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Efeito da criopreservagido de esporos em nitrogénio liquido no
desenvolvimento de plantas de Dicksonia Sellowiana Hook.

Autora: Patricia Almeida Barroso Moreira
Orientadora: Prof®. Dr?. Aurea Maria Randi

RESUMO

Dicksonia sellowiana Hook.. (Dicksoniaceae) ¢ uma samambaia arborea popularmente
conhecida como “xaxim” ou samambaiagu imperial. E uma das espécies ameagadas de
extingdo da lista official do IBAMA (06/62). Com o intuito de desenvolver um protocolo
seguro e eficaz para a manutencdo desta espécie em bancos de germoplasma, este trabalho
procurou analisar o efeito do armazenamento criogénico no desenvolvimento de plantas
produzidas a partir de esporos imersos em nitrogénio liquido. Para verificar a eficiéncia do
método na manutengdo da viabilidade dos esporos e na estabilidade genética, quatro amostras
de 50 mg de esporos recém-coletados foram colocadas em criotubos de polipropileno de Iml
que foram imersos em nitrogénio liquido durante uma hora. Esporos controle e
criopreservados foram esterilizados superficialmente utilizando-se solucdo a 20% de
hipoclorito de sddio comercial (2% de cloro ativo). Esporos esterilizados foram inoculados
em frascos conicos contendo 20ml of meio liquido de Dyer e foram mantidos em sala de
crescimento (25 + 2°C) sob fotoperiodo de 16 horas. Apos 30 dias de cultivo, os gametofitos
jovens foram transferidos para solo constituido de terra roxa, com adigdo de composto
organico termofilico na propor¢do de 3:1. Quando atingiram a fase cordiforme, 200
gameto6fitos foram transferidos para 4 bandejas (50 por bandeja) contendo o mesmo solo ¢ a
porcentagem de formacgdo de esporofitos foi acompanhada semanalmente. Dez gametofitos
da fase cordiforme foram fixados em glutaraldeido ¢ observados sob microscopia optica ¢
eletronica. A criopreservagdo nao alterou a porcentagem de germinagdo ¢ o tempo médio de
germinacdo. Estudos anatomicos sob MO e MEV ndo evidenciaram diferengas entre os

tratamentos.
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EFFECT OF THE CRYOPRESERVATION OF SPORES IN LIQUID NITROGEN IN
THE DEVELOPMENT OF PLANTS OF DICKSONIA SELLOWIANA HOOK.

Author: Patricia Almeida Barroso Moreira

Adviser: Prof®. Dr*. Aurea Maria Randi

ABSTRACT

Dicksonia sellowiana Hook.. (Dicksoniaceae) is a tree fern popularly know as “xaxim” or
samambaiagu imperial. It is one of the endangered species of the official list of IBAMA
(06/62).With the aim of developing a safe an effective protocol for the maintenance of this
species in germplasm banks, this work tried to analyze the effect of cryogenic storage in the
development of plants produced from spores immersed in liquid nitrogen. To verify the
effectiveness of this method in the maintenance of spore viability and genetic stability, four
samples of 50mg of recently-collected fresh spores were placed in 1ml sterile polypropylene
cryotubes, plunged into liquid nitrogen (LN) cryocans and held for one hour. Control and
cryopreserved spores were surface sterilized using a 20% solution of commercial bleach (2%
of active chlorine). Sterilized spores were sown in conical flasks containing 20ml of liquid
Dyer medium and were kept in a growth chamber (25 + 2°C) under a 16-hour photoperiod.
After 30 days’ cultivation, young gametophytes were transferred to sterilized red soil with the
addition of organic compost in the proportion of 3:1. When they reached a heart shape, 200
gametophytes were transferred to four trays (50 gametophytes for each tray) containing the
same soil and the percentage of sporophyte formation was evaluated every week. Ten heart
shape gametophytes of each treatment were fixed in glutaraldeyde for observation under
optical and electronic microscopy. Anatomical studies of gametophytes under OM and SEM

did not evidence differences between treatments.
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1 INTRODUCAO

A pteridofita arborea Dicksonia sellowiana Hook. também conhecida
como samambaiagu-imperial, pertence a classe das Filicineae, ordem Filicales,
sub-ordem Eufilicineae e a familia Dicksoniaceae. As pteridofitas sao
criptogdmicas vasculares. As samambaias fazem parte das filicineas, que sdo
também denominadas fetos, gracas a forma que tomam suas folhas quando
novas ( PEREIRA, 1981).

Segundo Sehnem (1978) a Dicksonia sellowiana encontra-se amplamente
distribuida na América Latina. Existem ocorréncias desta espécie do sudoeste do
México, passando pela Venezuela até a Colombia, sul da Bolivia, Paraguai,
Uruguai e sudeste do Brasil (TRYON & TRYON, 1982). No Brasil, ocorre nos
Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, crescendo em altitudes que variam de 60m (ao sul de sua
area de distribuicdo, no RS) até 2200 m, na Serra do Itatiaia, RJ (PIO CORREA,
1931; FERNANDES, 1997).

Em Santa Catarina, relatos de Klein (1978) referem-se a associagao de D.
sellowiana a Araucérias na submata baixa e pouco densa da Floresta dos
Faxinais, onde predominam mirticeas e aqiiifolidceas entremeadas por taquarais
e carazais, estando presente na Serra do Tabuleiro e no extremo Noroeste

Catarinense.
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A samambaiagu — imperial (D. se/lowiana) em geral apresenta um estipe
(caule) que pode alcangar até 5 metros e medir cerca de S0cm de diametro. Suas
frondes chegam a 2 metros de comprimento, sendo bipinadas pinatisectas.
Apresentam um tronco levissimo, utilizado na confec¢do de cercas vivas, vasos,
etc.; e parece que a umidade aumenta a sua durabilidade (PEREIRA, 1981).

