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RESUMO

A distribui¢do da vegetacdo mundial vem se alterando ao longo do tempo, mas
atualmente as alteracdes climdticas estdo ocorrendo rapidamente devido ao
aumento da emissdo de gases que causam o “efeito estufa” e o aquecimento
global. Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch. (Polypodiopsida,
Pteridaceae) é uma pteridéfita que cresce tipicamente em ambientes salobres ou
salinos que cercam as costas, sendo também encontrada em alguns manguezais
da Ilha de Santa Catarina. Considerados ecossistemas costeiros de transi¢io
entre os ambientes terrestre € marinho, 0s manguezais possuem riqueza e
importancia bioldgica como grandes "bergdrios" naturais. Esse ecossistema
poderd ser severamente atingido pelas mudancas climdticas. Conhecer a
fisiologia de sua vegetacdo e suas possiveis adaptacdes é de fundamental
importancia para sua preservagdo. Dessa forma o estudo da germinagdo de A.
danaeifolium e de seu desenvolvimento gametofitico estd implicado no
conhecimento de suas caracteristicas reprodutivas, visando a conservagdo e o
manejo da espécie. O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos de variacdes
no pH, temperatura, salinidade e da radiagdo UV B (RUV B) na porcentagem de
germinagdo de esporos de A. danaeifolium, além de verificar alteracdes
morfofisiolégicas e bioquimicas em gametéfitos jovens submetidos a RUV B.
Frondes férteis da espécie foram coletadas na drea de preservagdo permanente
(APP) do manguezal do Itacorubi situado na regido centro-oeste da Ilha de
Santa Catarina, SC, Brasil. Esporos foram filtrados em papel entretela e
armazenados a 7°C. O teste de germinacdo foi realizado em sala de cultivo a
25°C (27umol m7s"). Nio foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas na germinacdo de esporos nos diferentes pHs utilizados (4 a 9).
Temperaturas amenas (15-20°C) inibiram e/ou retardaram a germinacdo,
enquanto que na temperatura de 30°C encontrou-se a midxima germinagdo da
espécie. Observou-se uma diminuicdo na porcentagem de germinacdo com o
aumento da salinidade e um retardo na germinag@o de esporos, com 7 dias de
cultivo, submetidos a RUV B. Pode-se observar também reducdo de
crescimento em gametoéfitos submetidos a RUV B, bem como o surgimento de
ramificagdes andmalas, em imagens capturadas por microscopio confocal de
varredura a laser. Alteragdes ultraestruturais no sistema de membranas dos
cloroplastos e maior presenca de grdos de amido e plastoglébulos foram
observadas em gameto6fitos submetidos a RUV B. Nao foram observadas
diferencas nas curvas rdpidas de luz, obtidas pelo fluorimetro PAM, tanto nos
gametofitos submetidos a RUV B, quanto no controle. Houve variagdo na
concentragdo de clorofilas com a diminui¢do de clorofila a e aumento de
clorofila b em gametéfitos submetidos a RUV B. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa com relacdo aos carotendides, mas observou-se
aumento de compostos fendlicos em gametofitos cultivados sob RUV B.
Palavras-chave: Acrostichum danaeifolium; radiacio UV B; germinacio;
microscopia confocal de varredura a laser (CLSM);
ultraestrutura; curvas rdpidas de luz (RLC); pigmentos.



