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RESUMO GERAL

A Mata Atlantica ¢ um bioma brasileiro ameacado pela perda de
biodiversidade em decorrencia da intensa exploragdo florestal,
desmatamento, agropecuaria e fragmentagdo das florestas nativas.
Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) ¢ uma samambaia arborea,
distribuida pela América Latina em Floresta Ombroéfila Densa, e que
ocorre no Brasil, na Mata Atlantica. Apresenta potencial paisagistico e
farmacéutico, e devido a sua intensa extracdo nas ultimas décadas,
encontra-se atualmente ameacgada de extingdo. A criopreservacao ¢ uma
opcdo de conservagdo “ex situ” para proteger e conservar o patrimonio
genético de espécies nativas ameagadas e espécies de interesse
comercial, sendo fundamental a prospeccdo de informagdes que
subsidiem os protocolos de conservagdo e propagagdo para reinserg¢ao
destas espécies no ambiente natural. Este estudo fornece informagdes
sobre a propagacdo de D. sellowiana a partir de esporos criopreservados,
e verifica se a criopreservacdo ou a esterilizagdo de esporos deste
protocolo causou algum comprometimento & germinacdo ou ao
estabelecimento de plantulas. Utilizamos quatro tratamentos, a partir de
esporos controle (C), esporos esterilizados superficialmente (ES),
esporos ndo esterilizados superficialmente e criopreservados (CR) e
esporos esterilizados superficialmente e criopreservados (CRE) de D.
sellowiana. A germinacdo foi comparada por média (%), indice de
velocidade de germinagdo (IVG) e taxa de crescimento relativo (TCR), e
as andlises de microscopias de luz (ML), eletronica de varredura (MEV),
eletronica de transmissao (MET) e confocal possibilitaram comparar os
efeitos da criopreservacdo e esterilizagdo superficial nos niveis
ultraestrutural e celular. O estabelecimento de esporofitos foi observado
através de média de formacao (%), indice de velocidade de emergéncia
(IVE) e TCR, sendo complementadas pelas analises de seus padrdes
fotossintéticos através de Curvas Rapidas de Luz (CRL’s), Densidade
Integrada de Fluorescéncia (IntDen), e quanto aos conteudos de
clorofilas. Apds 22 dias de inoculacdo, esporos dos tratamentos
submetidos a esterilizagdo superficial apresentavam IVG menor que os
tratamentos ndo esterilizados, ¢ a média de germinagdo dos tratamentos
submetidos a criopreservacdo nao diferiram do controle, embora os
esporos somente criopreservados tenham maior média de germinagdo e
os esporos somente esterilizados tenham a menor média de germinagao.
As andlises dos esporos com MEV demonstraram apenas pequenas
altera¢des superficiais nos esporos de tratamentos esterilizados. Através
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do Confocal e MET verificou-se que ndo houve alteragdes na
ultraestrutura em nenhum dos tratamentos. Estes dados confirmam que
para esporos de D. sellowiana ndo ocorre aceleragdo da germinagdo
apds a criopreservacdo como em outras espécies de esporos de
samambaias. Estas andalises demonstram a eficiéncia do método de
criopreservacdo em estabelecer esporofitos saudaveis, e fornecem
informagdes eficazes para protocolos de conservagdo em bancos de
germoplasma, bem como para projetos de reintrodugdo em ambiente
natural.

Palavras-chave: Esporos — Esterilizagdo — Fotossintese —
Gametofitos — Germinagdo — Germoplasma — Samambaias —
Ultraestrutura



ABSTRACT

The Atlantic Forest is a Brazilian biome threatened by loss of
biodiversity due to the intense forest exploitation, deforestation,
agriculture and the fragmentation of native forests. Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) is a tree fern, distributed throughout
Latin America in the Dense Ombrophilous Forest, occurring in Brazil,
in the Atlantic Forest. It has landscaping and pharmaceutical potential,
and due to its intense extraction in the last decades, is currently
threatened with extinction. Cryopreservation is an ex situ conservation
option to protect and conserve the genetic heritage of endangered native
species and species of commercial interest, and it is fundamental to
prospect information that supports the conservation and propagation
protocols for reintroduction of these species into the natural
environment. This study provides information on the propagation of D.
sellowiana from cryopreserved spores, and verifies whether the
cryopreservation or sterilization of spores of this protocol caused any
compromise to germination or establishment of seedlings. We used four
treatments, from control spores (C), surface sterilized spores (ES),
surface non-sterilized spores and cryopreserved spores (CR) and surface
sterilized and cryopreserved spores (CRE) of D. sellowiana.
Germination was compared by mean (%), germination velocity index
(IVG) and relative growth rate (TCR). By light microscopy (ML),
scanning electron microscopy (MEV), transmission electron microscopy
(MET) and confocal made it possible to compare the effects of
cryopreservation and superficial sterilization at the ultrastructural and
cellular levels. The establishment of sporophytes was observed through
average formation (%), rate of emergence (IVE) and TCR, and
complemented by the analysis of their photosynthetic patterns through
Fast Light Curves (CRLs), Integrated Fluorescence Density (IntDen),
and the contents of chlorophylls. After 22 days of inoculation, spores of
the treatments submitted to superficial sterilization had lower IVG than
the non-sterilized treatments, and the average germination of the
treatments submitted to cryopreservation did not differ from the control,
although the only cryopreserved spores had a higher germination
average and spores Only the lowest germination average. MEV analyzes
showed only small superficial changes in the spores of sterilized
treatments. Through Confocal and MET it was verified that there were
no alterations in the ultrastructure in any of the treatments. These data
confirm that for spores of D. sellowiana there is no acceleration of
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germination after cryopreservation as in other spores of fern species.
These analyzes demonstrate the efficiency of the cryopreservation
method in establishing healthy sporophytes and provide effective
information for conservation protocols in germplasm banks as well as
for reintroduction projects in the natural environment.

Keywords: Arborescent Ferns — Gametophytes — Germination —
Germplasm — Photosynthesis — Sterilization — Spores — Ultra-structure
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1. INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica ¢ um bioma brasileiro que apresenta grande
diversidade biologica, com altos niveis de endemismo e riqueza de
espécies, e que sofreu severa exploragdo ao longo da ocupacdo urbana,
restando apenas 7,26% de sua area, sendo atualmente incluida como um
dos 34 hot spots de biodiversidade mundial (PILATTI et al., 2011).
Cerca de 70% da populagdo brasileira vive neste bioma, gerando
consequéncias tipicas da urbanizagdo como intensificagdo da
agricultura, perda da diversidade e fragmentacao ecoldgica (PILATTI et
al., 2011; HASSEL et al., 2017). Evitar, atenuar e reverter as
consequéncias antrdpicas para a protecdo de espécies nativas em
ambientes ameacgados, depende do desenvolvimento de estratégias que
preceituem sua utilizagdo sustentavel e as protejam contra a exploragdo
excessiva em seus ambientes naturais e em areas de conservacdo da
diversidade genética (PILATTI et al., 2011).

Samambaias s3o plantas vasculares sem sementes, que possuem
ciclo de vida com alternancia de geragdes, sendo uma delas a fase
gametofitica, haploide, efémera e geralmente inconspicua e a outra, a
fase esporofitica, diploide, de maior complexidade anatdomica e com
periodo vital mais longo (RAGHAVAN, 1989). Em termos
taxondmicos, samambaias podem ser classificadas como monilofitas
(SMITH et al., 2006).

As monildfitas e licofitas possuem distribuigdo mundial e estdo
muito presentes na flora brasileira, especialmente na Mata Atlantica
(SEHNEM, 1978; FERNANDES, 2000). Estas plantas foram por muito
tempo, agrupadas como Pteridofitas, mas recentes estudos moleculares
(Fig. 01) demonstraram que licofitas e moniléfitas possuem linhagens
evolutivas distintas (SCHNEIDER et al., 2016; SMITH et al., 2006,
2008). Ocorre que licofitas e monilofitas partilham de varias
caracteristicas comuns em plantas vasculares, como a presenca de tecido
vascular, porém apresentam também caracteristicas comuns entre
plantas mais basais, como auséncia de sementes e dispersdo por esporos.
Assim a adogdo do termo Pteridofitas ainda remete ao estudo deste
grupo, ¢ embora parafilético, ainda pode ser apropriado abordar a
biologia de ambas as linhagens de forma conjunta (SCHNEIDER et al.,
2016).

Registros fosseis demonstram que essas plantas ja existiam
durante o Devoniano, ha cerca de 400 milhdes de anos, ¢ que foram



dominantes nos ambientes tropicais e subtropicais entre 380 e 290
milhdes de anos atras, embora a grande maioria das familias e espécies
atualmente existentes s6 tenham aparecido no inicio do Cretaceo
(PRYER et al. 2004).

As samambaias ocorrem em uma enorme diversidade de
ambientes, sendo encontradas nas regides tropicais e também nas
temperadas, do nivel do mar as elevadas altitudes, e desde situagdes sub-
desérticas as regides costeiras ¢ de manguezal (PAGE et al., 1992;
RATHINASABAPATHI, 2006).

Eufilofitas

r e )
Licofitas Espermatofitas M‘?“'lgflt)as

¢

Figura 01 — Representacdo cladistica das monil6fitas em relagéo
as licofitas e espermatdfitas. Fonte: adaptado de Smith et al.
(20006).

As samambaias homosporadas apresentam esporos que sao
produzidos nos esporangios (Fig. 02) por meiose ¢ depois sdo dispersos.
Apbs a germinagao, tais esporos quase sempre produzem gametofitos de
coloragdo verde, que podem ser bissexuados, possuindo neste caso tanto
anteridios quanto arquegonios; ou podem ser unissexuados. Dentro dos
anteridios sdo produzidos numerosos anterozdides espiralados e



multiflagelados, que quando maduros e com o adequado suprimento de
agua, sdo liberados através do rompimento dos anteridios. Os
anterozdides entdo nadam em direcdo ao arquegoénio, fecundam a
oosfera e o zigoto resultante comeca a dividir-se imediatamente. O
embrido jovem cresce e se diferencia diretamente em um esporofito
jovem, obtendo sua nutri¢do inicialmente a partir do gametofito, até que
possa sozinho, adquirir um nivel de fotossintese para manter-se
(RAVEN et al., 2001).

Seu sistema de reprodugdo sexual ¢ estritamente dependente de
agua, o que confere a esse grupo de plantas uma grande sensibilidade as
mudangas ambientais, especialmente em habitats vulneraveis, e por isso
podem também servir como organismos-modelo preditivos de
integridade ecoldgica (IBARS & ESTRELLES, 2012; BERGERON et
al.,2014).

Germinag¢io
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Meiose

Esporangio (2n)

-

Anteridio e
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Fronde fértil
com Soros

*r' Fecundacio
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Figura 02 — Ciclo de vida de samambaia homosporada Pleopeltis
lepidopteris de la Sota (Polypodiaceae) Fonte: Filipin (2015)

O potencial econdmico de samambaias ndo se restringe ao seu
emprego no mercado de plantas ornamentais, havendo registros da
utilizacdo de Matteuccia struthiopteris (L.) Todaro (Onocleaceae) na



gastronomia (RAVEN et al. 2001), da utilizagdo de Pteris vittata L.
(Pteridaceae) na fitorremediacdo de solos contaminados com arsénico
(XIE et al. 2009), além de haver pesquisas recentes demonstrando que o
extrato das folhas de Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae)
poderia possuir compostos com aplica¢do na industria farmacéutica
(RATTMANN et al., 2009; 2011; 2012).

Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoneaceae) ¢ uma samambaia
arborea, monilodfita, da ordem Cyatheales, conhecida popularmente
como xaxim, xaxim-bugio, ou samambaiagu-imperial, ¢ ocorre num
amplo territério da América Latina, desde o sudeste do México até o
Uruguai, incluindo partes da Venezuela, Colombia, Paraguai e Brasil.
Pode alcangar 6 metros de altura e ocorre entre 60 m e 3.500 m acima do
nivel do mar, tendo maior propagacdo em lugares pantanosos nas serras,
encostas serranas € ocasionalmente nos banhados das baixadas
(FERNANDES, 2000). A espécie possui um caudice arborescente
envolvido por uma bainha de raizes adventicias bastante espessa (Fig
03). Suas frondes podem atingir 2,40 m de comprimento, possuem
estipites longos em individuos jovens e sésseis ou curtissimo-peciolados
nos adultos, com ldminas bipinadopinatifidas a pinatissectas, com apice
agudo ou acuminado (SEHNEM, 1978). No estado catarinense,
propaga-se na Floresta Ombrofila Mista, geralmente associada a
Araucarias. (TRYON, 1970, 1972; KLEIN, 1978; SEHNEM, 1978;
TRYON & TRYON, 1982; FERNANDES, 2000; GASPER et al.,
2011).
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Figura 03 — Espécimes de Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae) no Parque Nacional de Sdo Joaquim. (Fonte:
Acervo do autor, 2015)

Nos pontos de inser¢do das folhas de D. sellowiana desenvolvem-
se filamentos amarelos, lanosos e abundantes, que podem ser usados de
forma medicinal como hemostaticos (PIO CORREA, 1931). Algumas
comunidades indigenas utilizam as frondes para tratar doengas de pele,
asma e doengas parasitarias (MARTINS-RAMOS et al., 2010). O
extrato obtido das folhas demonstrou grande potencial na indugdo de
relaxamento vascular e hipotensdo em ratos, em estudo feito para
averiguar sua eficacia no tratamento de asma (RATTMANN et al.,
2009). Seu tronco fibroso retém bastante agua, mantendo-se imido por
um grande periodo de tempo, o que o torna um substrato excelente para
o cultivo de orquideas (SILVA, 1986). E ¢ justamente a utilizagdo de
seu caudice para fabricagdo de vasos, placas, palitos e substrato para
cultivo de bromélias e orquideas que, ao longo de décadas de
extrativismo, colocaram essa espécie na lista oficial de espécies sob
risco de extingdo no Brasil (MMA, 1998).