A reproducgao das pteridofitas ocorre em duas fases, uma assexuada e a
outra sexuada. Durante a etapa da reproducdo assexuada, na face abaxial das
folhas de D. sellowiana, encontram-se grupos de pequenos corpusculos
chamados soros. Estes possuem uma coloragdo ferruginosa. Os soros se
constituem de numerosos sacos denominados esporangios, que contém o0s
elementos reprodutores denominados esporos. Amadurecendo os esporangios,
suas paredes (indusio) rompem-se, langando os esporos ao solo. Quando
encontram terreno propicio principalmente quanto a umidade e 4 temperatura,
germinam formando o protalo, uma pequena lamina clorofilada de mais ou
menos 1 cm de didametro que possui a forma de um coracao. Possuindo clorofila
e os pequenos filamentos (rizoides) pelos quais absorve dgua e sais minerais do
solo, ¢ capaz de realizar fotossintese e, portanto, viver independente da planta
mae. Com a formacao do prdtalo, entra-se na fase sexuada da reproducdo. Na
face inferior do protalo, formam-se os anteridios, 6rgdos reprodutivos
masculinos e arquegdnios, 6rgdos reprodutivos femininos. No interior dos
orgdos sexuais femininos sdo produzidas as oosferas (células sexuais femininas)

e no interior dos orgdos sexuais masculinos (anteridios) sdo produzidos os



16

anterozoides (células sexuais masculinas). Os anterozoides nadando dentro de
uma gota de chuva ou orvalho até o arquegdnio, dirigem-se a oosfera,
fecundando-a. O ovo ou zigoto formado, depois de desenvolvido, culminara em
uma plantinha. Esta plantinha inicialmente se nutrira do proétalo até que possua
folhas e raizes que permitam sua vida independente (PEREIRA, 1981).

Portanto, durante o ciclo de vida das pteridofitas (figura 1) sdo dois
individuos que atuam: o esporofito, vegetal que nasce do prétalo, e que possui
este nome porque da origem assexuadamente aos esporos, € possui numero
cromossémico 2n ; e o gametofito ou protalo, que € o vegetal transitorio cuja
denominacdo tem como causa o fato de produzir gametas, possuindo numero de
cromossomos n, significando que do esporoéfito para o gametofito ocorreu uma

reducdo (PEREIRA, 1981).
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Figura 01. Ciclo de vida de pteridofitas homosporada. Extraido de Taiz &

Zeiger,1991.
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A fase esporofitica ¢ mais duradoura, totalmente diferenciada, com varias
estruturas especializadas que permitem maximizar a absor¢do, translocagao e
retencdo de dgua, podendo alcangar varios centimetros ou metros de altura, nas
espécies arboreas. Embora ndo haja dados sobre o desenvolvimento de
gametofitos em areas tropicais sazonalmente secas, os resultados obtidos em um
estudo feito por Ranal (1999 a,b) indicaram que nestes ambientes o fator
limitante mais importante para o estabelecimento de samambaias ¢ a d4gua e nao
a temperatura.

A 4gua certamente ¢ um fator preponderante no sucesso da reprodugdo
gametofitica. Page (1979) afirma ser a 4gua o elemento mais importante para a
liberacao dos anterozoides, pelo menos o minimo necessario para a formacao de
um filme continuo entre o anteridio e o arquegdénio, mas nao muito a ponto dos
anterozoides liberados serem totalmente diluidos.

Nas pteridofitas homosporadas podem ocorrer vdarios sistemas de
cruzamento, variando desde autofecundacdo até fecundacao cruzada, em funcio
de parametros ecoldgicos, tais como densidade populacional e decréscimo no
grupamento de gametofitos, bem como fatores abidticos, como a umidade do
solo (FARRAR & GOOCH, 1975; McCAUDICEY et al,1985; SOLTIS &
SOLTIS, 1987; KORPELAINE N, 1995).

As unidades de dispersdao em pteridofitas sdo os esporos, que no caso de

D. sellowiana sdo tetraédricos ou triletes, com as laterais achatadas e superficie
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densamente granulada (TRYON & TRYON, 1982; SEHNEM, 1978). As
espécies do género Dicksonia possuem um numero médio de esporos por
esporangio de 64 (HOLTTUM & SEM, 1961; apud FERNANDES, 1997).

Segundo Dyer (1979) a produgdo de esporos de samambaias adultas pode
ser imensa. Em Pteridium sp. (Filicales) uma simples folha pode render mais de
um grama de esporos e o conteido de uma folha pode apresentar cerca de 300
milhdes de esporos. O mesmo autor também verificou que os esporos destas
espécies podem conter como principal componente de reserva lipidios ou
compostos protéicos. Em esporos com alta quantidade de lipidios, a coloragao ¢
amarelada e a quantidade de 4gua ¢ baixa apresentando indices inferiores a 5%
na massa fresca total.

Os esporos podem germinar diretamente em contato com a agua, no
escuro completo, em resposta a determinado tratamento luminoso ou por acao de
hormonios de crescimento; as substdncias organicas necessarias a germinacao
provém do metabolismo das reservas do proprio esporo (RAGHAV AN, 1989).

Os esporos de D. sellowiana se mostram fotoblasticos positivos para
germinar ¢ o desenvolvimento inicial dos individuos ¢ mais efetivo com
menores niveis de luminosidade em experimentos 7n vitro (FILIPINI ef al 1999;
ROGGE, 1999). As autoras observaram um aumento inicial na germinagao e nos
teores de clorofila de gametofitos submetidos as menores quantidades de luz

(5% e 20%), enquanto os tratamentos com maiores quantidades de luz (36% e
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50%) apresentaram um retardamento inicial na germinacdo e uma reducdo no
crescimento e desenvolvimento dos gametofitos.

D. sellowiana, tem sido fortemente extraida de nossas reservas naturais
para a confec¢do de produtos para a floricultura, como vasos e placas para o
cultivo de ornamentais, pois seu tronco formado por feixes da bainha vascular
tem sido utilizado como substrato neste setor da agricultura hd muitos anos. Este
fator tem colocado a espécie na lista oficial do IBAMA como uma das muitas
espécies de nossa flora em perigo de extingdo (PORTARIA IBAMA N° 6-N,
1992).

