorofila b e carotentides.

As analises da fluorescéncia da clorofila a ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas quanto aos parédmetros
fotossintéticos analisados: agtr, ETRmax € Ex em esporofitos de
Acrostichum danaeifolium mantidos sob PAR, expostos a RUVB
durante 2, 4, 6, 8 horas de exposi¢do(Tabela 6) e 24, 48 e 168 horas
apés o término de exposicdo a RUVB(Tabela 7).
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Tabela 6- Resultados da analise multifatorial (ANOVA) para os resultados de ogtr, ETR e € Ex €m esporéfitos
expostos & RUVB durante 8 horas durante a exposic¢ao, foram consideradas as diferencas apenas do efeito Tempo x

Radiacéo.
Tempo de Tratamentos
exposicao
PAR PAR+ PAR PAR+ PAR PAR+ RUVB
RUVB RUVB
Horas OETR ETRumax (Umol fotons m? s ™) E, (umol fétons m” s )
Média + Desvio padrdo
2 0,28+0,02 0,25+0,02 | 42,2945,57 | 36,43%5,30 150,78+10,23 143,54+8,23
4 0,27+0,01 0,27+0,04 | 40,91+2,42 | 41,466,06 150,12+3,52 151,83+0,19
6 0,25+0,03 0,26+0,04 | 40,07+6,00 | 41,02+7,34 157,23+7,07 159,36+10,56
8 0,24+0,05 0,26+0,01 | 40,25+7,45 | 39,89+4,94 168,7515,30 154,58+15,99
F(Tempo X 0,585 0,304 1,264
Radiacéo)
P 0,633268 0,822267 0,320045
F(Tempo) 0.691 0.057 2.997
P 0.570864 0.981471 0.061690
F(Radiagao) 0.002 0.143 1.168
P 0.969307 0.710678 0.295901
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Tabela 7- Resultados da analise multifatorial (ANOVA) para os resultados de ogmr, ETRn.x € Ex em esporéfitos
expostos & RUVB durante 8 horas ap6s a exposigdo, foram consideradas as diferencas apenas do efeito Tempo x
Radiacéo.

Tempo de Tratamentos
exposicao
PAR PAR+ RUVB PAR | PAR+ RUVB PAR PAR+ RUVB
Horas OETR ETRpmax (Mol fétons m*s ) E, (umol fétons m*s ")
Média + Desvio padrdo
8 0,24+0,05 0,26+0,01 40,25+7,45 39,89+4,94 168,7545,3 154,58+15,99
24 0,24+0,05 0,23+0,03 40,35+8,72 31,17+3,04 153,66+9,59 135,92+8,28
48 0,26+0,04 0,22+0,02 36,99+5,06 31,4345,3 146,01+5,09 143,71+13,63
168 0,30+0,00 0,25+0,03 44,1142 87 33,88+6,12 151,42+8,07 135,30+11,53
F(Tempo X
Radiagdo) 1,204222 0,906613 0,689311
P 0,340076 0,4597 0,571696
F(Tempo) 1,207217 1,34806 4,248464
P 0,339047 0,294131 0,021832
F(Radiagdo) 2,952525 7,297257 8,898872
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Tabela 8. Resultados da analise multifatorial (ANOVA) para os resultados da concentracdo de clorofila a, b e
carotenoides em espordfitos expostos & RUVB durante 8 horas ap6s a exposi¢do, foram consideradas as diferencas

apenas do efeito Tempo x Radiagéo.