Seu crescimento se dd de forma muito lenta. Em estudo sobre o
crescimento do caudice de D. sellowiana, Schmitt et al., (2009)
analisaram por trés anos o crescimento de 37 individuos e observaram
que a média anual de crescimento foi de 4,78 cm/ano™. O extrativismo,
associado ao lento crescimento, pode acarretar o desaparecimento das
plantas adultas de D. sellowiana, o que além de comprometer esta
espécie, geraria efeitos sobre outras formagdes vegetais, seja pela
drastica redugdo de matéria orgénica disponibilizada no solo ou pela
menor disponibilidade de micro-habitats para varias espécies epifitas
(SEHNEM, 1978; FERNANDES, 2000; CORTEZ, 2001: SCHMITT et
al., 2005; FRAGA et al., 2008).

As recentes mudangas ambientais causadas pela degradagdo de
seus habitats e principalmente pelo extrativismo de D. sellowiana
podem ameagar seu ciclo reprodutivo (IBARS & ESTRELLES, 2012).
Por estes motivos esta espécie foi incluida na lista de espécies brasileiras
ameagadas de extingdo do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente, portaria IBAMA n° 37-N/92), no Livro Vermelho da Flora do
Brasil (MARTINELLI & MORAES, 2013) e também no apéndice II do
CITES (Comércio Internacional de Espécies de Fauna e Flora em Perigo
de Extingdo) e teve sua comercializacdo proibida pelo CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente) através da resolugao 278/2001.

A elaboragdo de estratégias de conservagdo desta samambaia
arborea ameagada de extingdo depende de subsidios disponiblizados por
estudos que possam esclarecer os estagios iniciais do desenvolvimento,
especialmente em seu habitat natural (SCHNEIDER et al., 2016). Por
outro lado, os estudos que efetivamente forne¢am dados sobre
estratégias de gestdo de conservagdo de samambaias sdo escassos, e
estes dados tém uma interpretagdo mais complexa em comparagdo as
plantas com flores, o que se deve aos seus dois ciclos de vida livre: a
fase gametofitica e a fase esporofitica (GOMES et al., 2006).

Os esporos de D. sellowiana sdo tetraédricos, triletes, possuem
uma fissura trirradial comum em esporos triletes, que representa o ponto
de ligacdo com os demais esporos do quarteto, dentro do esporangio. A
parede que encapsula o esporo possui trés camadas, sendo a interna
conhecida como intina, recobrindo a intina existe a espessa exina, que
forma ornamentagdes em sua superficie, as quais tem sido usadas para a
taxonomia, ¢ uma camada externa conhecida como perina. O principal



componente da exina ¢ o polimero esporopolenina (RAGHAVAN,
1989).

Em esporos de samambaias homosporadas como D. sellowiana as
principais substancias de reservas sao lipidios, mas os esporos também
podem conter agucares, aminoacidos, horménios, minerais, além de
proteinas especificas como a calmodulina, relacionada a divisao celular,
aumento do volume celular e movimentos citoplasmaticos. Com o
término da fase da esporogénese o esporo maduro possui as informagdes
necessarias para que a germinagdo se inicie assim que encontre as
condi¢des favoraveis de luminosidade ou obscuridade e umidade
(RAGHAVAN, 1989). Proteinas classificadas como globulinas foram
encontradas em esporos de Matteuccia struthiopteris (TEMPLEMAN et
al., 1987, SHUTOV et al., 1998), Onoclea sensibilis (Onocleaceae) e
Osmunda cinnamomea (Osmundaceae), ¢ sdo geralmente relacionadas
com a preservagdo estrutural durante estresses hidricos (TEMPLEMAN
et al. 1990; SEKI et al., 2007; GIRIBALDI et al., 2010).

O primeiro passo para que se possa obter uma cultura asséptica
de esporos de samambaias ¢ a sua esterilizagdo superficial, e a escolha
do método deve evitar ao maximo as perdas de material no processo,
mantendo a viabilidade e eliminando possivel contaminagdo (DYER,
1979; WU, 2009). Rogge (1999) observou que a melhor concentragao
de hipoclorito de sddio para a esterilizagao superficial de esporos recém
coletados de D. sellowiana destinados ao cultivo “in vitro” foi 30%
durante 30 minutos, em meios com adi¢do de sacarose. Suzuki (2003)
obteve 78,5% de germinacdo em esporos de D. sellowiana armazenados
por 1160 dias sob refrigeragdo de 7+1C°, apés esterilizagdo em
hipoclorito de soédio a 5%, porém observou inibigdo parcial da
germinacdo (27%) quando esporos foram esterilizados em hipoclorito de
sodio a 20%, o que mostrou que esporos conservados por varios anos
tornam-se mais suscetiveis aos danos causados pela esterilizagdo.
Fillipini et al. (1999) analisaram a germinagdo de esporos de D.
sellowiana, armazenados a temperatura de 10°C por 731 dias
observaram 81,75% de germinagdo, ¢ ainda que estes valores nao
diferiram dos valores encontrados para esporos recém coletados.
Begnini & Randi (2009) testaram a germinagdo de esporos de D.
sellowiana armazenados sob refrigeragdo (7+1C°) durante 4,5 anos e
obervaram que ainda estavam vidveis, mas os armazenados sob
refrigeragdo por 6,0 anos haviam perdido a viabilidade. Os autores
confirmaram que com o aumento da idade dos esporos, estes se tornam



mais sensiveis a esterilizagdo superficial com hipoclorito de sodio
comercial.

Com relagdo ao desenvolvimento gametofitico “in vitro” de D.
sellowiana, Renner & Randi (2004) cultivaram esporos em meios de
Dyer e MS, acrescidos de 0 a 5% de sacarose. A massa seca foi maior
em gametofitos de 30 dias de idade, cultivados em meio Dyer com
adicdo de 3% a 5% de sacarose e em meio MS com adicdo de 2% de
sacarose. As autoras testaram também o efeito de diferentes niveis de
luz solar na germinagdo ¢ observaram que a germinagdo foi mais alta
sob 5% e 20% da luz solar cujos gametofitos apos 49 dias de cultivo
apresentaram os maiores niveis de agticares soluveis totais e clorofilas.

Suzuki et al. (2005) analisaram o efeito de alguns tipos de
substratos no desenvolvimento de gametofitos de D. sellowiana que
apresentavam variacdes de pH e de minerais, e apontaram como ideal
ao desenvolvimento inicial o nitossolo vermelho distréfico adicionado
de composto organico termofilico (3:1) cujo pH € 5,2, sendo que neste
substrato os primeiros esporofitos surgiram apds 84 dias de cultivo. D.
sellowiana parece preferir substratos com baixo pH, pobres em aluminio
e com altos niveis de fosforo, potassio, calcio e nitrogénio (SUZUKI et
al. 2005).

A criopreservacdo ¢ a conservagdo de material biologico em
temperatura ultra baixa (-196°C) geralmente em nitrogénio liquido (NL)
(KARTHA, 1985, BENSON et al., 1998). Em temperaturas ultra baixas
todos os processos metabdlicos sdo desativados, paralisando também a
deterioragdo bioldgica e permitindo a conservacao durante longos
periodos (BENSON et al., 1998). Segundo Harding et al. (1997) e
Benson et al. (1998), a técnica de criopreservacdo apresenta limitagdo,
envolvendo uma série de estresses que podem destruir o material
vegetal. Os autores enfatizam a importdncia da manutengdo da
estabilidade fenotipica e genética do material criopreservado por longo
periodo nos programas de conservacdo de germoplasma. A
criopreservagdo tornou-se um valioso método para a conservagdo de
recursos genéticos vegetais, porém € preciso aperfeigoar protocolos para
garantir a regeneragdo completa de plantas a partir das estruturas
criopreservadas (SAKAI 1995; HARDING et al., 1997; YONGIJIE et
al., 1997; PILATTI et al., 2011; MIKULA et al., 2015). Crioprotetores
como o dimetilsulfoxido, glicerol, sacarose e prolina s2o utilizados em
alguns germoplasmas, quando as células apresentam elevados teores de



agua, para evitar a formagdo de cristais de gelo e manter a viabilidade
durante a criopreservagdo (LYNCH & BENSON, 1991).

A criopreservagdo de esporos de samambaias em NL ja foi
utilizada por diversos autores. Agrawall et al. (1993) foram os pioneiros
a publicar um artigo sobre a criopreservagdo de samambaias. Estes
autores criopreservaram esporos de Cyathea spinulosa Wall. ex Hook.
(Cyatheaceae) durante trés dias em NL e estes sobreviveram e foram os
pioneiros a publicar um artigo sobre a criopreservagdo de esporos de
samambaias. Esporos aclorofilados de 33 espécies e clorofilados de
cinco espécies sobreviveram ao armazenamento em NL durante 52 ¢ 75
meses, mas o desenvolvimento gametofitico ndo foi acompanhado
(PENCE, 2000). Esporos de Rumohra adiantiformis (Forst.) Ching
(Dryopteridaceae) continuaram viaveis apds 90 dias armazenados em
NL (BRUM & RANDI, 2006). Esporos de algumas espécies de
Alsophila (Cyatheaceae) também mantiveram viabilidade apds 12 meses
de imersdo em NL (XU et al., 2006; LI et al., 2010). Ballesteros et al.
(2012) armazenaram criogenicamente (—196°C) esporos de Polystichum
lonchilis (L.) Roth (Dryopteridaceae) previamente desidratados em
silica gel e observaram que a viabilidade foi mantida apds trés anos.
Segundo Ballesteros et al. (2011) e Ballesteros et al. (2012), além de
manter alta viabilidade, os esporos apresentaram germinagdo mais
rapida e crescimento gametofitico normal apos imersdo em NL. Filipin
et al. (2016) e Filipin et al. (2017) criopreservaram esporos de
Pleopeltis lepidopteris de la Sota (Polypodiaceae) em NL e observaram
que o método acelerou a germinagdo ¢ o desenvolvimento gametofitico,
mas que os gametofitos mostraram desenvolvimento normal com o
desenvolvimento de gametangios.

Com relacdo a criopreservacdo de esporos de D. sellowiana,
Rogge et al. (2000) observaram que os esporos sobreviveram 90 dias em
nitrogénio liquido, sem a necessidade de adicdo de crioprotetores e
mostraram que houve maior germinagdo em relagdo aos esporos
controle, no caso de esporos recém coletados. No entanto, as autoras nao
analisaram os efeitos da criopreservagdo dos esporos no
desenvolvimento gametofitico ou no estabelecimento de esporofitos.

O presente trabalho trata, portanto, do estudo do desenvolvimento
gametofitico e esporofitico de esporos criorpeservados de D. sellowiana,
como uma das estratégias para a sua conservagao “ex sifu” em bancos de
germoplasma, com o objetivo de responder as seguintes perguntas: a
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criopreservacgdo altera a ultraestrutura ou a organizacdo sub-celular dos
esporos de D. sellowiana? A criopreservagio interfere negativamente no
comportamento fotossintético de gametofitos e esporofitos obtidos de
esporos criopreservados de D. sellowiana?

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar morfofisiologicamente 0 desenvolvimento
gametofitico inicial e o estabelecimento de esporofitos jovens de
Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) apds esterilizagdo
superficial e criopreservagdo de seus esporos

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o desenvolvimento inicial dos gametofitos provenientes de
esporos controle, esporos esterilizados e esporos criopreservados em
Nitrogénio liquido (24 horas), esterilizados e ndo esterilizados.

e Verificar o surgimento de estruturas reprodutivas em gamet6fitos de
todos os tratamentos, bem como a emergéncia de esporofitos.

e Comparar a fotossintese de gametofitos com gametangios e de
esporo6fitos jovens provenientes de todos os tratamentos.



Capitulo 1 — Efeito da criopreservagcio de esporos de Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) em Nitrogénio Liquido na
germinacio e desenvolvimento gametofitico.

RESUMO

A Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) ¢ uma
samambaia arborea ameacada de extingdo, que ocorre no sul do Brasil
em Mata de Araucérias, com crescimento lento e latente potencial
farmacéutico e paisagistico. Seus esporos s2o aclorofilados e podem ser
imersos em Nitrogénio Liquido (NL) sem a necessidade de
crioprotetores. E preciso entender melhor estes mecanismos de protegdo
naturais, especialmente por prover a prote¢do necessaria ao
congelamento direto em NL, sem criopotetores. Com o objetivo de
verificar se a criopreservacdo causa alguma alteragdo ultraestrutural ou
fisiolégica em esporos criopreservados e/ou esterelizados, foram
utilizados esporos controle (C), esporos esterilizados superficialmente
(ES), esporos néo esterilizados superficialmente e criopreservados (CR)
e esporos esterilizados superficialmente e criopreservados (CRE) de D.
Sellowiana. Esporos e gametofitos provenientes de todos os tratamentos
foram analisados quanto ao seu percentual de germinacdo média (%),
indice de Velocidade de Germinagio (IVG) e Taxa de Crescimento
Relativo (TCR), e ainda através das andlises de microscopias, que
possibilitaram comparar os efeitos da criopreservacdo e esterilizagdo
superficial nos niveis ultraestrutural e celular. Apds 22 dias de
inoculagdo, esporos dos tratamentos submetidos a esterilizacdo
superficial apresentavam IVG menor que os tratamentos nao
esterilizados, ¢ a média de germinagdo dos tratamentos submetidos a
criopreservacgdo ndo diferiram do controle, embora tenham diferido entre
si. As analises dos esporos com Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) demonstram pequenas alteracdes na superficie dos esporos de
tratamentos esterilizados. Por meio da Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) e da Microscopia Confocal se pode demonstrar que
ndo houve nenhuma alteracdo na sua ultraestrutura. Estes dados
confirmam que para esporos de D. Sellowiana ndo ocorre aceleragdo da
germinacao apés a criopreservacdo como em esporos de outras espécies
de samambaias. Assim a inclusdo de esporos de D. sellowiana em
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bancos de germoplasma pode garantir a propagacdo de individuos
semelhantes fisiologicamente e morfologicamente, garantindo a
sobrevivéncia da espécie e subsidiando informagdes relevantes para a
conservacao “ex situ”.