Devido a intensa atividade extrativista de espécies florestais nativas,
tornou-se importante a aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos vegetais para
a conservagdo de germoplasma, permitindo que o material vegetal de uma
determinada espécie esteja disponivel para sua utilizagdo futura. Com isso, as
colecdes de germoplasma passaram a ter papel fundamental para a conservagao
de espécies ameacadas de extingdo. A possibilidade de obter plantas inteiras a
partir de células isoladas, de tecidos e de o6rgaos de plantas pelo uso de técnicas
de cultura de tecidos levou ao estabelecimento dos bancos de germoplasma 1n
vitro. A conservagao in vitro envolve manuteng¢do de culturas em crescimento
ativo através de subculturas periddicas de gemas e segmentos nodais. Todavia,
essa técnica permite conservar o germoplasma vegetal somente por curto
periodo de tempo (nove a dose meses) dependendo do procedimento ou da

espécie de planta. A criopreservacao ¢ a Unica técnica disponivel na atualidade
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com potencial para garantir a conservagdo em longo prazo do germoplasma de
espécies problematicas (BENSON et a/,1998).

Técnicas diferentes tém sido utilizadas em cada caso, incluindo
criopreservacdo de protoplastos, suspensdes celulares, calos, gemas apicais e
laterais, meristemas, sementes, embrides somaticos e zigdticos, esporos e
produtos biotecnologicos (culturas produtoras de metabolitos secundarios de
interesse econdmico e linhagens celulares geneticamente modificadas)
constituindo-se em métodos valiosos para a conservagdo de recursos genéticos
vegetais (SAKAIL 1995; HARDING et al, 1997). O emprego da criopreservagao
permite a rapida multiplicacdo e armazenamento de germoplasma de plantas em
ambiente asséptico, livre de patogenos, otimizando o espago fisico e a mao-de-
obra e facilitando a troca nacional de germoplasma.

A criopreservagdo ¢ definida como a conserva¢do de material bioldgico
(células viaveis, tecidos e 6rgdos) em temperaturas ultrabaixas, geralmente em
nitrogénio liquido a —196°C, ou, em sua fase de vapor, a -150°C. Nessa
temperatura todos os processos metabolicos, como respiracdo e atividade
enzimatica, sdo desativados o que permite assegurar a conservacao de material
biologico durante longos periodos, ja que temperaturas ultrabaixas reduzem o
metabolismo celular paralisando a deterioracdo bioldgica. (BENSON ef al,
1998).

Essa técnica envolve uma série de estresses que podem destruir o material

vegetal, promovendo modificagdes nas culturas regeneradas. A manuten¢do da
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estabilidade fenotipica do material criopreservado por longo periodo ¢ desejada
nos programas de conservacdo de germoplasma (HARDING ef al, 1997;
BENSON et al, 1998). Segundo dados morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos
e moleculares, obtidos até o momento, Withers & Williams (1998) indicam que
a criopreservagao nao ameacga a estabilidade genética, demonstrando a validade
desta metodologia.

A criopreservagao pode ser util na conservacao de esporos de pteridofitas
ameacadas de extingdo. Esporos de mais de 40 espécies de samambaias sdao
capazes de sobreviver apods exposicdo ao nitrogénio liquido, possuindo a
vantagem de ndo necessitarem de adi¢cdo de crioprotetores durante os
procedimentos (AGRAWAL efal, 1993; ROGGE et al, 2000 e PENCE, 2000).
Segundo Pence (2000), esporos de samambaias s3o candidatos ao
armazenamento em longo prazo em baixas temperaturas, incluindo o nitrogénio
liquido.

O grande desafio para o criobiologista ¢ realizar um congelamento sem a
formacao de cristais de gelo no interior das células. A formacao de gelo no meio
intracelular causa ruptura do sistema de membranas celulares, resultando em
perda de semipermeabilidade e da compartimentalizagdo celular; em
conseqiiéncia disso, as células entram em colapso e morrem. A injlria mecanica
sofrida pelas células advém de dois fendomenos: o comportamento peculiar da
agua, que se expande ao congelar, e a formagao dos cristais de gelo (WITHERS

et al., 1998). No entanto, evitar a formagao desses cristais nao ¢ uma tarefa facil,
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porque alguns tecidos vegetais usados para criopreservacao apresentam altos
teores de agua em suas células.

A preservagdo fenotipica, bioquimica, molecular ou cromossomal ja foi
observada, Por exemplo, em embrides somaticos criopreservados de palmeiras
(ENGELMANN, 1991), polen de tomate (SACKS & CLAIR, 1996) e sementes
de algoddo (GONZALEZ-BENITO et al, 1998). O éxito de um bom protocolo
de criopreservagao, estd baseado em seis pontos criticos (WITHERS, 1985): i-
pré-congelamento, que inicia varios dias antes do congelamento e consiste em
manipular as condigdes de cultivo i wifro para aumentar a tolerancia ao
congelamento, adicionando-se ao meio de cultura, compostos com atividade
osmorreguladora, ou outros aditivos; ii- crioprote¢do, que consiste em tomar
alguns cuidados que permitam a célula suportar o congelamento, cuidados esses
associados principalmente a toxidez dos crioprotetores; iii- resfriamento, que
consiste na diminui¢do da temperatura que prepara o explante para o
congelamento; iv- conservagdo, a qual se da em nitrogénio liquido a —196°C na
fase liquida ou a -150°C na fase de vapor; v- descongelamento, que ¢ a fase de
recuperagao do material estocado; vi- recuperagdo, que serve para avaliar a
viabilidade do desenvolvimento apds o periodo de congelamento e conservagao.