Tempo apds Tratamentos
exposicao
PAR PAR+ RUVB PAR PAR+ RUVB PAR PAR+ RUVB
Horas Clorofila a Clorofila b Carotenoides
Média + Desvio padrédo
8 4,82+0,09 4,85+0,15 4,64+0,16b 4,07+0,05a 160,60+2,79 158,11+2,5
24 4,55+0,07 4,61+0,22 5,86+0,08c 6,17+0,08d 155,78+3,69 | 158,22+4,84
F(Te_mp? X 5431 1,315871
Radiacéo) 0,038722 '
P 0,848908 0,000078 0,284481
F(Tempo) 9,37678 786,93 0,000117
P 0,015531759 0 0,99161803
F(Radiacéo) 0,305342286 4,838613488 1,436772897
P 0,595649936 0,059022906 0,264961545
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, a idade em que a maturacéo sexual foi alcancada
pelos gametofitos de Acrostichum danaeifolium diferiu do descrito por
Lloyd & Gregg (1975), porém esta diferenca pode ser explicada pelo
método de cultivo utilizado, iluminacéo, temperaturas, além do local e
do periodo de coleta. Esses autores conseguiram gametéfitos
sexualmente maduros aos 23 dias, muito antes dos 70 dias neste
experimento. A idade, os locais de coleta, a época de coleta, as
condi¢es de armazenamento e condi¢bes de cultura, tém uma grande
influéncia sobre a germinagdo de esporos de samambaias (Camloh &
Gogala 1992, Camloh 1993, Camloh 1999, Sheffield et al. 2001).
Diferengas no tempo de formacdo do esporéfito e nos percentuais de
formagdo de espordfitos também sdo comuns em estudos sobre
desenvolvimento gametofitico e esporofitico (Sheffield et al. 2001).

Os gametofitos de Acrostichum danaeifolium que cresceram a
partir de esporos que germinaram sob PAR+RUVB mostraram um
menor nimero de células ap6s 12 dias de cultivo, projecdes laterais
anormais e houve morte de quase a totalidade dos gametéfitos, ndo
havendo surgimento de estruturas reprodutivas, confirmando o0s
resultado de Randi et al. (2014). Esses autores também observaram
deformacdes e atraso no desenvolvimento gametofitico quando esporos
de A. danaeifolium germinaram em meio liquido durante 30 dias sob
PAR + RUVB (10 W m % durante 30 minutos por dia). Esses resultados
foram semelhantes aos observados por Kato (1964), que analisou
somente a morfologia de gametofitos de Pteris vittata
L.(Polypodiopsida, Pteridaceae) e Osmunda japonica Thunb.
(Polypodiopsida, Osmundaceae), e Dryopteris varia (Linnaeus) Kuntze
(Polypodiopsida, Dryopteridceae), submetidos a RUVB através de uma
lampada UV germicida de 15 W(Toshiba Eletric Co.) 30 cm acima das
amostras ocorreu a inversdo da polaridade do protonema e a presenca de
protonematas filamentosos.

Quando esporofitos de Acrostichum danaeifolium foram
expostos durante 45 dias ao tratamento PAR+RUVB mostraram as
frondes enroladas e necrosadas nas areas mais afetadas pela radiacdo
UVB. O enrolamento das folhas de plantas expostas a RUVB pode
indicar uma estratégia de protecdo da face abaxial da folha a radiacédo
ultravioleta ou ser um efeito colateral da acdo nociva desta radiagéo.
Diversos trabalhos tém tratado do enrolamento das folhas de plantas
expostas a RUV, dentre elas estdo Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
(Boeger & Poulson, 2006), Larico (Larix occidentalis Nutt.) e Abeto
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(Picea glauca x Picea engelmannii) (Krol et al. 2000) e Brassica napus
L. (Wilson & Greenberg 1993). Estes ultimos autores citam trés
possiveis causas para este enrolamento. A primeira seria pelo
desencadeamento de um fotorreceptor para UVB, a segunda pela
degradacdo das auxinas, e a terceira pela degradacdo de proteinas, DNA
ou fotossistemas (Wilson & Greenberg, 1993).

No presente trabalho observou-se através da microscopia
eletrdnica de varredura, que nas frondes de espordfitos de Acrostichum
danaeifolium expostos durante 45 dias ao tratamento PAR+RUVB
muitos estdbmatos mostraram-se mal formados, as vezes sem ostiolo e
outros mostraram tamanho muito reduzido. Na epiderme adaxial, as
sinuosidades da parede periclinal desapareceram ficando essas células
com aspecto arredondado. Em Arabidopsis thaliana foi descoberta uma
proteina denominada de UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVR8) que atua
como fotorreceptora de UVB (Cloix et al. 2012). Segundo Hayes et al.
(2014) o receptor UVR8 pode antagonizar os efeitos de auxinas e
giberelinas, afetando sua sintese e degradagdo. Assim a RUVB também
pode interferir no alongamento celular e por consequéncia no formato
das paredes celulares epidérmicas devido a reducdo nos niveis desses
hormdnios, causando também o enrolamento das folhas. Saibo et al
(2003) afirmam que as giberelinas sdo as principais indutoras na
formacéo de estdmatos, o que significa que a inibi¢do de sua sinalizacao
pode ter contribuido para a ma formacéo dos estomatos. Entdo a RUVB
poderia induzir a ma formacao dos estématos por meio de mecanismos
semelhantes aos encontrados em Arabidpsis thaliana via interagdo de
proteinas UVR8+COP1 sob RUVB conforme sugerido por Kang (2009).