Palavras-chave: ex situ — Gameto6fitos — Germoplasma — Samambaia
Arborescente — Ultraestrutura

ABSTRACT

The Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) is a tree fern
threatened with extinction, occurring in southern Brazil in Araucaria’s
Forests, with slow growth, latent pharmacological and landscape
potential. Their spores are non green and can be immersed in Liquid
Nitrogen (NL) without the need for cryoprotectants. These natural
protection mechanisms need to be better understood, especially by
providing the necessary protection for direct freezing in NL, without
cryoprotectants. In order to verify if cryopreservation caused any
ultrastructural or physiological changes in cryopreserved and / or
sterilized spores, control spores (C), surface sterilized spores (ES),
surface non sterilized spores and cryopreserved spores (CR) and surface
sterilized spores and cryopreserved (CRE) of D. Sellowiana. Spores and
gametophytes from all treatments were analyzed for their Mean of
Germination (%), Germination Speed Index (IVG) and Relative Growth
Rate (TCR), and also through the microscopy analysis, which made it
possible to compare the effects of cryopreservation and superficial
sterilization at the ultrastructural and cellular levels. After 22 days of
inoculation, spores of the treatments submitted to superficial
sterilization presented lower IVG than the non-sterilized treatments, and
the average germination of the treatments submitted to cryopreservation
did not differ from the control, although they differed from each other.
Spore analyzes with Scanning Electron Microscopy (MEV) demonstrate
small changes in the surface of the spores of sterilized treatments.



Electron Transmission Electron Microscopy (MET) and Confocal
Microscopy showed that there was no change in its ultrastructure. These
data confirm that for spores of D. Sellowiana there is no acceleration of
germination after cryopreservation as in spores of other species of ferns.
Thus the inclusion of spores of D. sellowiana in germplasm banks can
guarantee the propagation of similar individuals physiologically and
morphologically, guaranteeing the survival of the species and
subsidizing information relevant to “ex sifu” conservation.

Keywords: Arborescente Fern - ex sifu - Gametophyte - Germplasm -
Ultrastructure

1. INTRODUCAO

Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) ¢ uma samambaia
arborescente que ocorre em florestas imidas da América Latina, em
altitudes superiores a 60m (TRYON & TRYON, 1982), cujo tronco ¢
recoberto por raizes adventicias e tricomas densos (FERNANDES,
2000), e por isso foi durante muito tempo utilizado para a confecgdo de
vasos ou substrato para a produgdo de plantas ornamentais (GOMES et
al., 2006), o que levou a inclusdo desta espécie no Apéndice II do
CITES (MMA, 1998) e no Livro Vermelho da Flora do Brasil
(MARTINELLI & MORAES, 2013).

Especialmente por se tratar de uma espécie ameagada de extingo
¢ que se faz necessario incrementar o entendimento sobre sua fisiologia,
permitindo desenvolver estratégias de conservacdo e propagagdo
adequadas (BERNABE ef al, 1999; MIKULA et al, 2009). A
criopreservacdo de esporos em nitrogénio liquido pode ser uma
estratégia de conservagdo muito util, tanto com relagdo as espécies de
interesse econdmico quanto a espécies ameacadas, que podem ser
armazenadas em bancos de germoplasma (BENSON et al., 1998;
PENCE, 2000; BALLESTEROS et al., 2012).
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Esporos de algumas espécies de samambaias, como D.
sellowiana, s3o aclorofilados e em geral toleram dessecagdo como
sementes ortodoxas (BALLESTEROS & WALTERS, 2007; PENCE,
2008; BARNICOAT et al., 2010). Ja foram estudadas diversas espécies
de samambaias cujos esporos podem ser armazenados em NL, e a
maioria destes sdo esporos aclorofilados (AGRAWAL et al., 1993;
PENCE, 2000; BRUM & RANDIL 2006; BALLESTEROS &
WALTERS, 2007; FIORI et al., 2009; BALLESTEROS et al., 2012;
FILIPIN et al., 2016).

Estudos envolvendo microscopia eletronica de varredura (MEV)
e microscopia eletronica de transmissdo (MET) s@o ideais para averiguar
alteragbes ultraestruturais apos estresses ¢ caracterizar possiveis
alteragdes, sendo ainda raros na literatura quando relacionados a
samambaias (FILIPIN et al, 2016). Tais estudos permitem também
verificar a interferéncia causada pela esteriliza¢do superficial do esporo,
considerada fundamental para culturas de esporos de samambaias
(CAMLOH, 1999; SIMABUKURUO et al., 1998).

Os esporos de samambaias sdo células grandes, que acumulam
lipidios, proteinas e outras substancias de reserva para sua manutenc¢ao e
sobrevivéncia sob condi¢des adversas (RAGHAVAN, 1989). Esporos
aclorofilados quiescentes apresentam baixo contetido de agua, o que
associado a presenca de determinadas proteinas, podem ser parte de uma
estratégia adaptativa que permite a sua alta dessecagdo, contribuindo
para sua preservagdo em baixas temperaturas ¢ em nitrogénio liquido
(RAGHAVAN, 2005).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar as alteragdes
ultraestruturais, sub-celulares e fisiologicas do desenvolvimento
gametofitico a partir de esporos de Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae), provenientes ou ndo de criopreservacdo, previamente
submetidos a esteriliza¢do ou nio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de Coleta

Frondes férteis de Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae)
foram coletadas de 15 individuos diferentes em 02 de setembro de 2015



na Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) do Caraguata, no
municipio de Antonio Carlos, situado a latitude 27°31°01” sul e
longitude 48°46°03” Oeste, em Santa Catarina. A reserva esta localizada
na divisa com os municipios de Biguacu, S3o Jodo Batista e Major
Gercino, a uma altitude entre 420m e 903m (Fig. 01). A vegetagao local
¢ a Floresta Ombrofila Densa e o clima ¢ Cfa de Koppen, ou
mesotérmico umido, com as temperaturas entre 10°C e 30°C.

iggs Buere
Agenting A

Figura 01 — Localizagdo da Reserva Particular do Patriménio
Natural (RPPN) Caraguata e trajeto a partir de Floriandpolis.
Fonte: www.caraguata.com.br, acessado em 25 de junho de 2015.

Uma das frondes férteis coletadas foi depositada no Herbario Flor
e tombada sob codigo FLOR0057930 em 08 de setembro de 2015.

2.2 Obtencao dos esporos

Ap6s a coleta, as frondes foram acondicionadas em uma bandeja
plastica, recoberta por uma camada de papel de filtro para secagem e
liberagdo de esporos, sob temperatura ambiente, o que induz a abertura
dos esporangios ¢ a liberagao dos esporos.
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Apb6s dez dias, os esporos foram separados dos esporangios por
filtragem em papel entretela e armazenados em frascos de vidro escuro
com tampa, sob refrigeracdo a 7+1°C até o inicio do experimento
(RANDI, 1987 modificado).

2.3 Tratamentos

Para entender os efeitos da criopreservagdo em nitrogénio liquido
sobre a germinagdo de esporos de D. sellowiana e evitar os possiveis
efeitos conjugados da esterilizagdo superficial dos esporos com a
criopreservagdo em NL, o experimento foi observado em quatro
tratamentos diferentes: C — esporos controle; ES — esporos esterilizados
superficialmente; CR — esporos ndo esterilizados superficialmente e
criopreservados; CRE — esporos esterilizados superficialmente e
criopreservados.

2.3.1 Esterilizagdo superficial dos esporos

Foi utilizado o protocolo de esterilizagao superficial para esporos
frescos de acordo com Suzuki (2003), em que os esporos foram imersos
por 15 minutos em solugdo de hipoclorito de s6dio comercial a 10%
(v/v), acrescida de uma gota de detergente comercial, e entdo
submetidos a trés lavagens consecutivas em agua destilada autoclavada.
Por fim, os esporos foram filtrados a vacuo sobre papel de filtro, com
auxilio de porta filtro de policarbonato tipo Holder 50 mm, e secaram
sob temperatura ambiente. Todo o procedimento foi realizado em
camara de fluxo laminar.

2.3.2 Criopreserva¢do dos esporos

Esporos controle e esporos previamente esterilizados
superficialmente foram depositados separadamente em criofrascos de
polipropileno autoclavados com capacidade para 2 ml, no dia 05 de abril



de 2016 e foram mantidos completamente imersos em tambor de
nitrogénio liquido lacrado por 24 horas, sendo entdo submetidos a
degelo sob temperatura ambiente. Nao foram utilizados crioprotetores
(ROGGE et al. 2000).

2.4 Germinacio dos esporos

Toda a vidraria utilizada, bem como a soluc¢do nutritiva, foram
previamente esterilizadas em autoclave por 30 minutos a uma
temperatura de 120°C. Foram inoculados em cada tratamento, com
auxilio de espatula de aluminio, 50 mg de esporos por frasco tipo
Erlenmeyer (n=5), contendo 20 ml de solugdo de Mohr (1956)
modificada por Dyer (1979), conforme o protocolo adaptado de Renner
& Randi (2004). Os frascos foram entdo tampados com filme de
polipropileno fixados com elasticos e transferidos para a camara de
germinacdo tipo DBO com irradidncia a altura dos frascos de
aproximadamente 30 pmol m™.s™. A iluminagio foi feita com lampadas
fluorescentes brancas 15W ¢ o fotoperiodo de 16 horas a temperatura de
25+2°C, conforme protocolo de Renner & Randi (2004). O material foi
mantido nestas condi¢des por 30 dias, até a fase do gametofito
filamentoso. Durante o periodo experimental foram realizadas analises
fisiologicas, morfoldgicas e ultraestruturais, conforme a Figura 02.

Tempo de Cultivo (dias)

0d 6d 10d 14d 18d 22d 30d 90d
Inoculagio dos
esporos de todos Contagem MEV
os tratamentos ML ML
MEV
Contagem Transferéncia do
ML meio liquido
Confocal para o substrato

Figura 02 — Organograma experimental

90d



19

As andlises fisiologicas realizadas neste capitulo basearam-se nas
contagens aferidas a cada tempo, conforme a Figura 02, e compreendem
a média de germinacio (%), o Indice de Velocidade de Germinagdo
(IVG) e a Taxa de Crescimento Relativo (TCR), enquanto as analises
morfologicas, ultraestruturais e sub-celulares foram baseadas nas
imagens de microscopias de luz, confocal e eletronicas de varredura
(MEV) e transmissao (MET).

2.5 Analises Fisiologicas

2.5.1 Percentual de germinagao

A germinagdo de esporos de D. sellowiana foi acompanhada a
cada quatro dias, a partir do sexto dia de inoculacdo dos esporos
(RENNER & RANDI, 2004). Foram preparadas cinco ldminas de cada
tratamento e efetuada a contagem de 100 esporos por ldmina, em
microscopio binocular com aumento de 40 vezes, para verificar o
momento de estabilizagdo da curva de germinacdo, considerando-se
germinados os esporos que apresentavam protusao de rizdide ou células
protonemais, conforme o protocolo adaptado de Randi (1987).

2.5.2 Indice de Velocidade de Germinagio (IVG)

A velocidade de germinagdo foi verificada a partir da equacao
proposta por Maguire (1962), a seguir:

IVG= G, +_G, +..+_G,
N; N, N,

Onde:

G = numero de esporos germinados na 1% contagem, nas
subsequentes até a ultima contagem.



N = numero de dias decorridos desde a inoculagdo na 1°
contagem, nas subsequentes até a Ultima contagem.

2.5.3 Taxa de Crescimento Relativo (TCR) de gametofitos

Gametofitos provenientes de todos os tratamentos  foram
coletados a intervalos regulares de tempo (6 ¢ 10 dias), as amostras
foram fixadas em solu¢do de paraformoldeido 4% em tampao fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,2, “overnight” a temperatura de 4°C. Posteriormente,
foram desidratadas em séries crescentes de etanol (BOUZON, 2006), e
em seguida infiltradas com historesina (Leica Historesin, Heidelberg,
Alemanha), e entdo foram feitas secgdes com 5 pum de espessura,
realizadas em micrétomo manual modelo Leica RM 2135, com navalha
de tungsténio e posteriormente o material foi corado com azul de
Toluidina (AT-0O) a 0,5%, pH 3,0, para a visualiagdo geral da estrutura.
As amostras foram fotografadas em microscopio de luz (Leica DM500),
equipado com o sistema de captura de Imagem Opticam OPTHD
Software (v. 3.7.6815) e realizadas 40 medi¢es de cada tratamento,
medindo desde a fissura da parede do esporo até a extremidade do
gameto6fito filamentoso.

A TCR foi calculada de acordo com a equagao: (Logjo L, — Logig
L)) / t,-t; onde L; é o logaritmo do comprimento do gametdfito no
tempo 1 e L, é o logaritmo do comprimento do gameto6fito no tempo 2
(BERNABE et al., 1999). O tempo 1 (t;) foi o dia da primeira aferigao,
com 6 dias decorridos desde a inoculagdo, e o tempo 2 (t;) foi definido
pela avaliacdo seguinte, 10 dias apds a inoculagdo. O crescimento linear
dos gameto6fitos foi medido em pm.

2.5.4 Desenvolvimento gametofitico

Decorridos 30 dias em meio de cultivo liquido, os gametofitos
filamentosos obtidos de cada tratamento foram transferidos, com o
auxilio de pipetas autoclavadas individuais, para bandejas de
polipropileno transparente com tampa (n=8), contendo substrato
nitossolo vermelho distrofico com adigdo de composto organico na



21

proporg¢ao de 3:1 (SUZUKI et al. 2005), previamente esterilizado em
autoclave (60 min a 120°C) recoberto com tecido entretela autoclavado
e completamente aderido ao substrato. Este procedimento foi todo
realizado em camara de fluxo laminar.