O resfriamento pode ser realizado de duas maneiras: i- lento, onde o
material ¢ congelado de forma gradual, com a temperatura reduzindo-se de 0,1 a
3°C.min”". Desta forma ocorre uma desidratagdo celular protetora, de maneira

que os cristais de gelo se formem extracelularmente, ndo danificando a célula e
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nao provocando a lise celular. Este método ¢ o mais recomendado em vegetais,
porém ¢ dependente do emprego de um freezer com temperatura escalonada,
equipamento este normalmente muito caro; ii- rapido, onde o material vegetal é
colocado diretamente no nitrogénio liquido e a velocidade de diminuicdo da
temperatura é da ordem de 1000°C.min". No resfriamento rapido, um dos
principais riscos ¢ a formagdo de cristais de gelo intracelularmente, os quais
podem danificar a célula, inviabilizando assim toda técnica (MROGINSKI et
al, 1993). Para Withers & Williams (1998), geralmente, ¢ mais dificil se obter
resultados satisfatorios com resfriamento rapido do que com o lento.

O descongelamento ¢ tdo importante quanto o resfriamento (WITHERS &
WILLIAMS, 1998), podendo tornar falho todo o esfor¢o do resfriamento, do
congelamento e do armazenamento se ndo forem tomados os cuidados
necessarios (MROGINSKI ef al, 1993). O descongelamento rapido, ¢
necessario para evitar a recristalizacdo de gelo, na qual os pequenos cristais
crescem a tamanhos que danificam a célula. Isso pode ser feito com banhos, de 1
a 2 minutos de duragdo, em agua a 40°C, tomando-se o cuidado de inserir
gradualmente meio de cultura para diluir as substancias crioprotetoras. Também
pode ser utilizada corrente de ar quente, a qual descongela o material mais
rapidamente (MROGINSKI ef al, 1993).

Esporos de Dicksonia sellowiana Hook.., sobreviveram ao armazenamento
em nitrogénio liquido sem a necessidade de solugcdo de crioprotetores apds

quinze minutos, quinze dias, um més e trés meses. Foram descongelados a
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temperatura ambiente. Em todos os tratamentos, as porcentagens de germinacao
foram maiores do que no controle (ROGGE et al, 2000). As mesmas autoras
observaram que esses esporos apresentam apenas 7% de agua, o que explica a
boa adequacdo da criopreservacao para a sua conservacao em longo prazo, sem a
adicdo de crioprotetores. A criopreservagdo parece inclusive promover a
germinagdo de alguns esporos dormentes de Dicksonia sellowiana (ROGGE et
al., 2000).

Os resultados até agora obtidos por diversos pesquisadores indicam o
potencial da metodologia de criopreservagdo de germoplasma de pteridofitas.
Esporos podem ser utilizados para manter grandes quantidades de linhagens
genéticas em um espago restrito, reduzindo custos de manutencdo ¢ mao de
obra. A mesma metodologia pode ser aplicada com alteragdes para preservacao
de culturas de tecidos esporofiticos e gametofiticos (PENCE, 2001).

O estudo morfo-anatomico e fisiolégico na fase gametofitica de D.
sellowiana ap6s a criopreservagdo, possui carater inédito e essencial para que se
possa recomendar a criopreservacdo como um método seguro e eficaz na
conserva¢do do germoplasma desta espécie. Sendo este, o intuito deste trabalho,
onde procuramos proporcionar informagdes que enriquecam O UNiverso
cientifico-académico e sua utilizacdo pratica para a conservagdo de nossa

biodiversidade vegetal.
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2.0BJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais

Acompanhar o desenvolvimento de gamet6fitos provenientes de esporos
criopreservados e compara-lo com o desenvolvimento de gameto6fitos provindos

de esporos nao criopreservados de Dicksonia sellowiana Hook..

2.2 - Objetivos Especificos

Considerando os esporos criopreservados e ndo criopreservados.

1-Determinar porcentagens e tempo médio de germinagao.
2- Avaliar porcentagem e tempo médio de germinagdo de esporos
armazenados por longo periodo sob refrigeracao..

3- Analisar a morfo-anatomia de gametofitos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Esporos de Dicksonia sellowiana Hook., foram coletados de frondes
férteis de plantas que ocorrem na Reserva Particular do Patrimdnio Natural de
Caraguatd, situada no municipio de Antonio Carlos/SC, na data de 06 de
Setembro de 2003. O municipio de Antonio Carlos — SC possui latitude
27°31°01” Sul e longitude 48°46°03°Oeste, o clima ¢ considerado Cfa de
Koppen, ou seja, mesotérmico umido com temperatura média entre 10°C e

30°C. A figura 2 mostra o mapa de Santa Catarina e o posicionamento deste

municipio.
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Figura 02. Mapa de Santa Catarina e localizagdo do municipio de Antonio

Carlos.Fonte: www.estudiologia.hpg.ig.com.br/estado_23.htm



28

As figuras 03 e 04 mostram os individuos de D. sellowiana, dos quais
foram coletadas frondes férteis para o inicio dos trabalhos.

Apos a coleta, as frondes foram postas para secar por 72 horas sobre papel
de filtro, em estufa com circulagdo de ar, em temperatura ambiente, para induzir
a abertura dos esporangios e liberagdo dos esporos. Posteriormente, os esporos

foram separados dos esporangios por filtragem em papel entretela e

armazenados em frascos de vidro ambar sob refrigeragdo a 7 £ 1°C .