ABSTRACT

The distribution of the global vegetation has been changing over time, but now
climate change is occurring rapidly due to increased emission of gases causing
the "greenhouse effect" and global warming. Acrostichum danaeifolium Langsd.
& Fish. (Polypodiopsida, Pteridaceae) is a fern that typically grows in brackish
or saline surrounding the coast being also found in some mangroves of the
island of Santa Catarina. Coastal ecosystems considered transitional between
terrestrial and  marine environments, mangroves have wealth and great
biological importance as natural "nurseries". This ecosystem may be severely
affected by climate change. Knowing the physiology of its vegetation and its
possible adaptations has fundamental importance to its preservation. Thus the
study of germination and development of A. danaeifolium gametophyte is
implicated in the knowledge of their reproductive characteristics, aiming at the
conservation and management of the species. The objective of this study was to
evaluate the effects of variations on pH, temperature, salinity and UV B
radiation in the germination of spores of A. danaeifolium, correlating them the
likely changes caused by climate change, and to identify morphophysiological
and biochemical changes in young gametophytes undergo UV B radiation.
Fertile fronds of this species were collected in permanent preservation areas
(APP) of mangrove Itacorubi located in the central-west of Santa Catarina
Island, SC, Brazil. Spores were filtered lens paper and stored at 7 ° C. The
germination test was conducted in culture room at 25°C (27umol m’s™). There
were no statistically significant differences in germination of spores used in the
different pHs (4-9). Mild temperatures (15-20 ° C) inhibited and / or delayed
germination, while the temperature of 30°C was found maximum germination
of the species. There was a decrease in germination with increasing salinity and
a delay in spore germination, with 7 days of culture, under UV B radiation. One
can also observe a reduction of growth in gametophytes subjected to UV B
radiation as well as the emergence of anomalous branches in images captured
by confocal laser scanning microscopy. Ultrastructural changes in the
membrane system of chloroplasts and greater presence of starch grains and
plastoglobules were observed in gametophytes subjected to UV B radiation. No
differences were observed in the rapid light curves, obtained by the PAM
fluorometer, both in gametophytes subjected to UV B radiation and in control.
There were variations in chlorophyll concentration, with decreased of
chlorophyll a and increase of chlorophyll b. There was no statistically
significant difference with respect to carotenoids, but there was an increase of
phenolic compounds in gametophytes grown under UV B radiation.

Keywords: Acrostichum danaeifolium, UV B radiation, germination, confocal
laser scanning microscopy (CLSM), ultrastructure, rapid light curves (RLC),
pigments.






1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS ECOLOGICOS

As filicineas ou samambaias, como sdo popularmente conhecidas,
compreendem uma parte significativa da flora vascular do planeta.
Novas espécies continuam a ser descritas apesar do declinio abundante e
da extirpacdo de algumas espécies e de hdbitats, devido aos fatores
naturais como: fogo, inundacdes, furacdes e, principalmente, fatores
antropicos (Arcand & Ranker, 2008). As respostas vegetais para essas
perturbacdes sdo diversas e espécie-especificas. Por exemplo, Walker &
Sharpe (2010) citam que a producdo de esporos em Dryopteris
intermedia (Muhl. ex Willd.) A. Gray (Dryopteridaceae) diminuiu apés
uma tempestade de neve no nordeste dos Estados Unidos em 1998. Os
autores também alertam que as perdas de hdbitat promovidas pela
urbanizacdo e pela agricultura estdo entre as principais causas do
declinio da pteridoflora tropical.

Na natureza, s3o fundamentais para o desenvolvimento e
estabelecimento de outros grupos vegetais (Smith, 1972), além de
contribuirem na manutencdo da umidade no interior da floresta,
favorecendo a microfauna e microflora do substrato, necessarias ao
equilibrio ecoldgico (Brade, 1940). Também ajudam no controle e na
prevencdo de erosdes e na estabilizacio do solo (Fonte:
http://www.nybg.org/bsci/herb/ferns.html, acessado em 13/08/2008).

Sendo plantas sensiveis as minimas variagdes climaticas, constituem-
se em Otimos indicadores do grau de preservacdo ambiental de uma area
florestal (Xavier & Barros, 2003). Além de importante banco de dados
das caracteristicas de uma regido (Barros & Silva, 1996), algumas
espécies exibem forte mecanismo de domindncia nas dreas onde
crescem, formando associacdes em que poucas espécies coexistem
(Peres et al., 2004).

As pteriddfitas possuem ampla distribuicio mundial, pois
desenvolveram adaptacdes marcantes a meios extremos, sendo
encontradas de regides tropicais a temperadas, do nivel do mar a
elevadas altitudes, de situacdes subdesérticas a regides costeiras (Page,
1979; Rathinasabapathi, 2006). Muitas espécies sdo cosmopolitas,
vivendo preferencialmente nas regides tropicais do mundo, em locais



umidos e sombreados das matas. Ross (1996) estima que 80% das
espécies de pteridofitas ocorrem em dreas tropicais.

Atualmente sdo conhecidas cerca de 10500 a 11300 espécies, mas a
diversidade estimada varia de 12000 a 15000 espécies (Ross, 1996).
Para as Américas, estima-se a ocorréncia de 3250 espécies, estando
3000 na regido tropical, que concentra importantes dreas de diversidade
de pteriddfitas (Tryon & Tryon, 1982). Para o Brasil, Prado (2010)
estima que ocorram 1176 espécies. Segundo Labiak & Prado (1998),
principalmente nas regides Sul e Sudeste, as pteriddfitas ocorrem
preferencialmente nas dreas de Floresta Atlantica, conhecida regido de
endemismo e especiagdo no Continente Sul — Americano (Tryon, 1972;
Windisch, 1990). Contudo, algumas espécies sdo encontradas nas
regides semi-dridas de caatingas, bem como em restingas e manguezais
(Tryon & Tryon, 1982; Barros et al., 1989; Ambrésio & Barros, 1997).