As bandejas com os gametofitos permaneceram em camara de
germinagdo tipo DBO nas mesmas condi¢des aplicadas aos testes de
germinacao.

2.6 Analises morfologicas e ultraestruturais

2.6.1 Microscopia de luz (ML)

Para o acompanhamento do desenvolvimento até a fase
reprodutiva e registros fotograficos, foram preparadas laminas com
material fresco de amostras de gamet6fitos e analisadas em microscopia
de luz, por meio de microscopio de luz DM 2500 (Leica, Wetzlar,
Alemanha), equipado com camera DFC 295 (Heerbrugg, Alemanha) e
software (Leica Application Siute 3.7.0, Suica).

2.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras de esporos e de gametéfitos apresentando
gametangios de todos os tratamentos foram fixadas em solucdo de
gluteraldeido 2,5%, sacarose 2%, tamponada com cacodilato 0,1 M (pH
7,2 em temperatura ambiente por 4 a 10h), lavadas no mesmo tampao, e
desidratadas em séries etilicas graduais. Apo6s a desidratacdo, os
gametofitos que apresentaram gametangios foram submetidos ao ponto
critico de CO,, enquanto os esporos foram submetidos ao HMDS
(BOZZOLA & RUSSEL, 1991), uma vez que as dimensdes
microscopicas deste material dificultam a utilizagdo do ponto critico de
CO,. As amostras secas foram aderidas sobre suportes de aluminio, com
auxilio de fita de carbono dupla-face e cobertas com 20 nm de ouro, em
metalizador marca Baltec, modelo CED 030. Posteriormente as
amostras puderam ser observadas e fotografadas em Microscopio



Eletronico de Varredura (MEV), marca Jeol, modelo JSM-6390LV, do
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC.

2.6.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Gametofitos com 6 dias de inoculagdo em meio de cultivo
foram pré-fixadas em solugdo de gluteraldeido 2,5%, sacarose 2%,
tamponada com cacodilato 0,1 M (pH 7,2 em temperatura ambiente por
4 a 10h) Em seguida, o material foi lavado por 3 vezes (30 minutos cada
lavagem) no mesmo tampao. As amostras entdo foram centrifugadas por
5 minutos apds cada lavagem (2.000 rpm) e o pellet formado incluido
em Agar (2%, 60°C). Apos a inclusdo em agar, o material foi pos-fixado
em tetroxido de 6smio (OsO4) 1%, em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2
por 4 a 8 horas, sob temperatura ambiente (BOZZOLA & RUSSEL,
1991 modificado). Apds serem lavados novamente no mesmo tampao,
os gametofitos foram desidratados em uma série de concentragdes
crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), por 30 minutos
em cada concentragdo, sendo que na ultima série (100%) a acetona foi
trocada trés vezes. O material foi entfo infiltrado com resina Spurr
(SPURR, 1969) em séries graduais de acetona-resina Spurr durante
quatro dias, sendo entdo submetidos a duas infiltragdes em resina pura
por 12 horas, e polimerizado em estufa a 70°C por 24 horas. As seccdes
ultrafinas foram realizadas em ultramicrétomo Leica acoplado a navalha
de diamante, e contrastadas por 10 minutos com acetato de uranila 1% e
posteriormente por 10 minutos com citrato de chumbo 1%, de acordo
com Reynolds (1963). As amostras foram observadas e fotografadas em
MET, marca Jeol, modelo JEM 1011 do Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC.

2.6.4 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Amostras de gametofitos com 6 dias de inoculagdo em meio de
cultivo foram analisadas em microscopia confocal de varredura a laser
(Leica TCS SP-5, Wetzlar, Alemanha) para os registros fotograficos. As
amostras foram depositadas em ldminas seladas com esmalte. A
autofluorescéncia dos cloroplastos foi observada em um comprimento
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de onda de excitagdo com laser (gas argonio) de 488 nm (violeta) e com
um espectro de emissdo de 600 a 750 nm (ZITTA et al, 2013), ¢ a
autofluorescéncia da parede celular foi observada em um comprimento
de onda de excitagdo com laser (gas argonio) de 488 nm (violeta) e com
um espectro de emissdo de 500 a 550 nm. As amostras foram
observadas e fotografadas no microscopio Leica HCX PLAPO lambda,
com objetiva 63x/1,4-0,6 em 6leo de imersdo, no Laboratorio Central de
Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC. As imagens foram
processadas através do programa LAS AF-Lite (Leica).

2.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir da germinacao foram expressos em
porcentagem da média, e para cada dia de avaliagdo foram calculados
média e desvio padrio (SOKAL & ROHLF, 1969). Todos os resultados
foram analisados pelos testes de normalidade de Shapiro-Wilk para
verificagdo da normalidade e homocedasticidade (SANTANA &
RANAL, 2004). Os dados que ndo seguiram a distribui¢do normal ou
nao apresentavam homocedasticidade foram transformados em Logig €
novamente submetidos aos testes de normalidade e homocedasticidade.
A comparagdo dos tratamentos foi efetuada através de analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de comparagdo de médias de
Tukey (5%), quando normais e homocedasticos (FERREIRA e
BORGHETTI, 2009). Os dados que ndo apresentaram normalidade ou
homocedasticidade mesmo apo6s a transformagdo logaritimica, foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Freadman (mais de dois
tratamentos) (ZAR, 1996; SANTANA & RANAL, 2004). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados
foram analisados pelos softwares Excel, R e BioEstat.



3 RESULTADOS

Os esporos de todos os tratamentos de Dicksonia sellowiana
Hook. (Dicksoniaceae), quando observados através da MEV, ndo
apresentaram diferencas na sua morfologia externa (Fig. 03). As
granulagdes da exina de esporos de D. sellowiana sdo mais evidentes
nos esporos dos tratamentos ndo esterilizados, C e CR (Fig. 03a,b,e,f),
diferentemente dos tratamentos ES e CRE (Fig. 03c,d,g,h) que
apresentavam estas granulagdes em menor quantidade. A fissura tri-
radial da parede dos esporos pode ser observada nos detalhes ampliados
(Fig. 03e-h), demonstrando a remocdo dos depodsitos de materiais
inclusive do interior destas fissuras.
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Figura 03 — Microscopia Eletronica de Varredura dos esporos de
Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) antes da inoculagdo
em meio liquido: Aspecto superficial. Nota-se que a granulagdo na
superficie dos esporos parece mais evidente nos tratamentos C e
CR, que ndo foram superficialmente esterilizados (a,b,e,f) — C:
esporos controle; ES: esporos esterilizados superficialmente; CR:
esporos nao esterilizados superficialmente e criopreservados; CRE:
esporos esterilizados superficialmente e criopreservados.



Apo6s terem sido inoculados, observou-se através dos dados de
germinagdo média (%) dos esporos de D. sellowiana que ndao houve
diferencas estatisticas entre o Controle ¢ nenhum dos tratamentos, em
nenhuma das verificagdes (Tabela 01). Entretanto desde o 6° dia de
germinagdo existiram diferengas estatisticas entre o tratamento CR
(21,6%) com maior germinacdo e ES (12%) com menor germinagdo, os
quais formaram grupos distintos em todas as observag¢des. Com 6 dias o
tratamento CRE (14,2%) era similar ao C (17,8%). Foram observados
trés grupos estatisticos de germinagdo, com os tratamentos CR e ES
sempre distintos, e os tratamentos C e CRE formando um grupo
intermediario. Na tltima contagem, com 22 dias de cultivo, o tratamento
C apresentou 84,6% de germinagdo, enquanto o tratamento ES
apresentou 74,8% , o tratamento CR 86,4% e o tratamento CRE obteve
77% de germinagao.

Tabela 01 — Germinacio Média (%), indice de Velocidade de Germinacio
(IVG) e Taxa de Crescimento Relativo (TCR) de Dicksonia sellowiana
Hook. (Dicksoniaceae). Germinacio média (= D.P.; p<0,05; n=500). IVG (%
D.P.; p<0,05; n=500). TCR (= D.P.; p<0,05; n=40). Letras diferentes
demonstram diferengas significativas entre os tratamentos, segundo o teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Dias
Tratamento 6 10 14 18 22

Média 178 b =356 648ab =773 798 b 2550 828 ab 2526 846 ab =555

C WG 2097 ab 20,59 153152 2050 19752 2062 2277a 2065

TCR (um)

Meédia 12006 =255 55200 =512 T060b =365 T240b 2602 T480b =502

ES VG 2t =042 7526 =068 1256 ¢ =055 16,39 ¢ 1926 & =066
TCR (pm) 0142 =001

Meédia 21602 =378 6880z 83002 =464 85802 =476 86402 =546
CR WG 362 =063 10482

TCR (pm) 0,10 2

16412 =118 21182 2107 2426a =117

Média 142026 =421 36606 =365 T080b =585 7380t =415 7700t =348
CRE IVG 23726 =070 803t =049 1308t =085 1720%b =084 2004t =074
TCR (pm) 0132 =001
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Os valores de IVG demonstram que no inicio da germinacao,
com 6 dias, o controle ndo difere de nenhum dos tratamentos, embora os
tratamentos CR e ES sejam estatisticamente divergentes (Tab. 01).
Porém, a partir do 10° dia, o IVG apresentado pelos tratamentos sem
esterilizagdo (C e CR) foi significativamente maior que o IVG
apresentado pelos tratamentos esterilizados (ES e CRE). Este padrio
permaneceu até os 22 dias de cultivo, quando o IVG do tratamento C era
22,77 e o tratamento ES apresentava o IVG de 19,26, o tratamento CR
possuia um IVG de 24,26 e o tratamento CRE apresentava o IVG de
20,04. Esses resultados mostram que a esterilizagdo tem efeito de inibir
ou retardar parcialmente a germinagdo de esporos. No entanto, a TCR
dos gametofitos filamentos ndo apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos.

Analisando-se a morfologia percebeu-se que nem a esterilizagdo e
nem a criopreservagdo afetaram o desenvolvimento inicial dos esporos.
Em todos os tratamentos, com 6 dias, alguns esporos ja apresentavam a
parede do esporo rompida e/ou protusdes de rizéide (Fig. 04a-d). Aos 10
dias ja se podiam visualizar gametofitos filamentosos com 2 a 5 células
clorofiladas (Fig. 04e-h), os quais estavam mais alongados aos 14 dias
(Fig. 04i-1), e comecavam a apresentar divisdes laterais aos 18 dias
(Fig. 040). Aos 22 dias foram observados gametofitos espatulados em
todos os tratamentos (Fig. 04q-t).

6 dias 10 dias 14 dias 18 dias 22 dias

b

Figura 04 - Microscopia de luz de esporos de Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) no momento das contagens (6,

(o]




10, 14, 18 e 22 dias), vista superficial. As cabecas de setas
apontam para as aberturas na parede do esporo, e as setas apontam
protusdes de rizéide. C: esporos controle; ES: esporos
esterilizados superficialmente; CR: esporos ndo esterilizados
superficialmente e criopreservados; CRE: esporos esterilizados
superficialmente e criopreservados. Barras de Escala 30um.

Pela microscopia confocal de varredura a laser, nenhuma
alteracdo da autofluorescéncia e organizagdo dos cloroplastos entre os
tratamentos foi visualizada. Aos 6 dias verificou-se a presenga de
cloroplastos autofluorescentes (cor vermelha) ja formados em esporos
com rompimento de parede ou protusdo de rizoide em todos os
tratamentos (Fig. 05a-d). Pdde-se notar que havia grande actimulo de
cloroplastos nas células com maior atividade metabdlica durante o
desenvolvimento inicial, e ocorreu intensa acumulagdo de cloroplastos
nas células clorofiladas, porém em baixissima quantidade nas células
rizoidais (Fig. 05e-h).

Foi possivel visualizar em todos os tratamentos esporos
aparentemente ndo germinados, sem a abertura da fissura (dados ndo
mostrados). Observou-se a autofluorescéncia da parede dos esporos (cor
verde) devido a natureza bioquimica da esporopolenina.
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Figura 05 - Microscopia Confocal de Varredura a Laser de

esporos de Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae), apds 6



dias. Nas figuras a-d observa-se cloroplastos autofluorescentes
proximos a regido da divisdo celular (cabecas de setas), ¢ também
distribuidos no interior das células clorofiladas. Nas figuras e-h
nota-se grande concentracdo de cloroplastos nas células
protonemais, e em menor quantidade nas células rizoidais (setas).
Observagdo da autofluorescéncia da parede dos esporos (verde) e
dos cloroplastos (vermelho). C: esporos controle; ES: esporos
esterilizados superficialmente; CR: esporos ndo esterilizados
superficialmente e criopreservados; CRE: esporos esterilizados
superficialmente e criopreservados.

As analises de MET aos 6 dias apo6s a inoculacdo em meio de
cultivo mostram em detalhes a espessa exina da parede do esporo, bem
como a célula protalial dos gametofitos filamentosos em inicio de
desenvolvimento, ndo sendo evidenciadas alteragdes estruturais entre os
tratamentos (Fig. 06). O esporo de D. sellowiana apresenta uma exina
espessa, ornamentada com granulagdes eletrondensas presentes na
superficie externa da parede, além de um citoplasma com grande
quantidade de corpos de lipidios.
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Figura 06 — Microscopia Eletronica de Transmissdo de esporos
germinados de Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) apos 6
dias. a-d: Visdo geral do esporo germinado; e-h: Detalhe da
estrutura da parede do esporo e das substdncias de reserva em seu
interior. Legenda das imagens: pc=parede celular; va=vacuolo;
exi=exina, lip=corpos lipidicos; nu=nucleo; c=cloroplasto;
int=intina. C: esporos controle; ES: esporos esterilizados
superficialmente; CR: esporos ndo esterilizados superficialmente e



criopreservados; CRE: esporos esterilizados superficialmente e
criopreservados.