Figuras 03 e 04 — Individuos de Dicksonia sellowiana Hook.. presentes na Reserva Particular do

Patrimonio Natural do Caraguata. 06/Setembro/2002. Fotografia de Patricia A. B. Moreira.
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3.2. Métodos

3.2.1. Germinagao de Esporos

Esporos foram esterilizados em solu¢do de hipoclorito de sédio comercial
a 20% durante 20 minutos e posteriormente lavados em d4gua destilada
autoclavada e filtrados a vacuo, sobre papel filtro. Este procedimento foi
realizado em capela de fluxo laminar, onde o material permaneceu até a secagem
completa. Para os tratamentos foram utilizados aproximadamente 50 mg (+
200.000 esporos) de esporos, que foram inoculados em quatro frascos
erlenmeyers por tratamento, utilizando-se espatula. Cada frasco de 50 ml
recebeu 20ml de solucdo de Mohr (1956), modificada por Dyer (1979), (Quadro
1) . Ao meio de cultura foi acrescentado Benlate® 0,01%, para evitar o
aparecimento de fungos. Todo o procedimento foi conduzido em capela de fluxo

laminar.
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Quadro 1 — Composicao quimica do Meio de DYER

Ingredientes

Sulfato de Magnésio.........ceecverrrireeeriieeeeiee e
Nitrato de POtaSSio......cccvveeeieeeriieeiie e
Nitrato de CAICIO.....ccueeeeiiieie et
Fosfato de Potdssio Dibasico........cccecveeiviieeciiieiiiecee

Solugao de FeSO4.7H,0 e NaEDTA.......ooooeiiviiiiiiiieieeen,

Agua destilada até completar 1 litro.
Preparacdo: mistura-se todos os ingredientes.
Soluc¢ao de FeSO,4.7H,0O ¢ NaEDTA:

- 33,2 gde NaEDTA

- 3,65 g de hidroxido de sodio

- 25 g de sulfato de ferro

Agua destilada até completar 1 litro

Preparagdo: Mistura-se todos os ingredientes

Quantidade

Os frascos foram tampados com filme de polipropileno de uso doméstico

Assafécil®, fixos por elastico e filme de PVC (figura 05), e mantidos em sala

de cultura a 25+2°C, umidade relativa de 74% e intensidade luminosa de

30,00 pmolm™s”, na altura dos erlenmeyers, provindas de lampadas

fluorescentes brancas. Os frascos foram distribuidos aleatoriamente nas
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prateleiras. O fotoperiodo foi de 16 horas. A germinac¢do foi avaliada a cada
4 dias até o 20°dia, para a obtengdo de curvas de germinagdo. Foram
preparadas 4 laminas e foram contados 100 esporos por lamina, em
microscopio binocular e aumento de 100 vezes. Foram considerados esporos
germinados os que apresentaram protrusdo de rizoides; inviaveis os que se
mostraram translucidos e viaveis os esporos de coloragcdo amarela, porém

nao germinados.

Figura 05 — Esporos de D. sellowiana Hook.
inoculados em meio de cultura, segundo Dyer

1979.

Os resultados foram expressos em curvas de germinagdo e utilizados para
o calculo do tempo médio de germinagdo ( t ), que ¢é obtido pela equagdo: t =
> (tn)/ Yn onde t é o tempo médio em dias, iniciando pelo dia 0 e n & o
numero de esporos que completaram a germinag¢dao no dia t (LABOURIAU,

1983).
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3.2.2. Germinag¢do de esporos armazenados por longo tempo sob

refrigeracdo:

Esporos coletados em 30/08/1999, no municipio Catarinense de Urupema,
e armazenado em geladeira a + 4°C, por um periodo de 1657 dias (54 meses),
foram colocados para germinar sob as mesmas condigdes descritas no item

3.2.1.

A esterilizagdo anterior a inoculagdo dos esporos em meio Dyer foi
realizada com hipoclorito de s6dio a 5%, pois de acordo com Suzuki et
al(2003), esporos armazenados por longo tempo tornam-se sensiveis ao

hiploclorito de sédio, podendo inviabilizar a germinagao.

3.2.3. Criopreservagao de Esporos.

Em 10 de Novembro de 2003, os esporos foram previamente esterilizados
conforme descrito em 3.2.1. e armazenados em criotubos de polipropileno com
capacidade para 1 ml, que foram colocados em nitrogénio liquido durante uma
hora e descongelados lentamente a temperatura ambiente (AGRAWAL ef al
1993, ROGGE ef a/, 2000). Os esporos germinaram conforme os procedimentos

descritos no item 3.2.1.
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3.2.4. Desenvolvimento dos Gametofitos

Gametofitos foram obtidos de esporos controle e esporos que foram
criopreservados durante uma hora, no dia 10/11/2003. Os esporos foram
inoculados em meio de Dyer, conforme os procedimentos descritos em 3.2.1., e
apés um més de cultivo em meio liquido, os gametédfitos oriundos da
germinagdo dos esporos, foram transferidos para solo constituido de mistura de
terra roxa estruturada e composto organico termofilico (tabela 01) na proporcao

de 3:1, e se desenvolveram em sala de cultivo.
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Tabela 1. Composi¢do quimica do substrato utilizado para o cultivo de
gametofitos e esporofitos jovens de Dicksonia sellowinan Hook. . Andlise

realizada pela CIDASC - SC, laudo n°07462 (SUZUKI, 2003).

Terra Roxa
Parametros Analisados +
Composto
pH 5.2 baixo
P (ppm) +50 alto
K (ppm) 450 alto
Matéria Organica % 0.9 baixo
Al (cmole/) e
Ca (cmolc/l) 4.8 alto
H +Al (cmolc/l) 3.90
N Total % 0.26
Capacidade de Troca de Cations 12.88 alta

(cmolc/T)
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3.2.5. Anélise morfo-anatdmica dos gametofitos

Amostras de gamet6fitos cordiformes, visiveis a olho nu (aproximadamente
1 mm), com 133 dias de cultivo, foram fixadas para melhor preservacao das
estruturas e posterior estudo e documentagdo em microscopias Optica e
eletronica de varredura. A fixacdo das amostras de gametofitos foi feita em
glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato de sodio 0,1M, em pH 7,2 (vide Quadro
2) . Gametofitos foram conservados em etanol 70°GL, em tubos de polietileno

tipo "ependorf™.
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Quadro 2 — Reagentes para fixagdo das amostras de gametofitos
Glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de s6dio 0,1M — pH 7,2 (BOZZOLA &
RUSSEL, 1991)
Ingredientes:
glutaraldeido 25%  oovevveeeee e, —5ml
tampao fosfato de s6édio 0,1M pH 7,2............ —45 ml
Solug¢ao A — 2,76 g de Fosfato de sodio monobdasico monoidratado

completar com agua destilada até 100 ml
Solucao B — 5,37 g de Fosfato de sodio dibasico heptaidratado

completar com agua destilada até 100 ml

Preparacdo: Para preparar tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 devem

ser misturadas as solugdes A e B: A — 28 ml ¢ B — 72 ml (volume final — 100
ml). Depois adicionar os 5 ml de glutaraldeido em 45 ml da solucdo final de
tampao fosfato. Manter sob refrigeracgao.