Os manguezais sdo quase exclusivamente tropicais. Isto sugere uma
limitacdo deste ecossistema pelo microclima, em particular, pela
temperatura (Hogarth, 1999). Embora os manguezais possam sobreviver
as temperaturas do ar tdo baixas quanto 5 °C, esse mesmo autor afirma
que este ecossistema € intolerante as temperaturas extremamente baixas.
As mudas da vegetacdo desse tipo de ecossistema sdo particularmente
vulnerdveis as baixas temperaturas.

A despeito dessa vulnerabilidade, os manguezais sdo ecossistemas
dindmicos, de grande importancia ecoldgica e geomorfoldgica. Sendo
um ecossistema costeiro, de transi¢do entre os ambientes terrestre e
marinho, estd sujeito ao regime das marés. Ocorre em regides costeiras
abrigadas como estudrios, bafas e lagunas, e apresenta condicdes
propicias para alimentacdo, protecdo e reproducdo de muitas espécies
animais, sendo considerado importante transformador de nutrientes em
matéria organica e gerador de bens e servicos (Schaeffer-Novelli, 1995)
por oferecerem espagco vital para numerosas espécies de peixes,
moluscos e caranguejos, apresentando alto rendimento pesqueiro e
representando, assim, a base da sobrevivéncia de grande parte da
populagdo que vive na costa brasileira.

A distribui¢do desse ecossistema estd diretamente relacionada com a
temperatura da dgua do mar. Na América do Sul, os manguezais sdo
limitados a 3° 40’ S a costa do Oceano Pacifico, devido a corrente fria
de Humboldt e até 33° S a costa do Oceano Atlantico. A latitude mais
alta na qual sdo encontrados os manguezais estd em Corner Inlet
(Victoria, Austrdlia) onde algumas espécies de Avicennia foram
encontradas aos 38° 45°S (Hogarth, 1999).



O litoral brasileiro possui a maior regido de mangue continua do
mundo desde o Cabo Orange no Amapé até o municipio de Laguna em
Santa Catarina, estimada em 1,38 milhdes de hectares que se estendem
ao longo de uma costa de aproximadamente 6800 km (Schaeffer-
Novelli, 1995; GEO Brasil, 2002). Na Ilha de Santa Catarina, localizada
préoxima ao limite austral de distribuicdo dos manguezais brasileiros,
encontram-se cinco desses ecossistemas, a saber: manguezal de Ratones;
manguezal do Saco Grande; manguezal do Rio Tavares; manguezal da
Tapera e manguezal do Itacorubi (Froidefond & Soriano-Sierra, 1996).

O manguezal do Itacorubi, cuja gestdo € compartilhada entre a
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e a Prefeitura
Municipal de Floriandpolis (PMF), possui em sua bacia de drenagem
um grande nimero de pequenos afluentes, englobando diversos bairros
densamente habitados e proximos ao centro do municipio de
Florianépolis - SC (Fonte:
http://www.agrorede.org.br/ceca/ucs/app.html, acessado em
13/08/2008). Segundo Froidefond & Soriano-Sierra (1996), a
localizacdo do manguezal do Itacorubi, contigua a centros urbanos, tem
provocado uma desestruturacdo desse ecossistema, que vem sofrendo
com o impacto de uma crescente antropizacdo. Isso tem determinado a
eliminacdo de importantes setores da fauna e flora do local, que é,
conforme todo ecossistema de manguezal, definido como uma Area de
Preservacdo Permanente (APP) pela Resolucdo n° 303 de 20 de margo
de 2002 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) que
estabelece os parAmetros, defini¢des e limites referentes as APPs.

Dados da FAO (2007) mostram que a vegetacdo do manguezal é
composta por poucas espécies. Todas com adaptacdes estruturais e
fisiolégicas para sobreviver nesse ambiente de solo pouco compactado,
pouco oxigenado e freqilentemente inundado pelas marés. Portanto, a
caracterizacdo estrutural dessa vegetacdo € uma ferramenta valiosa na
identificac¢do das respostas desse ecossistema aos processos de alteragdo
do meio ambiente, auxiliando dessa forma, estudos que objetivam a
conservacdo desse ecossistema. Park e colaboradores (1998) afirmam
que, a conservacao de recursos genéticos vegetais dos biomas tropicais e
a prote¢cdo de espécies frente a iminente extingdo sdo questdes
prioritarias para a biologia do desenvolvimento e da conservagao.