A ultraestrutura das células dos gametofitos filamentosos com 6
dias ndo diferiu entre os tratamentos, como pode ser visto, em razdo das
similaridades de sua estrutura, pela distribuicdo e integridade de
organelas em cada tratamento (Fig. 07). A parede celular parece
apresentar 0 mesmo espessamento em todos os tratamentos (Fig. 07a-d).
Nota-se ainda a presenca de vactiolos com material eletrondenso em seu
interior (Fig. 07e-h), possivelmente originarios da célula original do
esporo, bem como cloroplastos com tilacoides bem organizados e
geralmente armazenando graos de amido (Fig. 07i-1). E possivel ainda
observar mitocondrias, corpos de Golgi e reticulos endoplasmaticos
rugosos, indicando intensa atividade da célula (Fig. 07c,f,h,j,k).
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Figura 07 — Microscopia Eletronica de Transmissdo da célula
protalial clorofilada de esporos de Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae) apds 6 dias. a-d: Detalhe da parede celular (pc);
e-h: Detalhe da célula com os vacuolos (v) contendo material
eletrondenso em seu interior; i-l: Detalhe dos cloroplastos (cl)
evidenciando graos de amido e tilacdides bem organizdas. Nota-se
a presenga de reticulos endoplasmaticos rugosos (re) préximos a
parede celular (07d), corpos de golgi (g) préximos a vacuolos e
cloroplastos (07f,j), grdos de amido em cloroplastos (a) e
mitocondrias (m) pelo citoplasma (07h,k,1). C: esporos controle;
ES: esporos esterilizados superficialmente; CR: esporos néo
esterilizados superficialmente e criopreservados; CRE: esporos
esterilizados superficialmente e criopreservados.

Decorridos 72 dias do experimento, gametofitos do tratamento
controle apresentavam estruturas reprodutivas, e aos 90 dias todos os



tratamentos tinham a presenga de gametangios visiveis através de
microscopia de luz (Fig. 08a-d) e de microscopia eletronica de
varredura, com a visualizacdo dos arquegonios (Fig. 08e-h).

Figura 08 — Microscopia de Luz (a-d) e Microscopia Eletronica de
Varredura (e-h) de gameto6fitos cordiformes de Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) com 90 dias. Detalhes de
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arquegdnios localizados na face abaxial (setas). C: esporos
controle; ES: esporos esterilizados superficialmente; CR: esporos
ndo esterilizados superficialmente e criopreservados; CRE:
esporos esterilizados superficialmente e criopreservados.

4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam que a
criopreservacdo mantém a viabilidade dos esporos de Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae), corroborando com os estudos de
Rogge et al. (2000). No entanto, Rogge et al. (2000) ndo analisaram os
efeitos da criopreservacao dos esporos no desenvolvimento gametofitico
ou esporofitico dessa importante espécie da flora da América do Sul,
ameagada de extingdo (MMA, 1998). Esse método também ¢ eficiente
para a conservacdo de esporos aclorofilados de diversas espécies de
samambaias, (AGRAWAL et al., 1993; PENCE, 2000, BRUM &
RANDI, 2006; BALLESTEROS et al., 2012).

A esterilizagdo superficial de esporos de samambaias ¢ um
procedimento utilizado em estudos de germinagdo para eliminar ou
reduzir a contaminacdo por fungos e bactérias (RENNER & RANDI,
2004; DE BRUM & RANDI, 2006; BEGNINI & RANDI, 2009;
VIVIANI et al., 2009; WU et al., 2009; BARNICOAT et al., 2011,
VARGAS & DROSTE, 2014). Observou-se neste trabalho que a
esterilizagdo superficial inibiu parcialmente a germinagdo em
comparacdo a germinagdo de esporos controle, ndo esterilizados, o que
ja foi também verificado em outros estudos (HAMILTON & CHAFFIN,
1998; SIMABUKURO et al., 1998; CAMLOH, 1999). A cultura de
esporos ndo esterilizados também simplifica os processos de
propagacdo, tornando-os mais acessiveis e simples de executar, para
estabelecer plantulas de D. sellowiana. Mikula et al. (2009)
criopreservaram esporos de Cyathea australis Domin. (Cyatheacea) por
24 horas e verificaram que a média de germinac¢do ndo sofreu alteragdes
apos a criopreservagdo, mas quando os esporos foram previamente
esterilizados, houve uma grande perda de viabilidade. Camloh (1999)
cultivou esporos de Platycerium bifurcatum (Cav.) C. Chr.



(Polypodiaceae) armazenados por longos periodos e observou um
decréscimo de 40% na germinacdo quando previamente esterilizados, e
quando armazenados sem esterilizagdo a germinagdo ocorreu
normalmente. Ainda assim, a esterilizacdo superficial de esporos de
samambaias € o método mais seguro quando se deseja uma cultura de
gamet6fitos sem contaminagdes ou com baixa contaminagdo
(SIMABUKURO et al., 1998; CAMLOH,1999).

A imersdao de esporos sem crioprotetores em NL como foi
utilizado neste trabalho, também ja foi utilizada com sucesso em outros
trabalhos (AGRAWAL et al., 1993; PENCE, 2000; ROGGE et al.
2000). O principal risco da técnica de resfriamento rapido ¢ a formagdo
de cristais de gelo intracelularmente, que podem danificar a célula,
inviabilizando a técnica (MROGINSKI et al., 1993), o que nao ocorreu
em D. sellowiana possivelmente por que esporos aclorofilados, em
geral, possuem baixissimo conteudo relativo de agua (DYER, 1979). As
analilses de microscopia confocal ndo demonstraram alteragdes entre os
tratamentos, mas a partir das autofluorescéncias da parede do esporo ¢
dos cloroplastos pdde-se identificar esporos ndo germinados e
gamet6fitos em diferentes fases do desenvolvimento, diferenciando-os
pelo numero de células e pelo acimulo de cloroplastos. As imagens de
MET demonstraram que ndo houve danos ultraestruturais em nenhum
dos tratamentos ¢ a organizacao sub-celular foi semelhante, ndo tendo
sido observada nenhuma anomalia nas organelas de nenhum dos
tratamentos. A comparagdo do desenvolvimento gametofitico foi
sincrOnica entre todos os tratamentos e obedeceu ao mesmo padrdao
encontrado por Suzuki (2003) para esta espécie, demonstrando a
eficiéncia do método da criopreservacdo em preservar as caracteristicas
fenotipicas.

Neste estudo verificamos que a criopreservagdo nao alterou a
germinacao de esporos ndo esterilizados de Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae), assim como Mikula et al. (2009) em estudos com
esporos de Cyathea australis Domin. (Cyatheaceae), uma samambaia
arborea ameacada de extingdo na Tasmania. Li et al. (2010) trabalharam
com trés espécies de Alsophila (Cyatheaceae) ameacadas na China, e
constataram que a criopreservagdo de esporos ¢ mais eficaz em manter a
viabilidade que a armazenagem sob 4° ou -18°. Entretanto, ha trabalhos
que relacionam uma aceleragdo na germinagdo e desenvolvimento
inicial apos a criopreservacdo (ROGGE er al., 2000; RENNER &
RANDI, 2004; FILIPIN et al., 2016). Rogge et al. (2000) trabalhando
com germinagdo “in vitro” de esporos criopreservados de D. sellowiana
em meio com adicdo de sacarose, verificaram um aumento na
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germinacdo destes esporos, o que nao foi verificado neste trabalho,
possivelmente porque os parametros de esterilizagdo e de cultura tenham
sido diferentes neste estudo.

Morfologicamente neste trabalho houve apenas sutis diferencas
no acumulo de material na parede dos esporos submetidos a
esterilizagdo, observadas pelo MEV. Os esporos de Dicksonia
sellowiana Hook. sdo tetraédricos, possuem lobos proeminentes com
uma grande depressdo entre os bragcos da fissura, que possui
aproximadamente % do raio do esporo. A camada mediana do esporo
(exina) € até trés vezes mais espessa que a interna (intina), e sua
superficie possui granulagdes apresentando pequenas perfuragoes. Nao
foi possivel identificar claramente a presenga da camada mais externa da
parede do esporo (perina) neste trabalho, possivelmente em fun¢ido do
atrito gerado pelo processo de obtengdo dos esporos, mas a perina
geralmente ¢ formada por uma camada transparente, com deposicao de
material granulado em seu exterior (COELHO & ESTEVES, 2008).

A viabilidade dos esporos criopreservados também pode ser
comprovada pela analise ultraestrutural, onde nenhuma alteragdo foi
observada na parede celular e no interior do citoplasma que apresentou
organelas celulares integras. Este resultado também foi observado por
Filipin et al.(2016) em esporos de Pleopeltis lepidopteris De La Sota
(Polypodiaceae) criopreservados. Estes autores também destacam a
presenga de grande quantidade de corpos de lipidios como material de
reserva no interior dos esporos, corroborando ao nosso estudo em que
também foram observados inimeros corpos de lipidios e proteinas no
esporo. Esse material de reserva também foi visualizado no interior dos
vacuolos da célula protalial do gametofito filamentoso. Segundo
Raghavan (1989), a hidrolise desse material de reserva € que gera a
energia para a germinagao.

Os apontamentos dados por este trabalho evidenciam que a
criopreservacdo mantém a viabilidade e o vigor de esporos de D.
sellowiana, e ainda permite o desenvolvimento gametofitico normal,
com o surgimento de gametangios, mantendo a integridade fenotipica do
material criopreservado, atendendo aos requisitos de programas de
conservacao de germoplasma (HARDING et al., 1997; BENSON et al.,
1998). Com isso podemos garantir informagdes para subsidiar projetos
de conservagdo desta espécie em bancos de germoplasma, ajudando
assim a evitar sua extingdo.



5 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho nos permitem concluir que
a criopreservacdo de esporos de Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae) em nitrogénio liquido é um método adequado para a
conservagao “ex situ” dessa espécie, uma vez que foi possivel verificar
que ndo houve alteragdes morfoldgicas ou ultraestruturais em esporos
criopreservados, os quais germinaram e se desenvolveram de acordo
com o tratamento controle, atestando a eficiéncia do método de
criopreservagdo de esporos desta espécie, conforme descrito por Rogge
et al. (2000).
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Capitulo 2 — Aspectos da fotossintese de gametéfitos e esporoéfitos
jovens de Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) provenientes
de esporos submetidos a criopreservaciao em nitrogénio liquido.

RESUMO

A Mata Atlantica ¢ um bioma brasileiro ameacado pela perda de
biodiversidade em decorréncia da intensa exploracdo florestal,
desmatamento, agropecuaria e fragmentagdo das florestas nativas.
Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) ¢ uma samambaia arborea
ameagada de extingdo, que ocorre em floresta ombrofila mista, na Mata
Atlantica. Esta samambaia apresenta potencial paisagistico e
farmacéutico. A criopreservacao ¢ uma op¢ao de conservacao “ex situ”
para proteger e conservar o patrimonio genético de espécies nativas
ameacgadas e espécies de interesse comercial, sendo fundamental a
prospeccao de informagdes que subsidiem os protocolos de conservagido
e propagacao desta espécie. Com o objetivo de verificar se esporos
criopreservados e/ou esterelizados causam algum comprometimento ao
estabelecimento de plantulas, utilizamos gamet6fitos cultivados ha 100
dias, a partir de esporos controle (C), esporos esterilizados
superficialmente (ES), esporos ndo esterilizados superficialmente e
criopreservados (CR) e esporos esterilizados superficialmente e
criopreservados (CRE) de D. sellowiana. Gametofitos e esporofitos de
todos os tratamentos foram analisados quanto ao seu percentual de
formagio de espordfitos, seu indice de Velocidade de Emergéncia
(IVE), crescimento em altura (TCR) e tiveram seus padrdes
fotossintéticos comparados através de curvas rapidas de luz (CRL’s),
intensidade de fluorescéncia (IntDen), e quanto a concentragdo de
clorofilas. Isto nos permitiu verificar que os esporéfitos provenientes de
criopreservagdo com prévia esterilizacdo apresentaram maior percentual
de formagdo de esporodfitos e maior IVE. Além disso, observaram-se
diferencas nos padrdes fotossintéticos entre gametofitos e esporofitos.
Estes resultados demonstram a eficiéncia do método de criopreservacao
aqui proposto em estabelecer esporofitos saudaveis e com vigor,
fornecendo informagdes eficazes e com baixo grau de complexidade,
para protocolos de conservagdo em germoplasma, bem como para
projetos de conservagdo e reintrodu¢do em ambiente natural.



Palavras-chave: Curvas Rapidas de Luz — Densidade Integrada de
Fluorescéncia —Esporofitos — Pigmentos Fotossintéticos —Samambaias
Aborescentes

ABSTRACT

The Atlantic Forest is a Brazilian biome threatened by the loss
of biodiversity due to intense forest exploitation, deforestation,
agriculture and the fragmentation of native forests. Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) is a tree fern threatened with
extinction, occurring in mixed ombrophilous forest in the Atlantic
Forest. This fern presents landscape and pharmaceutical potential.
Cryopreservation is an “ex situ” conservation option to protect and
conserve the genetic patrimony of endangered native species and species
of commercial interest, and it is fundamental to prospect for information
that supports the conservation and propagation protocols of this species.
In order to verify if cryopreserved and / or sterilized spores cause some
compromise to the establishment of seedlings, we used gametophytes
grown 100 days ago, from control spores (C), surface sterilized spores
(ES), surface non - sterilized spores and cryopreserved spores CR) and
surface sterilized and cryopreserved spores (CRE) by D. sellowiana.
Gametophytes and sporophytes of all treatments were analyzed for their
percentage of sporophyte formation, their Index of Emergency Speed
(IVE), growth in height (TCR) and had their photosynthetic patterns
compared through fast light curves (CRLs) Integrated Fluorescence
Density (IntDen), and the concentration of chlorophylls. This allowed us
to verify that sporophytes from cryopreservation with previous
sterilization had a higher percentage of sporophyte formation and higher
IVE. In addition, differences in photosynthetic patterns between
gametophytes and sporophytes were observed. These results
demonstrate the efficiency of the cryopreservation method proposed
here in establishing healthy and vigorous sporophytes, providing
effective and low complexity information for conservation protocols in
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germplasm, as well as for conservation and reintroduction projects in the
natural environment.