Procedimento de uso: O material deve permanecer na solucao de fixagdo por 2 a

3 horas. Posteriormente lavar por 3 vezes em tampao fosfato e desidratar em
etanol: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70° GL — "2 hora em cada. Pode ser conservado em
etanol 70°GL.
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Amostras fixadas, desidratadas e mantidas em etanol 70°GL, foram
lavadas em 4gua destilada para preparagdo de laminas temporarias. As andlises
foram feitas em microscopio Optico marca Carl Zeiss Jena, modelo Loboval 4,
no Laboratério de Anatomia Vegetal. Para registro de imagens também foram
feitas fotomicrografias em microscopio Optico marca Leica, modelo RM 2125,
equipado com fotoautomatico, no mesmo laboratorio.

Algumas amostras fixadas, desidratadas e mantidas em etanol 70°GL,
seguiram o processo de total desidratagdo em série etilica (etanol 80°, 90°, 96° ¢
duas vezes em 100°GL). Posteriormente as amostras secaram com HMDS
(hexametildesilasane) para se evitar o colapso das estruturas, como meio
substitutivo de ponto critico de CO, (BOZZOLA & RUSSEL, 1991). As
amostras secas foram colocadas sobre suportes de aluminio, com auxilio de fita
de carbono dupla face, e cobertas com 20 nm de ouro, em metalizador Baltec,
modelo CED 030. A documentagdo foi efetivada em Microscopio Eletronico de
Varredura, marca Phillips, modelo XL30, pertencente ao Laboratorio de

Materiais do Centro Tecnologico da UFSC.
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3.3. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelos softwares Excel (Microsoft) e
Statgraphics (1993) . Os resultados de germinagdo foram expressos como
porcentagem, mas para a analise estatistica foram transformados em valor
angular (arcoseno x \%) para normalizar os dados conforme sugerido por
Santana & Ranal (2000).

O teste t-Student foi utilizado para se comparar material

criopreservado e controle (SOKAL, 1969).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Germinagdo de esporos:

4.1.1. Teste de germinacao de esporos recém-coletados

Um teste preliminar para determinagcdo do potencial germinativo dos
esporos coletados, foi realizado em 26 de outubro de 2003. O tempo médio
de germinacdo ( t ) dos esporos foi de 10,93 dias.

A figura 06 mostra esporos de D. sel/lowiana considerados vidveis.

Figura 06 - Esporos recém-coletados de D. sellowiana

Hook., observados em microscopia optica (400x).
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A tabela 2 mostra as porcentagens médias de germinagdo e de esporos

viaveis e inviaveis da amostra analisada.

Tabela 2: Valores médios de germinagdo e de esporos inviaveis de Dicksonia sellowiana

Hook. (xaxim), recém-coletados e germinados em meio Dyer.

Dias de Cultivo

Germinagao (%) 8 16 20
45,5+4,79 63,5+5,16 79+4,08
Esporos Inviaveis (%) 544,96

A figura 07 mostra a curva de germinacao de esporos de D. sellowiana
coletados em 06/09/2003 na Reserva do Patrimonio Natural do Caraguata,
no municipio de Antonio Carlos - SC. O teste teve inicio no dia 26/09/2003.
Apos 16 dias de cultivo em meio Dyer os esporos alcancaram 79% de

germinagao.
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Figura 07- Germinagao de esporos de D. se/lowiana HooK., recém-coletados e
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Foram observados poucos esporos invidveis, sendo que estes foram
identificados por ndo apresentarem coloracdo caracteristica amarela, ou por
alteracdes em sua morfologia. Segundo Gomes ef al(2001), esporos recém
coletados de populagdes naturais do municipio de Urupema — SC apresentaram
porcentagem média de germinacao de 89%; enquanto que a porcentagem média
de esporos inviaveis desta amostragem situava-se em torno de 3,5%.

As porcentagens de germinagdo de esporos de D. sellowiana encontradas
neste trabalho foram ligeiramente inferiores as encontradas por Filipini et al
(1999) que também analisaram a germinagdo de esporos coletados na Reserva
do Patrimonio Natural de Caraguatd. Esta diferenca nas porcentagens de

germinagdo pode ser uma decorréncia da época de coleta dos esporos.
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4.1.2. Germinagao e tempo médio de germinagdo de esporos armazenados

sob refrigeragdo por 54 meses:

A figura 08 mostra a curva de germinacdo de esporos coletados em
30/08/1999, no municipio Catarinense de Urupema, e armazenado em geladeira
a + 4°C, por um periodo de 1657 dias (54 meses). A esterilizacdo anterior a
inoculagdo dos esporos em meio Dyer foi realizada com hipoclorito de sédio a
5%, pois de acordo com Suzuki ef a/(2003) esporos com 1160 dias de
armazenamento quando submetidos a esterilizagdo com hipoclorito de sodio a
20% durante 30 minutos atingiram 27% de germinag¢do, porém quando a
concentragdo de hipoclorito foi reduzida para 5% durante 30 minutos a
germinagdo alcancou 78,5% apds 16 dias de cultivo. Desta forma foi
demonstrado que os esporos de D. se/lowiana mantém viabilidade alta quando
conservados em geladeira, apresentando 62% de germinagdo; porém sao
sensiveis a altas concentragdes de hipoclorito durante o processo de
esterilizacdo.

Filippini ef al (1999) verificaram que esporos de D. sel/lowiana ap6s 731
dias de armazenamento sob refrigeracdo a aproximadamente 10°C, apresentaram
cerca de 82% de germinacao.