Sobre a conservagdo de recursos genéticos vegetais, destaca-se uma
questdo que afeta de diferentes maneiras os seres vivos, 0 aumento da
radiacdo ultravioleta (UV) devido a destruicio da camada de ozoénio
(O3). Apesar da flutuagdo natural da incidéncia da radiagdo UV na
superficie da Terra devido as mudangas na posi¢do do sol, altitude,



cobertura de nuvens e turbidez atmosférica (Hilal et al., 2004), nos
dltimos anos, a quantidade de radiacdo ultravioleta que atinge a
superficie terrestre tem aumentado consideravelmente, devido a reducéo
na espessura da camada de ozoOnio tanto no hemisfério sul como no
hemisfério norte (Figura 1).

Segundo o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE,
http://www.inpe.br/antartica/noticia_pan.html, site consultado em
23/10/2009) o buraco na camada de oz6nio em 2006 bateu novo recorde,
alcancando 29,5 milhdes de km? de extensdo superando a marca
registrada no ano 2000 de 29,4 milhdes de km?, ano considerado por
muitos cientistas como o dpice do fendmeno. Isto mostra que a
quantidade de gds CFC (Cloro Flior Carboneto) presente na alta
atmosfera ainda € muito grande e deve persistir por vdrias dezenas de
anos, influenciando na composicdo da camada de ozdnio e,
possivelmente, provocando diversas alteragdes morfofisiolégicas nos
seres vivos, principalmente nos vegetais, como destacam diversos
autores (Dohler et al., 1989; Wilhelm et al., 1997, Sullivan & Teramura,
1989; Tevini & Teramura, 1989; Whelan & Glaser, 1997; Kulandaivelu
& Daniell, 1989 ; Nogués & Baker, 1995).

A camada de ozonio € a unica protecdo natural da Terra contra a
radiacdo UV, que € historicamente dividida em trés bandas (Falkowski
& Raven, 1997) com base em seus efeitos biolégicos: UV A (320-
400nm), UV B (280-320nm) e UV C (200-280nm). Dessas, a radiagio
ultravioleta B (RUV B) € aquela que tem mais efeitos negativos, diretos
e indiretos sobre as plantas, tanto nos seus processos fisiolgicos e
bioquimicos quanto na morfologia, incluindo danos ao DNA, proteinas e
membranas, alteracdes na transpira¢do, nos pigmentos relacionados a
fotossintese e a protecao contra a RUV B, e mudangas na anatomia e no
crescimento vegetal (Tevini & Teramura, 1989; Greenberg et al., 1989;
Rozema et al., 1997; Hilal et al., 2004; Ranjbarfordoei et al., 2009).
Entretanto, as pesquisas nessa drea se concentram em angiospermas de
interesse agrondmico, havendo poucos estudos sobre a influéncia da
RUYV B no desenvolvimento e na fisiologia de pteridéfitas (Kato, 1964;
Raghavan, 1989; Jayakumar et al., 2002; Bjorn, 2007).
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1.2 ASPECTOS FISIOLOGICOS

As pteridofitas sdo traquedfitas sem sementes, que tipicamente
crescem nos solos ou nas arvores. Elas se caracterizam pela marcada
alternancia de fases no seu ciclo de vida, sendo a esporofitica a fase
duradoura e a gametofitica, a efémera. Ambas sdo plantas de vida-livre,
sendo que a primeira representa a fase ou geracdo dipldide, que se
reproduz por meio de esporos e a dltima, a fase ou geracdo hapldide, que
se reproduz por meio de gametas (Raghavan, 1989).