Keywords: Arborescent Ferns — Integrated Fluorescence Density -
Photosynthetic Pigments — Rapid Light Curves — Sporophytes

1 INTRODUCAO

Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) ¢ uma samambaia
arborescente ameagada de extingdo (MMA, 1998) devido a extensiva
extragdo de seu tronco, fibroso e denso, ideal para o cultivo de orquideas
(SILVA, 1986) e muito utilizado para a confecgdo de vasos, ou ainda
para a produgdo de substrato. Pode ser encontrada desde o sul do
México e América Central, na Colombia, Venezuela, Peru, Bolivia,
Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil, geralmente em regides de maior
altitude, geralmente acima de 60 m do nivel do mar (SEHNEM, 1978;
TRYON & TRYON, 1982). No Brasil D. sellowiana ocorre na Mata
Atlantica, um ecossistema brasileiro que tem sofrido intensa degradagéo
nas ultimas décadas devido a exploragdo florestal e ocupagdo urbana, e
por isso esta espécie consta no Livro Vermelho da Flora do Brasil
(PILATTI et al., 201 1;MARTINELLI & MORAES, 2013).

O estabelecimento de bancos de germoplasma para
armazenamento de espécies ameacadas ¢ uma estratégia fundamental
para garantir a manutengdo destas espécies (PENCE, 2000; HIGA et al.,
2011; PILATTI et al, 2011; HARDING et al., 2013). Recentes
trabalhos confirmam que a D. sellowiana possui potencial também para
a industria farmacéutica, por apresentar compostos que podem ser
utilizados na producdo de medicamentos para asma, hipertensdo e
doengas dermatologicas (RATTMANN et al., 2009, 2011, 2012). Para
isto ¢ imprescindivel o desenvolvimento de protocolos de conservagao e
propagacao que garantam ndo apenas a manutencao, mas a viabilidade e
o vigor do patrimdnio genético, logrando éxito na reintrodugdo em
ambiente natural, sendo necessario avaliar quaisquer efeitos indesejaveis
advindos dos métodos de conservacdo (SIMABUKURO et al., 1998).



A criopreservagdo de esporos em nitrogénio liquido pode ser uma
forma eficiente de conservagdo (BENSON et al., 1998; PENCE, 2000;
BALLESTEROS et al., 2012), em especial para espécies ameacgadas
como D. sellowiana. Esporos aclorofilados de samambaias podem ser
armazenados em nitrogénio liquido (AGRAWAL et al, 1993;
SIMABUKURO et al., 1998; PENCE, 2000; ROGGE et al., 2000; DE
BRUM & RANDI, 2006; BALLESTEROS & WALTERS, 2007;
RECHENMACHER et al., 2010; BALLESTEROS et al, 2012;
FILIPIN et al., 2016) e geralmente toleram dessecagdo como sementes
ortodoxas (BALLESTEROS & WALTERS, 2007; PENCE, 2008;
BARNICOAT et al.,, 2010). Rogge et al. (2000) criopreservaram
esporos de D. sellowiana durante 90 dias em nitrogénio liquido, sem a
necessidade de adi¢do de crioprotetores. No entanto, as autoras ndo
observaram os efeitos da criopreservagdo no estabelecimento de
esporo6fitos.

A propagagdo de samambaias por meio de germinagao de esporos
tem sido amplamente estudada nos ultimos anos (SIMABUKURO et al.,
1998; ARENS, 2001; RANIL et al., 2010; RECHENMACHER et al.,
2010; MARTINEZ et al., 2014; MIKULA et al., 2015; FILIPIN e al.,
2016). Entretanto, estes estudos se dedicaram somente a fase inicial de
germinagdo, com poucos estudos sobre o inicio da fase esporofitica
(BERNABE et al., 1999; HIENDLMEYER & RANDI, 2007; PENCE,
2015). As samambaias possuem alternancia de ciclos de vida e assim,
padrdes fisiologicos distintos entre as fases gametofitica e esporofitica.
Bernabe ef al. (1999) estudaram o crescimento de espordfitos jovens de
Alsophila firma (Baker) D.S.Conant (Cyatheaceae) quanto a condi¢des
de luminosidade em interior e borda de floresta ¢ observaram que as
condig¢des ideais de luminosidade para gametofitos sdo diferentes para
esporo6fitos jovens, uma vez que gametofitos daquela espécie necessitam
de ambientes umidos e sombreados para se desenvolver, enquanto
ambientes mais iluminados levaram a um maior crescimento de
esporofitos. Hiendlmeyer & Randi (2007; 2010) observaram a
germinacdo e a formagdo de esporofitos em quatro espécies de
samambaias, sendo duas espécies arboreas, porém, tal como Bernabe et
al. (1999), ndo utilizaram esporos criopreservados. Suzuki et al. (2005)
acompanharam a formacdo de esporofitos de Dicksonia sellowiana
Hook. (Dicksoniaceac) e observaram o surgimento dos primeiros
individuos aos 84 dias ap6s a germinagdo, e ainda estimaram o
crescimento médio mensal em 0,225 cm/més sob 10% de luz solar,
porém também nado foram utilizados esporos criopreservados.
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Estudos que observem efeitos de longo prazo em samambaias
submetidas a estresses pré-germinativos sdo escassos. Pence (2015)
acompanhou a formacdo de esporofitos obtidos a partir de esporos
criopreservados de Asplenium scolopendrium var. americanum Kartesz
& Ghandi (Aspleniaceae) durante 46 meses, porém ndo verificou a
fisiologia destes esporofitos.

Em relag@o aos pardmetros fotossintéticos ha poucos estudos com
gametofitos de samambaias provenientes de criopreservacao (FILIPIN
et al., 2016) e especificamente sobre a transigdo para a fase esporofitica
sdo inexistentes. No estudo de Filipin et al., 2016 ndo foram observadas
diferengas nos pigmentos fotossintéticos, mas gametofitos provenientes
de esporos criopreservados apresentaram maior F,/F,, que os esporos
controle. Para esporo6fitos maduros, os pardmetros fotossintéticos foram
analisados somente em estudos com estresses hidricos ou radiagdo
ultravioleta (MINARDI et al., 2014; VOYTENA et al., 2014), ndo
sendo encontrado na literatura nenhum estudo sobre os paridmetros
fotossintéticos em esporofitos provenientes de esporos criopreservados.

Assim, este estudo complementa a compreensdo sobre a
fisiologia da fase esporofitica de D. sellowiana a partir de esporos
criopreservados, ¢ de forma inédita fornece um panorama de longo
prazo do desenvolvimento desta espécie apds armazenamento
criogénico.

2. MATERIAL E METODOS

As etapas da metodologia aqui descritas se deram a partir da
execucdo das analises descritas no organograma da Figura 01, em que a
partir da germinag@o os esporos se desenvolvem até a fase reprodutiva,
ocasido em que se iniciam as analises deste trabalho, que ampliam a
compreensdo da fotossintese em gametdfitos na fase reprodutiva e em
esporofitos jovens, por meio de andlises com Fluorimetro de Pulso
Modulado (PAM), Conteudo de Clorofilas Totais e Intensidade de
Fluorescéncia por Area, através de imagens de Microscopia Confocal.
Observar e comparar a formacao de esporofitos, e ainda o crescimento
de espordfitos complementam esta analise sobre a fisiologia de
gametofitos em fase reprodutiva e espordfitos jovens de D. sellowiana



submetidos a criopreservacdo por imersdo direta de seus esporos
previamente esterilizados superficialmente ou néo.
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Esporofitos

Anélise da
Fotossintese

(230 dias +2) Esporofitos

Anélise dos

s B e B
RL" i
,C S Anélise de Formagio G
Conteudo de Chlas sy Crescimento de
Intensidade de ; Espordfitos
100 a 200 di 5
Fluorescéncia e t) (125 a 185 dias)
\ J \ J J
I 1
( B 'S "\
% formagdo de Altura da maior fronde
Gametofitos Esporofitos esporofitos Numero de frondes
IVE J TCR
& & J
Figura 01 - Organograma das andlises de estabelecimento de

espordfitos e fotossintese de gametofitos e espordfitos de
Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae). SIGLAS:
CRL’s=Curvas Raépidas de Luz; IVE=Indice de Velocidade de
Emergéncia; TCR=Taxa de Crescimento Relativo

2.1 Obtencio dos gametofitos e esporoéfitos jovens de Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) através do cultivo de esporos

As etapas que permitiram obter os gametofitos e esporofitos
jovens utilizados neste estudo seguiram os mesmos procedimentos ja
relatados nos itens 2.1 a 2.7 do capitulo 1.
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2.2 Analises de estabelecimento e crescimento de espordfitos de D.
sellowiana

2.2.1 Curvas de formacao de esporofitos

Aos 95 dias de cultivo (10 de julho de 2016), quando
gametangios foram observados em todos os tratamentos, foi realizada
uma repicagem aleatéria de 200 gametofitos de cada tratamento para
quatro bandejas transparentes de polietileno (n=4), contendo o mesmo
substrato utilizado anteriormente (sem o tecido entretela), sendo
transplantados 50 gametofitos por bandeja para avaliar a porcentagem
de formagdo de espordfitos. O aparecimento de esporofitos foi analisado
a cada 5 dias, a fim de se obter o percentual de formagdo de esporofitos
para cada tratamento (VIVIANI, 2007 adaptado).

2.2.2 Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) de Espor6fitos

A velocidade de emergéncia de esporofitos foi verificada pela
expressdo proposta por Maguire (1962), a seguir:

IVE=_G, +_G, +..+_G,
Nl N2 Nn

Onde:

G = numero de esporofitos formados/estabelecidos na 12
contagem, nas subsequentes até a ultima contagem.

N = numero de dias decorridos desde a inoculagdo na 1°
contagem, e nas subsequentes até a ultima contagem.



2.2.3 Taxa de Crescimento Relativo (TCR) de Esporofitos

Para a analise do crescimento foram utilizados 20 esporofitos de
cada tratamento, obtidos a partir da metodologia ja mencionada em 2.2.1
e apos 125 dias de cultivo, transferidos individualmente para mini-vasos
de 125 ml de volume com o mesmo substrato ja utilizado, em
delineamento completamente casualizado. Os mini-vasos foram
acondicionados em caixas de polietileno transparente com tampa, do
tipo confeitaria, para evitar seu dessecamento (VIVIANI, 2007). A taxa
de crescimento relativo (TCR) foi calculada de acordo com a equagao:
(logyo Ly — logyp Ly) / to-t; onde L, é o logaritmo decimal da altura da
fronde no tempo 1 e L, é o logaritmo decimal da altura da fronde no
tempo 2 (BERNABE ef al., 1999). O tempo 1 (t;) foi o dia da primeira
afericdo, com a implantagdo do experimento, ¢ o tempo 2 (t;) foi
definido pela avaliagdo seguinte apds 60 dias. De cada individuo foi
analisado o nimero de frondes por planta e altura da maior fronde.

2.3 Analises de Parametros Fotossintéticos de Gametofitos
Cordiformes e Esporofitos Jovens de D. sellowiana

2.3.1 Anadlise da autofluorescéncia dos cloroplastos através de imagens
de microscopia confocal de varredura a laser

Amostras de gametofitos em fase reprodutiva e de esporofitos
jovens (230 dias) foram analisadas em microscopia confocal de
varredura a laser (Leica TCS SP-5, Wetzlar, Alemanha) para os registros
fotograficos da autofluorescéncia dos cloroplastos e posterior
quantificagdo da densidade integrada de fluorescéncia, que ¢ a
intensidade de fluorescéncia por area, com o software Imagel, versdo
1.51.

As amostras de todos os tratamentos foram depositadas em
laminas seladas com esmalte e previamente aclimatadas por 30 minutos
ao escuro completo. A excitagdo das células foi feita pelo laser 488 nm,
e os espectros de emissdo entre 600 nm a 750 nm. As imagens foram
processadas através do programa LAS AF-Lite (Leica). Foram
utilizados quatro gametofitos e quatro esporofitos de cada tratamento.
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Em cada individuo analisado foi estabelecida uma area eliptica na
margem, abrangendo um cloroplasto, e desta area foi mensurada a
intensidade de fluorescéncia, repetindo-se este procedimento em dez
pontos de cada individuo, perfazendo 40 analises por tratamento
(FILIPIN et al., 2016 modificado).

As amostras foram fotografadas no microscopio Leica HCX
PLAPO lambda, com objetiva 63x/1,4-0,6 em o6leo de imersdo, no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC.

2.3.2 Parametros fotossintéticos através da Fluorescéncia da Clorofila a

As amostras de gametofitos com gametangios e esporofitos
jovens (230 dias) de todos os tratamentos foram previamente
aclimatadas por 30 minutos ao escuro completo. A emissdo da
fluorescéncia da clorofila a foi mensurada através de um fluorimetro de
pulso com amplitude modulada (Junior PAM, Walz, Effeltrich,
Germany) equipado com uma fibra 6tica de 1,5 mm de didmetro e um
diiodo azul (465nm) como fonte de luz.