Os dados encontrados neste experimento foram semelhantes aos dados de

germinagdo e viabilidade encontrados nos outros experimentos deste trabalho.
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A tabela 03 mostra que houve aumento na porcentagem de esporos
inviaveis em comparagdo aos esporos recém coletados. Os esporos inviaveis nao
possuiam mais coloragdo amarela. No entanto ndo apresentavam anomalias
quanto a morfologia. Possivelmente o que ocorreu foi o consumo das reservas
devido o longo tempo de armazenamento. Segundo Wilson ef a// (1979), durante
o periodo de armazenamento, a atividade metabdlica continua em niveis
menores € o0s substratos enddgenos necessarios para a germinagdo e

desenvolvimento estardo sendo gradualmente consumidos.

Tabela 3. Valores médios de germinagdo e de esporos inviaveis observados em esporos

armazenados por 54 meses.

Germinagéo Dias de cultivo
% 6 12 18
5,25 +£2,98 41,25+ 14,17 62,75+ 12,91

Esporos inviaveis 22,75 + 10,81
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O tempo médio de germinagdo desta amostra foi de 16,07 dias. Portanto,
houve também um retardo no tempo médio de germinagdo (t)) em comparagao
aos esporos recém coletados, cujo (t) foi de aproximadamente 13 dias. A
germinac¢do alcangada apds 18 dias de cultivo foi de 62,75%, demonstrando que
apds 4 anos e 6 meses de armazenamento houve uma reducdo de 30% na
viabilidade germinativa.

Randi (1996) verificou uma redugado de 50% na germinacao de esporos de
Acrostichum danaeifolium Langsd & Fisch, apds 2 anos de armazenamento a
temperatura de 3+1°C. J4, esporos de D. sel/lowriana mostraram alta viabilidade
apds um maior periodo de armazenamento sob refrigeracdo. Beri & Bir (1993)
observaram que esporos de Pteris vittata L. sofreram reducdo de 30% da
germinac¢do, decréscimo nos teores de agucares soluveis totais, proteinas e
aminoacidos livres apos 20 dias de armazenamento, afetando o desenvolvimento
protonemal. Camloh (1993), observou que esporos de Platycerium bifircatumL,
quando esterilizados e armazenados por longos periodos, sofreram decréscimo
de 40% na germinagdo e atraso na formagdo do rizoide. Entretanto, quando

armazenados, e sem esteriliza¢do, a germinagao ocorreu normalmente.
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4.1.3. Germinagdo e tempo médio de germinacdo de esporos controle e

esporos criopreservados em nitrogénio liquido:

Os esporos de D. sellowiana, quando vidveis apresentam-se com
coloragdo amarela, o que segundo Dyer (1979), representa esporos com alta
quantidade de lipidios e porcentagem de dgua em geral inferior a 5% da massa
fresca total. Portanto, com esta pequena quantidade de umidade, os esporos nao
necessitam de substancias crioprotetoras para a imersao em nitrogénio liquido,
conforme verificado por Rogge ef al (1999).

Agrawal et all (1993) apos criopreservar esporos de Cyathea spinulosa
por um periodo de 72 horas, obtiveram germinacdo maxima de 93, 5% para esta
espécie. Brum (2001) observou que esporos de Rumohra adiantiformis,
criopreservados, germinaram com sucesso sem crioprotecdo, provavelmente

devido aos baixos teores de dgua, comportando-se como sementes ortodoxas.

O tempo médio de germinacdo observado para os esporos controle foi de
13,36 dias e para os esporos submetidos a criopreservacao foi de 13,84 dias. Nao
houve diferencga significativa entre os tratamentos.

Na figura 09, observou-se que os esporos submetidos ao tratamento

criogénico em nitrogénio liquido nao apresentaram diferenca estatisticamente
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significativa quanto a germina¢do, em comparagao aos esporos controle apos 16
dias de cultivo. A porcentagem de germinagdo de esporos controle apos 16 dias
de cultivo atingiu 78%, enquanto que a de esporos criopreservados atingiu
76,75% . No entanto, apds o 8° dia de cultivo, as porcentagens de germinacao
foram menores para os esporos criopreservados. Rogge et a/(2000) observaram
que apos 21 dias de cultivo houve aumento da porcentagem de germinagdo de
esporos imersos em nitrogénio liquido, em relacdo ao controle. Porém, as
autoras utilizaram esterilizacdo mais rigorosa € nesse caso a criopreservacao

aparentemente quebrou a dorméncia induzida pela esterilizacao.
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Figura 09- Germinagdo de esporos controle (CT) e criopreservados (CRIO) de D.
sellowiana Hook.. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatisticamente

significativa pelo teste ta 5% .
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Brum (2001) observou inibicdo da germinacdo de esporos de Rumohra
adiantiformis, submetidos a esteriliza¢do e crioprotecdo e posterior imersdo em
NL. A autora também verificou que, esporos nao esterilizados, nao
crioprotegidos, suportaram a criopreservacdo durante o periodo de 90 dias, e
apresentaram maior velocidade de germinacdo em comparagdo ao tratamento

controle.
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4.2. Analise morfo-anatémica de Esporos e Gametofitos:

As observacdes dos esporos de Dicksonia sellowiana em microscopia
Optica evidenciaram que estes possuem uma coloracdo amarela bastante
caracteristica, com formato tetraédrico e depressdes nas faces laterais.

Quando analisados sob microscopia eletronica de varredura apresentaram-
se conforme a descricdo de Tryon & Tryon (1982), ou seja, triletes, com
pequenas depressdes adjacentes as faces, e de superficie densamente granulada.
Segundo Dyer (1979) a periderme do esporo ¢ revestida por polissacarideos de
parede conhecidos como esporopolenina.