Quando seccBes de frondes de esporofitos de Acrostichum
danaeifolium cultivados sob PAR+RUVB, foram analisadas sob
microscopia de luz observou-se que os cloroplastos da epiderme abaxial
estavam mais densamente corados pelo corante azul de toluidina e
achavam-se acumulados contra a parede interna da célula, o mesmo
ocorrendo com 0 nicleo celular. A movimentacdo dos cloroplastos
induzida pela luz azul e RUV tem como fung¢do a protecdo contra a
fotodegradacdo (Haupt & Scheuerlein, 1990) O deslocamento dos
cloroplastos e nicleo deve indicar um tipo de protecdo contra os danos
causados por RUVB.

Nas seccdes de frondes de esporéfitos de Acrostichum
danaeifolium cultivados sob PAR+RUVB, analisadas sob microscopia
de luz e corada com lugol, observou-se granulos de amido menos
evidentes nos cloroplastos quando comparadas com frondes de
espordfitos cultivados sob PAR. He et al. (1994) observaram aumento
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da quantidade de grdos de amido em plantas de Pisum sativum L.
cultivadas sob RUVB, que ndo foram formados pela sintese de amido
mas sim pela imobilizagdo dos agucares celulares. Randi et al. (2014) ao
analisarem gametofitos de A. daneifolium irradiados com RUVB
observaram aumento no tamanho dos grénulos de amido, porém os
autores expuseram os gametofitos had apenas 30 minutos de RUVB
diaria, durante um més.

Os conteldos de clorofilas a, b e carotenoides em esporofitos de
Acrostichum danaeifolium cultivados sob PAR e PAR+RUVB foram
semelhantes tanto no tratamento crénico quanto no tratamento agudo.
Em gametofitos de A. danaeifolium cultivados durante 30 dias sob
PAR+RUVB, Randi et al. (2014) observaram reducdo nos teores de
clorofila a, aumento no teores de clorofila b, aumentos no trans-f-
caroteno e nos compostos fenélicos. Ja, plantas de Gnaphalium luteo-
alboum L. (Asteraceae) expostas a RUVB aumentaram suas
concentragBes de clorofilas a e b, sendo que o maior aumento foi nas
concentracGes de clorofila b (Cuadra et al.1997). Plantas de Crotalaria
juncea L. (Fabaceae), ao receberem doses adicionais de RUVB sofreram
reducdo significativa do crescimento e dos pigmentos fotossintéticos,
porem o0s conteldos de antocianinas e flavondides aumentaram
(Balakrishnan et al. 2005). Ranjbarfordoei et al. (2009) trabalhando
com Prunus dulcis (Miller) D. Webb observaram redugfes no contudo
de carotenoides em plantas exposta a UVB. Boeger & Poulson (2006)
encontraram concentragdes maiores de clorofilas totais e compostos
fendlicos em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Cuadra et al. (2004)
observaram diminui¢do das clorofilas e aumento de fenilpropanoides,
compostos capazes de absorver RUV, ao submeterem plantas de
Jaborosa magellanica Brisben. a RUVB. Singh et al. (2011) observaram
a diminuicdo da clorofila total e da razdo clorofila a/b em plantas de
Dolichos lablab L. expostas a RUVB.