Utilizando o método do pulso de saturagdo de luz foram obtidas
medidas da fluorescéncia emitidas pelos gametofitos e esporofitos em
diferentes estados fisiologicos, levando em consideracdo os valores que
seguem (WHITE & CRITCHLEY, 1999; MAXWELL & JOHNSON,
2000; BAKER, 2008): F, F, (fluorescéncia da amostra aclimatada as
condi¢des de claro e escuro, respectivamente); F,, F,” (fluorescéncia
maxima apds aclimatacdo ao escuro e ao claro, respectivamente). Os
dados obtidos foram posteriormente utilizados para calcular os
parametros fotoquimicos ¢ nao-fotoquimicos. Para estas analises foram
utilizadas 4 réplicas de cada tratamento, sendo que trés curvas rapidas de
luz foram feitas em amostras independentes de cada tratamento,
totalizando 12 curvas por tratamento (n=12). Utilizando-se a opcao
“Rapid Light Curve” (RLC), as curvas de luz foram obtidas com a
aplicagdo de uma série de oito pulsos de luz saturante (LS), cada um
deles seguidos de uma exposigdo de luz actinica (LA) crescente (2-3000
pmol m”.s” RFA) com intervalos de 0,8s (GENTY et al., 1989). Todos
os parametros foram calculados através do software WinControl (v3.18
- Walz). A area sob as curvas rapidas de luz foi medida permitindo a



comparacdo destes valores e assim, do padrio fotossintético de cada
tratamento.

Para estimar a eficiéncia fotoquimica maxima calculou-se o
rendimento quéntico 6timo pela equagao F, /F,,, em que F,, é o valor da
fluorescéncia maxima e F, é a diferenca entre a fluorescéncia maxima e
a fluorescéncia inicial de planta aclimatada ao escuro. A estimativa da
proporgao de luz absorvida pela clorofila associada ao PSII que é usada
nas reagdes fotoquimicas, ou rendimento quantico efetivo (Y(II)) é
obtida pela equagdo AF/ F,,” = (F,," - F)/ F,,’, onde F," é a fluorescéncia
maxima verificada pelos pulsos de saturagdo e AF ¢é a diferenca entre
F, e a fluorescéncia total.

O excesso de radiagdo que ndo ¢é utilizada nos processos
fotoquimicos, dissipa-se de duas maneiras, conhecidas como vias de
dissipacdo nao-fotoquimicas: Y(NO) é a fracdo de energia dissipada
passivamente na forma de calor ou fluorescéncia, especialmente quando
o PSII estd com seus centros de reagdo fechados e é calculada pela
equacdo Y(NO) = F/ F, onde a fluorescéncia ¢ dividida pela
fluorescéncia maxima da planta aclimatada ao escuro; Y(NPQ) ¢é a
fragdo de energia dissipada na forma de calor por regulacido de
mecanismos de fotoprotecdo e dissipagdo ndo-fotoquimica,e pode ser
aferido pela formula (F, - F,,,")/ F,,” onde F,, é a fluorescéncia maxima
da planta aclimatada ao escuro, ¢ F," ¢ a fluorescéncia maxima nos
picos de saturagdo de luz. Assim tem-se que Y(I)+Y(NO)+Y(NPQ)=1
(KRAMER et al., 2004; KLUGHAMMER & SCHREIBER, 2008).

2.3.3 Extracao e dosagem de Clorofilas a e b, e Carotendides

Foram utilizadas trés amostras de 100 mg de gametofitos em
fase reprodutiva e esporofitos jovens de cada tratamento, para extracdo e
quantificagdo de clorofilas e carotenodides, conforme Wellburn (1994).
As amostras foram colocadas em tubos de ensaio, € acrescidas 3 ml de
DMSO (Dimetilsulféxido), e incubadas a 40°C por 45 min. Em seguida,
os extratos foram distribuidos em microplaca de 96 pogos (250 ul) e as
leituras de absorbancia foram realizadas no espectofotometro
(Multileitora Infinite M200 TECAN), em 480 nm, 649 nm e 665 nm. As
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quantificagdes de clorofilas e carotendides (n=8) foram realizadas de
acordo com as equagdes estabelecidas por Wellburn (1994):

Chla a = 12.47 * (A665) — 3.62 * (A649)
Chla b = 25.06 * (A649) — 6.5 * (A665)

Carotendides = ((1000 * A480) - (1.29 * Chla a) - (53.78 * Chla
b)) /220

Os resultados foram expressos em pg/g de massa fresca.

2.3.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir da formagdo de espordfitos foram
primeiramente expressos em porcentagem da média e para cada dia de
avaliag@o foram calculados média e desvio padrdo (SOKAL & ROHLEF,
1969). Todos os resultados foram analisados pelos testes de normalidade
de Shapiro-Wilk, para verificagdo da homocedasticidade e das
variancias (SANTANA & RANAL, 2004). Os dados que ndo seguiram
a distribui¢do normal ou ndo apresentavam homocedasticidade foram
transformados em Log 10 e novamente submetidos aos testes de
normalidade e homocedasticidade. A comparagdo dos tratamentos foi
efetuada através de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
comparacdo de médias de Tukey (5%), quando normais e
homocedasticos (FERREIRA e BORGHETTI, 2009). Os dados que ndo
apresentaram normalidade ou homocedasticidade, mesmo apds a
transformacao logaritimica, foram submetidos ao teste ndo paramétrico
de Freadman (mais de dois tratamentos) (ZAR, 1996; SANTANA &
RANAL, 2004). O delincamento experimental foi inteiramente
casualizado. Os resultados foram analisados pelos softwares Excel, R e
BioEstat.

Para comparar curvas rapidas de luz quantitativamente, usando
estatistica paramétrica, serdo utilizados parametros descritivos como
rendimento quéntico otimo (Fv/Fm), taxa de transporte de elétrons
(ETR) e dissipacao de energia (Y). Esses parametros serdo calculados
pela equacdo de Platt (PLATT et al. 1980) usando o software Win
Control 3.0.



3 RESULTADOS

3.1 Analises de estabelecimento e crescimento de esporofitos de D.
sellowiana

3.1.1 Formagao de Esporofitos

Analisando o percentual de formagdo de esporofitos, os
tratamentos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
apos 100 dias de cultivo. Mas no decorrer do periodo experimental
pode-se observar que o tratamento CRE foi o que apresentou maior
formagdo de esporofitos (Fig. 02).
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Figura 02 — Curva de formacdo de espordfitos (%) de Dicksonia
sellowiana Hook.(Dicksoniaceae). C: esporos controle; ES:
esporos esterilizados superficialmente; CR: esporos néo
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esterilizados superficialmente e criopreservados; CRE: esporos
esterilizados superficialmente e criopreservados. p<0,05. (média +
DP, n=200).

Com relagdo a velocidade de emergéncia (Figura 03) nota-se que
inicialmente os tratamentos também néo apresentaram diferencgas. Mas a
partir dos 120 dias de cultivo até o final do periodo experimental (200
dias) o tratamento CRE apresentou sempre maior velocidade de
emergéncia em relagdo aos demais tratamentos, diferindo
estatisticamente do controle. O tratamento ES apresentou menor
velocidade de emergéncia desde os 120 dias e o tratamento CR
demonstrou padrdo intermediario de velocidade de emergéncia, sem
diferencas estatisticas para nenhum grupo.

[EnN
o
)

IVE
O P, N W b U1 O N O O

Dias apds a germinagdo

Figura 03 - indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) de
Dicksonia sellowiana Hook.(Dicksoniaceae). C: esporos controle;
ES: esporos esterilizados superficialmente; CR: esporos nao
esterilizados superficialmente e criopreservados; CRE: esporos
esterilizados superficialmente e criopreservados. p<0,05. (média +
DP, n=200).



3.1.2 Anadlise do crescimento de esporofitos

Em relacdo a comparagdo da TCR (Tabela 01), ndo houve
diferencas estatisticas entre os tratamentos, levando em conta os 60 dias
analisados. A altura da maior fronde apresentou uma média de 17,95 cm
e nenhuma diferenga estatistica foi observada entre os tratamentos.
Verificou-se ainda que todos os tratamentos possuiam em média o
mesmo volume de frondes, sem a existéncia de diferengas estatisticas.

Tabela 01 — Analises do nimero de frondes por planta e do crescimento em
altura de espordéfitos de Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae) apos
60 dias de verificacio. p<0,05 (média = DP, n=20). C: esporos controle; ES:
esporos esterilizados superficialmente; CR: esporos ndo esterilizados
superficialmente e criopreservados; CRE: esporos esterilizados superficialmente
e criopreservados. Letras iguais demonstram que ndo hé diferencas estatisticas.

C ES CR CRE
N 1,13 £ 1,06a 0,73 £0,70a 1,67 £0,72a 1,67 £0,98a
Frondes
Maior

Fronde  1740+5,550a 16,80+224a 18,60 £3,09a 19,00 +2,90a
(cm)

0,0050 0,0052 0,0052 0,0052

TCR £0,0013a +0,0006a +0,0008a +0,0007a

3.2 Anailises da Fotossintese de Gametofitos e Esporofitos de D.
sellowiana

3.2.1 Densidade Integrada de Fluorescéncia

Quando analisados através da microscopia confocal, as
amostras de gametofitos dos tratamentos C (Fig. 04a) e CR (Fig. 04c)
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apresentaram células com uma aparente maior densidade dos
cloroplastos em relagéo aos tratamentos ES (Fig. 04b) e CRE (Fig. 04d),
0s quais apresentaram regides sem a presenga de cloroplastos. Para estes
gamet6fitos, em relacdo a quantificacdo da densidade integrada de
fluorescéncia, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos (Fig. 041). Ja as amostras de esporoéfitos (Fig. 04e-
h) apresentaram células com cloroplastos aparentemente menores
comparadas aos gametofitos e distribuidos irregularmente pelo
citoplasma, sendo que os tratamentos CR ¢ CRE apresentaram um maior
espacamento dos cloroplastos pelo citoplasma. Ao quantificarmos a
densidade integrada de fluorescéncia (Fig. 04j), o tratamento CR
apresentou os maiores valores, ¢ os demais tratamentos nao diferiram do
controle (C).
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Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae). Cloroplastos
autofluorescentes em vermelho. Média da densidade integrada de
autofluorescéncia (pixels/area) de cloroplastos em gametofitos
cordiformes (i) e esporofitos jovens (j). C: esporos controle; ES:
esporos esterilizados superficialmente; CR: esporos né&o
esterilizados superficialmente e criopreservados; CRE: esporos
esterilizados superficialmente e criopreservados. p<0,05 (média +
DP, n=40).

3.2.2 Parametros fotossintéticos através da Fluorescéncia da Clorofila a

Através das curvas rapidas de luz em gametofitos (Fig. 05)
observamos a dissipacdo de energia através dos parametros de
rendimento quantico 6timo (F,/F,), rendimento quantico efetivo (Y (II)),
dissipa¢dao ndo fotoquimica em fluorescéncia e calor (Y(NO)) e da
dissipa¢do ndo fotoquimica em calor pelos mecanismos de fotoprotecio
(Y(NPQ)). Todos os pardmetros observados em gametofitos
cordiformes de D. sellowiana ficaram estatisticamente semelhantes ao
controle.
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Flgura 05 — Curvas Rapldas de Luz de gamet6fitos cordiformes de
Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae). Rendimento quantico
o0timo (a), absor¢do da energia pelo PSII (b) e dissipacdao nao-

F/F.
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fotoquimica da energia (e,d) C: esporos controle; ES: esporos
esterilizados superficialmente; CR: esporos ndo esterilizados
superficialmente e criopreservados; CRE: esporos esterilizados
superficialmente e criopreservados. p<0,05 (média + DP, n=12).

As curvas rapidas de luz de esporoéfitos jovens de D. sellowiana
(Fig. 06), permitiram analisar os mesmos parametros fotossintéticos
verificados em gametofitos cordiformes. Porém, para esporofitos jovens
(Fig. 06a), o rendimento quantico o6timo (F,/F,) apontou diferencas
entre os tratamentos ES, com o menor e CRE com o maior rendimento
quantico Otimo, embora nenhum tratamento tenha diferido
significativamente do controle (C). O rendimento quantico efetivo
(Y(I)) ndo apresentou diferengas entre os tratamentos (Fig. 06b), assim
como a dissipagdo ndo fotoquimica (Y(NO)) relativa aos centros de
reacdo do PSII fechados (Fig. 06¢). Quanto a dissipacdo ndo
fotoquimica em calor pelos mecanismos de fotoprotecdo (Y(NPQ)),
observou-se que o tratamento CRE ndo diferiu estatisticamente (Fig.
06d) do controle (C), mas apresentou as menores taxas de Y(NPQ),
enquanto o tratamento CR apresentou as maiores taxas de Y(NPQ).

Flgura 06 — Curvas Rapldas de Luz de esporofitos jovens de
Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae). Rendimento quéntico
o0timo (a), absor¢do da energia pelo PSII (b) e dissipacdo nao-
fotoquimica da energia (e,d) C: esporos controle; ES: esporos
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esterilizados superficialmente; CR: esporos ndo esterilizados
superficialmente e criopreservados; CRE: esporos esterilizados
superficialmente e criopreservados. p<0,05 (média + DP, n=12).

3.2.3 Extragao e dosagem de Clorofilas a e b e Carotendides

Em relagdo aos teores da clorofila a (Fig. 07a), os valores
encontrados  para  gametofitos do  tratamento ES  foram
significativamente menores em relagdo ao controle (C), enquanto os
demais tratamentos foram estatisticamente semelhantes entre estes e
entre si. Por outro lado, os teores de clorofila b em gametofitos foram
significativamente maiores no tratamento ES que nos demais
tratamentos, o que se repetiu para as clorofilas totais (Fig. 07a). O
balango das concentragdes mostra que ¢ maior a concentragdo de
clorofila b nos tratamentos C e¢ ES e o inverso ocorre no tratamento
CRE. A razao clorofilas a/b em gametofitos foi maior nos tratamentos
criopreservados (C-074; ES-050; CR-1,06; CRE-1,13).
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Figura 07 — Teores de clorofilas e carotendides em Dicksonia
sellowiana Hook. (Dicksoniaceae). C: esporos controle; ES:
esporos  esterilizados superficialmente; CR: esporos néfo
esterilizados superficialmente e criopreservados; CRE: esporos



esterilizados superficialmente e criopreservados. p<0,05 (média +
DP, n=8). Letras diferentes demonstram diferencas significativas
entre os tratamentos.