Diversos autores (Miller, 1968; Pérez-Garcia & Riba, 1982; Whittier
& Moyroud, 1993; Fernandez et al., 1996, 1997; Ranal, 1999; Nondorf
et al., 2003) pesquisaram as exigéncias eddficas necessdrias ao
crescimento de pteridofitas. Por exemplo: Carlson (1979) conduziu um
estudo comparativo do habitat de dez espécies de Dryopteris (Adans.) T.
Moore de acordo com o pH, reunindo-as em quatro grupos: espécies
tipicas de solos de pH 4cido, espécies de solos de pH é4cido a neutro,
espécies de solos de pH neutro e espécies de solos de pH neutro a
basico, havendo um maior nimero de espécies desse género que
preferem solos com pH acidificado. Randi & Felippe (1988a-e)
conduziram diversos trabalhos com Cyathea delgadii Sternb. avaliando
efeitos como armazenamento, temperatura, luz e compostos de reserva
na germinacdo dessa espécie ameacada de extingdo. E, por fim,
Raghavan (1989) fez uma revisao dos fatores que afetam a fisiologia da
germinacdo do esporo em vdrias espécies de pteridofitas destacando a
importancia da luz, dgua, temperatura e de hormonios vegetais nesse
processo.

Dessa forma, no estudo de germinagdo de pteriddfitas, bem como no
desenvolvimento gametofitico e esporofitico das mesmas, os nutrientes
minerais, a luz, a temperatura e o pH sdo fatores fortemente implicados
no conhecimento de suas caracteristicas reprodutivas tendo como
objetivo sua conservacio e manejo.

Acrostichum L. (“giant leather fern”) é reconhecido por suas folhas
pinadas de 2-4 m de altura, com nervuras reticuladas e esporangios que
recobrem toda a superficie abaxial das pinas (Moran, 1995). O género é
o Unico que cresce tipicamente em ambientes salobres ou salinos que
cercam as costas (Hietz, 2010).

Existem somente duas espécies desse género nos Neotropicos:
Acrostichum aureum L. e Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch..
Ambas sdo citadas para Santa Catarina (Reitz, 1961; Souza et al., 1991;



Souza et al., 1994). Essas espécies diferem entre si principalmente pela
quantidade de pares de pinas por fronde, de 10-30 pares em A. aureum e
de 30-60 pares em A. danaeifolium. Além disso, geralmente, A. aureum
possui de 1-7 pares de pinas apicais férteis; enquanto que em A.
danaeifolium todos os pares de pinas sdo férteis.

O estudo dos aspectos ecofisiolégicos de A. danaeifolium, espécie
distribuida pelos trépicos e subtrépicos do Novo Mundo (Lloyd &
Gregg, 1975) e membro caracteristico das comunidades de manguezal
(Tryon & Tryon, 1982; Moran, 1995), mostra-se de suma importincia
para o conhecimento e para a conservacio da espécie e de seu habitat.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos de diferentes tratamentos sobre a germinagdo dos
esporos e¢ o efeito de radiagdo ultravioleta B (RUV B) no
desenvolvimento gametofitico e na taxa fotossintética de esporofitos
jovens de A. danaeifolium.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar a morfologia de esporos de A. danaeifolium;

» Determinar a porcentagem de germinacdo de esporos de A.
danaeifolium em diferentes condicdes de cultivo com varia¢des no pH,
na temperatura e na salinidade;

» Determinar a porcentagem de germinacdo de esporos de A.
danaeifolium submetidos a radiacdo ultravioleta B (RUV B);

» Analisar o desenvolvimento inicial dos gametéfitos de A.
danaeifolium submetidos a doses didrias de radiacdo UV B utilizando a
microscopia confocal de fluorescéncia por varredura a laser (CLSM) e a
microscopia eletronica de transmissido (MET);

» Avaliar a eficiéncia fotossintética de espordfitos jovens de A.
danaeifolium submetidos a radiacdio UV B utilizando o fluorimetro de
pulso modulado - PAM;

» Determinar o perfil carotendico e fendlico, além da dosagem de
clorofilas presentes em gametofitos de A. danaeifolium.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 ESPECIE ESTUDADA

A espécie Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch (Figuras 2 e 3)
€ conhecida popularmente como samambaia do mangue (“gianth leather
fern”) pertence a Divisdo Tracheophyta, Subdivisdo Euphyllophytina,
Infradivisido Moniliformopses (Kenrick & Crane, 1997), Classe
Polypodiopsida, ordem Polypodiales, familia Pteridaceae (Smith et al.,
2006).

Figuras 2-3. Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch. Manguezal
do Itacorubi.