As analises da fluorescéncia da clorofila a ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas quanto aos parametros
fotossintéticos analisados em esporofitos de Acrostichum danaeifolium
expostos a RUVB tanto no tratamento cronico quanto no agudo.
Espécies diferentes tendem a responder de maneira diferente a RUVB.
Por exemplo, Fv/Fm e ETR ndo foram afetados pela exposicdo de trés
espécies de bridfitas do sub-artico: Hylocomium splendens (Hedw.)
Schimp, Polytrichum commune Hedw. e Barbilophozia lycopodioides
(Wallr.) Loeske. a RUVB, mas a exposicdo de longo prazo causou
resultados mais significativos quando a dessecacdo das mesmas
(Arroniz-Crespo et al 2011). Segundo Hu et al. (2013) a adi¢cdo de uma
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fonte artificial de radiacdo UVB em cultivos de Glycine max (L.) Merrill
causou a diminuicdo da varidvel Fv/Fm e E, sugerindo que RUVB
causa diminuicdo na atividade do PS Il diminuindo a eficiéncia
fotossintética das plantas de soja. Em Azzola microphylla Kaulf.
(Polypodiopsida, Salviniaceae), uma pteriddfita aquética, irradiactes
com RUVB intermitentes durante 12 dias, causaram reducdo na
atividade do PSII, mostrando que essa espécie é sensivel a RUVB
(Jayakumar et al. 2002).

Dados da literatura (Caldwell et al. 2003, Caldwell et al. 2007)
mostraram mudancas nos niveis de clorofilas, carotendides, rendimento
reprodutivo, massa foliar por unidade de area foliar, fotossintese liquida
e atividade do fotossistema Il, ndo foram suficientemente robustas para
serem significativas. Apesar de alguns resultados apontarem diferengas
em alguns estudos, um grande nimero de estudos com plantas
superiores mostram que a fotossintese (fixagdo de CO2 por unidade de
area foliar) ndo é significativamente afetada por mudancas na radiacdo
UV-B, quando as plantas séo cultivadas em condi¢Ges naturais. Embora
a fotossintese de plantas superiores e musgos seja raramente afetada pela
RUVB aumentada ou reduzida, na maioria dos estudos de campo o0s
efeitos sobre o crescimento e morfologia das plantas superiores e
musgos sdo manifestados.

Para Reboredo & Lidon (2012) embora a radiagdo UV-B possa
ter efeitos inibitdrios sutis sobre o acimulo de biomassa, sua principal
conclusdo, derivada de estudos com plantas terrestres, é que a
fotossintese ndo é significativamente afetada por mudancas na radiagdo
UV-B, quando as plantas crescem sob condi¢bes encontradas no
ambiente natural. Newsham & Robinson (2009) em uma meta-analise
avaliando respostas de plantas em regides polares chegou a conclusao de
que parametros fotossintéticos (Fv/Fm e ®PSII) e as concentragdes de
pigmentos associados (carotendides totais e clorofilas) ndo foram
afetadas pela exposicdo aos raios UV-B, e conclui que apesar de ser
dominada por briofitas, a vegetacdo de regides polares responde de uma
forma semelhante a plantas de latitudes mais baixas.

Neste trabalho, os gametdfitos de Acrostichum danaeifolium
ndo sobreviveram a exposicdo diaria de RUVB. J4, os espordfitos
expostos a RUVB mostraram alteragfes nas epidermes foliares, nos
estdbmatos, e aparentemente menor deposi¢do de amido nos cloroplastos,
mas ndo nos parametros fotossintéticos analisados.
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6. CONCLUSAO

Gametdfitos de Acrostichum danaeifolium foram susceptiveis
ao tratamento de RUVB e responderam de forma semelhante a outros
casos reportados na literatura. Esporéfitos ndo sofreram efeitos causados
pela exposicdo & RUVB nas varidveis relacionadas a fotossintese, nas
concentragBes de clorofilas a e de carotenoides tanto nos tratamentos
crénicos quanto agudos, porém a RUVB causou enrolamento das
frondes, malformacéo de estbmatos no tratamento croénico. Em termos
gerais a planta apresentou-se sensivel em sua fase gametofitica e
esporofitica, mostrando, na fase esporofitica, alteragdes nas células
epidérmicas, porem manteve 0 desempenho fotossintético dos
espordfitos, apds exposicdes cronicas e agudas a RUVB.
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