Em esporofitos ndo houve diferengas estatisticas entre os
tratamentos nos teores de clorofila a e clorofila 5, bem como em
clorofilas totais (Fig. 07b). As concentragdes de clorofila » foram
sempre maiores que as de clorofilas a. A razdo clorofilas a/b foi
semelhante para todos os tratamentos (CR-0,74; ES-0,61; CR-0,66;
CRE-0,57).

Quanto aos teores de carotendides em gametofitos houve dois
grupos distintos estatisticamente, no qual o tratamento ES apresenta
maior concentracdo em oposi¢ao aos tratamentos CR e CRE, com as
menores concentracdes (Fig. 07¢). O controle ndo diferiu de nenhum
dos grupos. Em esporo6fitos ndo houve diferengas estatisticas (Fig. 07d).

4 DISCUSSAO

Este estudo confirma, de forma inédita, o estabelecimento de
esporofitos jovens de Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae)
saudaveis, obtidos por meio de esporos criopreservados com e sem
prévia esterilizagdo superficial, ratificando a eficiéncia do método de
criopreservacdo de esporos desta espécie, descrito por Rogge et al.
(2000). Percebeu-se ainda que os gametofitos cordados obtidos de
esporos criopreservados previamente esterilizados demonstraram maior
velocidade de emergéncia e maior percentual de formagdo de
esporofitos, o que ndo havia sido objeto de estudo de Rogge et al.
(2000). Suzuki et al. (2005) estudaram a formagao de espordfitos jovens
de D. sellowiana, mas nao a partir de esporos criopreservados, e
obtiveram aproximadamente 70% de esporodfitos formados apds 203
dias de cultivo. A eficacia da criopreservagdo de esporos aclorofilados
de samambaias foi comprovada em diversas espécies (AGRAWAL et
al., 1993; PENCE, 2000; BRUM & RANDI, 2006; LI et al.,2010;
BALLESTEROS et al., 2012), mas estudos relacionados a efeitos da
criopreservacdo na fase reprodutiva de gametofitos ou sobre a formagao
de esporo6fitos jovens ndo sdo frequentes (DE BRUM & RANDI, 2006,
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PENCE, 2015). Filipin et al. (2016) trabalhando com Pleopeltis
lepidopteris de la Sota (Polypodiaceae) observaram ainda que a
criopreservagdo de esporos recém-coletados em nitrogénio liquido por 4
horas promoveu o crescimento gametofitico e o surgimento de
gametangios, mas as autoras ndo acompanharam o surgimento de
esporofitos.

A formacdo de espordfitos foi estudada por Hiendlmeyer &
Randi (2010) em duas espécies de samambaias arboreas do género
Cyathea (Cyatheaceae) e estas pesquisadoras verificaram que aos 200
dias os percentuais de formagao de esporodfitos estavam proximos a 70%
para C. delgadii e 30% para C. corcovadensis, sendo que C.
corcovadensis ainda apresentou valores de frondes por planta
significativamente menores, ndo tendo havido diferencas na TCR ou
altura da maior fronde, corroborando ao observado neste estudo. No
entanto as autoras ndo utilizaram plantulas obtidas de esporos
criopreservados.  Plantulas de  Tabebuia  heptaphylla  Toledo
(Bignoniaceae) obtidas de sementes criopreservadas em NL ndo
apresentaram diferengas das plantulas do controle (HIGA et al., 2011).
Pence (2015) trabalhou com germinagdo e criopreservacdo de
esporofitos de Asplenium scolopendrium var. americanum Kartesz &
Ghandi (Aspleniaceae) e verificou que os gametofitos cultivados in vitro
ndo produziram esporofitos, apenas os gametofitos cultivados em solo, o
que ocorreu 6 meses ap6s o transplante (repicagem) e se intensificou a
partir do 33° més, atingindo 74% de esporofitos formados aos 46 meses
de acompanhamento.

Com relacdo a formagdo de esporofitos jovens de D. sellowiana
obtidos a partir de esporos germinados, Goller et al. (2007) obtiveram
esporofitos jovens de D. sellowiana 6 meses ap6s a germinagdo de
esporos, sem verificar contudo, aspectos fisioldgicos relacionados ao
vigor ou percentual de formagdo de esporofitos. Suzuki er al. (2005)
estudaram estes aspectos para D. sellowiana e averiguaram o
surgimento de esporofitos com 84 dias, o que € bem proximo do que
encontramos neste estudo, e estimaram ainda o percentual de formagao
de espordfitos em 84,67% aos 245 dias, considerando que aos 203 dias
este percentual era de 70%, o que ¢ também muito proximo do que
encontramos, demonstrando que os métodos de criopreservacdo e
propagacdo empregados neste trabalho sdo eficazes em manter as
caracteristicas  fisiologicas da espécie na germinagdo, no
desenvolvimento gametofitico e no estabelecimento de plantulas
saudaveis.



Filipin et al. (2016) estudaram a densidade integrada da
intensidade de autofluorescéncia dos cloroplastos em gametofitos de P.
lepidopteris, cujos esporos foram submetidos a criopreservagdo, e
verificaram maior fluorescéncia nestes gamet6fitos em relagdo aos
gametofitos controle. Isto contrasta com o verificado neste estudo, em
que ndo houve diferenca na densidade de fluorescéncia de gametofitos
entre os tratamentos. Entretanto, P. lepidopteris ¢ uma samambaia de
restinga enquanto D. sellowiana é uma samambaia com preferéncia por
sub-bosque, o que pode explicar o comportamento distinto da
fluorescéncia destas espécies, ainda que em muitos casos a preferéncia
por sub-bosque possa ndo estar relacionada a condigdes de baixa
tolerancia a irradiacdo, mas da adaptagdo a deficiéncia hidrica no inicio
da germinacdo (OSPINA et al., 2015). Por outro lado, os esporofitos
jovens de D. sellowiana do tratamento CR também apresentaram
densidade integrada de fluorescéncia maior, mas os valores obtidos para
os esporofitos do tratamento CRE ndo diferiram dos valores encontrados
para os espord6fitos do tratamento C, sendo impossivel inferir efeitos da
criopreservagdo neste caso. A afericdo de parametros de fotoinibigdo
ajuda a entender estes diferentes padrdes fotossintéticos entre espécies
de habitats diferentes, e permite comparar a efetiva capacidade de
fotoprotegdo entre espécies ou entre tratamentos, podendo ser medido
pelo método de pulso de saturacdo com fluorimetro PAM (Walz), que
tem sido amplamente utilizado para andlises fotossintéticas em plantas
pela multiplicidade de parametros (KLUGHAMMER & SCHREIBER,
2008).

Dos parametros obtidos pelo método de pulso de saturagdo, o
rendimento quantico 6timo (F,/F,)), que avalia a eficiéncia fotoquimica
maxima do fotossistema II, permite comparar a capacidade de
fotoproteg@o entre os tratamentos e seu decaimento indica a ocorréncia
de fotodanos (KLUGHAMMER & SCHREIBER, 2008). Filipin et al.
(2016) estudaram gametofitos cordiformes obtidos de esporos
criopreservados de P. lepidopteris, que € uma samambaia de restinga e
observaram que a criopreservacao alterou positivamente o rendimento
quantico o6timo, o que ndo ocorreu para D. sellowiana, em que nao
houve diferengas neste parametro. Isto comprova que o método de
conservagdo utilizado em nosso trabalho ndo altera a capacidade
maxima do fotossistema II de gametofitos cordiformes de D. sellowiana.
Os esporofitos jovens de D. sellowiana obtidos de esporos
criopreservados também ndo diferiram do controle, e apresentaram
valores de F,/F, muito proximos dos observados por Volkova et al.
(2011) para esporofitos adultos de Dicksonia antartica Labill.
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(Dicksoniaceae) e de Cyathea australis Domin. (Cyatheaceae). Os
parametros de dissipag@o da energia identificam as vias e quantificam a
energia empregada em cada uma delas, como o Y(NO) que ¢ parte da
energia luminosa dissipada em calor e fluorescéncia pelos centros de
reagdo fechados, o Y(NPQ) que ¢ a parcela da energia luminosa
dissipada em calor como forma de protecdo, por vias ndo fotoquimicas,
e o Y(II) que ¢ a parte da energia luminosa absorvida pela clorofila
associada ao fotossistema II usada nas reagdes fotoquimicas
(KLUGHAMMER & SCHREIBER, 2008; KRAMER et al., 2004).

Gametofitos de D. sellowiana ndo apresentaram alteracdes nos
parametros de dissipacdo de energia, mas os esporofitos jovens
apontaram valores de Y(NPQ) menores para o tratamento CRE,
resultando em baixos valores para o rateio Y(NPQ)/Y(NO), o que pode
ter ocorrido em virtude deste tratamento ter submetido os esporos aos
estresses de esterilizagdo e criopreservacdo. Estes baixos valores do
rateio Y(NPQ)/Y(NO) sdo percebidos em todos os tratamentos, com
maior énfase em CRE, e também denotam baixa capacidade de
fotoprotegdo, em que altas irradidncias resultam em fotodanos
(KLUGHAMMER & SCHREIBER, 2008), refletindo o padrdo
fotossintético da espécie que na natureza prefere areas de sub-bosque.
Quanto ao Y(II), os dados ndo mostraram diferencas significativas entre
os tratamentos para gameto6fitos cordados ou para esporofitos jovens.

O contetido de clorofilas totais em gametdfitos evidenciou que os
tratamentos criopreservados mantiveram o mesmo padrdo verificado
para o controle. O tratamento ES apresentou maiores concentragdes de
clorofilas a que os demais tratamentos. O conteudo de carotenoides de
gametofitos também foi maior no tratamento ES em relagdo aos
tratamentos criopreservados (CR-CRE), mas nenhum tratamento diferiu
do controle. J4 o contetido de clorofilas totais e carotendides em
esporofitos ndo apresentaram diferenga entre os tratamentos. Estudos
demonstraram que muitas espécies em condigdes de estresse mantém
inalterados seus conteidos de pigmentos, e a variacdo destas
concentracdes entre espécies ¢ verificada com maior incidéncia
(SHERWIN & FARRANT, 1998; JADHAV et al., 2011). Rogge et al.
(2000) verificaram um aumento nas concentragdes de clorofilas em
gamet6fitos de D. sellowiana conforme a oferta de Iuminosidade
diminui. A razdo clorofilas a/b em gametofitos e espordfitos jovens de
D. sellowiana foi menor que o padrio comum em plantas, que ¢
geralmente em torno de 3:1 (VICAS et al., 2010). Essa baixa razdo
verificada para D. sellowiana ¢é caracteristica de plantas sombreadas,
aumentando assim os comprimentos de onda que podem ser capturados,



ou podem ainda ser respostas a condi¢des de estresse ou poluicdo
(TRIPATHI & GAUTAM, 2007; SUMANTA et al., 2014). Volkova et
al. (2009) trabalhando com duas samambaias arboreas verificaram que a
razdo de clorofilas a/b diminuiu em resposta a exposi¢do por longo
prazo a sombra ou oscilagdes luminosas. As analises realizadas através
do conjunto de analises de fotossintese deste estudo reforcam que as
caracteristicas proprias da espécie, como a adaptagdo para areas
sombreadas, ndo sofrem interferéncia pelo método de criopreservagio e
propagacao propostos.

5 CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados neste trabalho é possivel concluir
que a conservagdo de esporos de Dicksonia sellowiana Hook.
(Dicksoniaceae) em nitrogénio liquido € um método conveniente para a
conservagdo “ex situ” dessa espécie, uma vez que foi possivel a
obtencado de espordfitos a partir do cultivo de esporos criopreservados, e
os parametros fisiologicos destes tratamentos nao foram inferiores aos
do tratamento controle, ratificando a eficiéncia do método de
criopreservacdo de esporos desta espécie, como descrito por Rogge et al.
(2000).
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CONSIDERACOES FINAIS

A esterilizagdo superficial inibiu parcialmente a germinagdo em
contraste com a criopreservagdo, ¢ embora estes fatores estressores
tenham apresentado valores discrepantes entre si, os valores foram
semelhantes estatisticamente ao controle.

A organizagdo sub-celular ndo sofreu modificagdes relevantes em
nenhum dos tratamentos, e sua organizagdo celular demonstrou
organelas integras e semelhantes.

Todos os tratamentos apresentaram formagdo de esporofitos,
porém a velocidade de emergéncia foi maior no tratamento
criopreservado esterilizado. Nao houve diferencas no crescimento de
esporofitos e nem no volume de frondes.

A fotossintese de gametofitos cordiformes foi semelhante entre os
tratamentos, porém os esporofitos provenientes de criopreservacio e
esterilizagdo demonstraram menor fluorescéncia, ¢ maior acimulo de
clorofilas b em relagdo a clorofilas a, enquanto esporofitos provenientes
somente de esterilizagdo ou somente de criopreservacdo apresentaram
padrdes semelhantes ao tratamento controle.

O comportamento fisiolégico de D. sellowiana demonstrou
diferentes padrdes ao longo do tempo, demonstrando a necessidade de
estudos de longo prazo para a verificagdo e entendimento dos possiveis
efeitos estressores ao longo do tempo.

Os apontamentos dados por este trabalho poderiam ser
complementados por projetos estudos de protedmica que melhorem o
entendimento do comportamento fisiologico desta espécie durante a
criopreservagdo. Em trabalhos futuros, a observacdo de questdes
ecologicas relacionadas com a espécie poderiam verificar com maior
exatiddo as caracteristicas de adaptacdo desta com os ambientes
sombreados do interior da floresta e encostas umidas, bem como
entender suas preferéncias relacionadas a altitude e latitude.
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