Estas caracteristicas também foram referidas por Sehnem (1978) e Tryon
& Tryon (1982). Conforme Dyer (1979), a coloracdo amarela em esporos indica
que estes possuem lipidios, como principal material de reserva, e sdo
aclorofilados, mas possuem proplastideos que dardo origem a cloroplastos no
inicio do metabolismo de germinagao.

Nao foi verificada nenhuma alteracao na superficie ou na forma dos
esporos controle em comparagao aos esporos submetidos ao tratamento da

criopreservacao (Prancha 1 — figuras 10 a 15).
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AccV SpotMagn Det WD 1 10m AccV SpotMagn Det WD ———— 20pm

160kv 45 2000x BSE 102 Esporo CT 150kv 50 1000x BSE 103 Esporo CT

AccY SpotMagn Det WD 1 10um AccV SpotMagn Det WD ———— 20um
15.0kV 4.7 2000x BSE 10.2 Esporo CR 150kvV 5.0 1000x BSE 10.2 Esporo CR

Prancha 01- Esporos de Dicksonia sellowiana Hook.. Figura 10- Esporos do tratamento
controle fotografados em MO (400x). Figural 1- Esporos do tratamento de criopreservagao,
MO (400x). Figuras 12 e 13- Esporos controle observados em MEV ( 2000x e 1000x,
respectivamente). Fig.14 e 15 — Esporos do tratamento de criopreservagdo, observados em
MEV (2000x e 1000x, respectivamente).
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ApoOs a germinagdo dos esporos, em meio de cultura liquido (Dyer),
iniciou-se o desenvolvimento gametofitico. Existe uma disparidade muito
grande quanto ao tempo de duracdo da fase gametofitica. Aos 30 dias apos a
inoculagdo podem ser encontrados esporos ainda recém—germinados,
gametofitos na fase filamentosa e gametofitos iniciando a fase laminar.

Com aproximadamente 45 dias de cultivo, as células protaliais dos
gametofitos de D. sellowiana sdo assimétricas e nota-se a presenca de varios
rizoides. Estes sdo abundantes, hialinos, longos, nao clorofilados, de coloragao
pardo-clara, localizados na superficie ventral do gamet6fito. Nao foi verificada a
formagdo de tricomas nos protalo analisados em MO e nem em MEV (figuras 16
e 17). Nao foram verficadas diferenca entre os tratamentos.

Mendoza (1999) verificaram a formagao de gamet6fitos na fase laminar
aos 18 dias de cultivo para Lygodium heterodoxum e Lygodium venustum
(schizaeaceae). Pela descricdo deste autor a morfologia dos gametofitos destas
epécies assemelham-se as caracteristicas morfologicas dos gametdfitos de D.
sellowiana, nao ocorrendo tricomas e com rizéides hialinos e sem cloroplastos.

A forma cordata, caracterizada pelo surgimento das expansoes laterais na
lamina do prétalo e com evidente meristema apical central, foi evidenciada aos
45 dias de cultivo. A regido meristematica caracteriza-se por apresentar um
grupamento denso de células com tamanho reduzido, em comparacdo as demais
células protaliais. Suzuki (2003) verificou que apos 30 dias da semeadura, os

gametofitos de D. sellowiana apresentaram-se como um prdtalo laminar
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espatulado, o que também foi constatado neste experimento. A autora afirma
que a lamina do prodtalo, contendo grande niimero de cloroplastos, mantém-se
uniestratificada em toda a fase gametofitica e expande-se através de sucessivas
divisoes celulares.

Nas andlises estruturais, em MO (prancha 02- figuras 16 e 17), e ultra-
estruturais, em MEV (prancha 02- figuras 18 e 19), dos gametofitos dos

tratamentos, controle e criopreservados, ndo foram constatadas diferengas.
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100kV 50 16x

—
SE 9.1 Gametofito CR 10.0kV 5.0 16x SE 9.8 Gametofito CT

Prancha 02-Gametofitos de Dicksonia sellowiana Hook.. Figura 16- Células protalias de
gametofito controle, ao MO (400x). Fig.17- Células protalias de gametofito do tratamento
de criopreservagdo, ao MO (400x). Figuras 18 e 19- Gametofitos provenientes de esporos
criopreservados e controle ao MEV, respectivamente.Figuras 20 e 21- Anterideos (setas) de
gametofitos dos tratamentos, controle e criopreservados, respectivamente. Figuras 22 e 23-
Arquegonios (setas) de gametofitos dos tratamentos, controle e criopreservados,

respectivamente.
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Estruturas reprodutivas foram observadas tanto no tratamento controle
como no tratamento de criopreservagdo. InvestigacOes realizadas em
microscopia Optica, em gametdfitos apos 45 dias de cultivo, revelaram a
presenca de anterideos (prancha 02 — figuras 20 e 21) e arquegonios (prancha
02- figuras 22 e 23), proximos a regido meristematica dos gameto6fitos, onde
estavam geralmente encobertos por rizoides numerosos e longos.

Mendoza et al. (1999b) verificaram a formacao dos anterideos entre 28-32
dias apos a germinagdo e de arquegonios, entre 32-35 dias na espécie Lygodium
heterodoxum Kunze. Suzuki (2003) analisando gametofitos de Dicksonia
sellowiana, apo6s 90 dias de cultivo, em MEV, evidenciou apenas a presenca de
arquegonios, mencionando que os anterideos poderiam estar ocultados pelos
rizoides. A mesma autora notou uma abertura no centro das células apicais dos
arquegonios, que provavelmente corresponderia a estrutura que possibilita a
entrada dos anterozo6ides. No presente estudo também constatou-se esta abertura

entre as quatro células apicais.
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6. CONCLUSOES

1. A criopreservagdo nao afetou o tempo médio de germinagdo dos esporos.

2. A porcentagem média de germinacao dos esporos nao foi alterada pelo

tratamento de criopreservacao.

3. Os estudos morfo-anatomico dos gametofitos em microscopia Optica e
microscopia eletronica de varredura ndo evidenciaram diferencas entre os
gametofitos oriundos de esporos controle e de gametdfitos oriundos de

esporos criopreservados.
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