2. Hébito geral.

3. Detalhe das pinas férteis (setas vermelhas).

3.2 LOCAL DE COLETA

Frondes férteis de A. danaeifolium foram coletadas na 4drea de
preservacdo permanente (APP) do manguezal do Itacorubi situado na
regido centro-oeste da Ilha de Santa Catarina. Criado pelo Decreto
Municipal 1529/2002, o manguezal do Itacorubi possui uma drea de 150
hectares, com coordenadas 27° 34’ 14” — 27° 35° 31” Sul e 48° 30’ 07" -
48° 31’ 33” Qeste (Soriano-Sierra, 1993). Foram realizadas quatro
coletas, em diversos pontos proximos a regido da passarela sobre a
Avenida da Saudade, em diferentes estacdes do ano (Figura 4).



Figura 4. Imagem do Manguezal do Itacorubi (drea em
vermelho). Fonte: Google Earth (Data da imagem 07/11/2009).
Setas amarelas indicam locais de coleta
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3.3 ACONDICIONAMENTOS DE ESPOROS

Depois de coletadas, as frondes férteis de A. danaeifolium foram
colocadas sobre papel de filtro a temperatura ambiente para induzir
deiscéncia e liberacdo de esporos. Esses foram separados dos
esporangios pela filtragem em papel de entretela (ou papel de lente). Os
esporos obtidos foram armazenados em frascos de vidro a 7 + 1°C.

3.4 ANALISE MICROSCOPICA DE ESPOROS

Pequena porcdo de esporos armazenados sob refrigeracdo foi colocada
sobre lamina de vidro com uma gota de dgua e recoberta com laminula.
O material foi fotografado em microscépio 6ptico (Leica, DM 2500)
com camera fotografica digital (Leica, DFC 295) acoplada.

Para andlise em microscopia eletronica de varredura (MEV), as
amostras foram preparadas no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. Os esporos foram colocados sobre
suportes de aluminio, com auxilio de fita de carbono dupla face e
cobertas com 30nm de ouro, em metalizador (Leica, modelo EMSCD
500). A andlise e documentacdo foram efetivadas em microscopio
eletronico de varredura (Jeol JSM — 6390 LV), também pertencente ao
LCME.

3.5 ESTERILIZACAO E GERMINACAO DE ESPOROS

Esporos de A. danaeifolium foram esterilizados superficialmente pela
lavagem em solucdo de hipoclorito de sédio comercial a 5 % e uma gota
de detergente liquido comercial, durante 15 minutos; em seguida,
enxaguados em dgua destilada esterilizada em autoclave e filtrados a
vécuo sobre papel de filtro (Randi & Crozier, 1991).

Para os diferentes testes de germinag?o, os esporos esterilizados foram
inoculados em quatro frascos erlenmeyers ou em frascos béquer
(somente para o experimento com RUV B) contendo 20 mL de solugio
nutritiva de Mohr (1956) modificada por Dyer (1979), acrescida de
Benlate® a 0,1 % para evitar contaminacdo por fungos (Quadro 01).



Quadro 01. Composi¢do quimica do meio de Dyer (1979).

Compostos Quimicos Quantidade
Sulfato de Magnésio.........eeeuerveerieneeienienienieieeeeeee e 510 mg/L
Nitrato de POtASSIO......cc.evveeveieriniiiiicicicieeeeceeeeee 120 mg/L
Nitrato de CAlCIO.......cccouieveiirieieiireiieeceeeceeceeree 1440 mg/L
Fosfato de Potdssio DibASiCO........cccuevveerierierieriieiieieeeeenne 250 mg/L
Solucdo de FeSO4.7H20 e NaEDTA.........ccccceevt viviniinennens 1 ml/L

Agua destilada até completar 1 (um) litro.
Preparacdo: misturam-se todos os ingredientes.

Solucdo de FeSO4.7H20 e NaEDTA:

NAEDTA ..ottt 33,2 g/LL
Hidroxido de SOdio.........coevveieiiinininiiiiiiieiciccicceeeeaens 3,65 g/L
Sulfato de Ferro .......oocuevveiieieeiieeeeeeeee e 25 g/l

Agua destilada até completar 1 (um) litro
Preparacdo: Misturam-se todos os ingredientes

A solucdo nutritiva foi previamente esterilizada em autoclave por 20
min a uma temperatura de 120 °C. Aproximadamente 10 mg de esporos
foram inoculados em cada frasco com auxilio de espdtula. Os
erlenmeyers, e também os béqueres, foram tampados com filme de
polipropileno de uso doméstico, fixos por elasticos e transferidos para
sala de cultivo, com fotoperiodo de 12h de radiag@o fotossinteticamente
ativa (27umol m?s™), a uma temperatura de 25° + 2 °C. A radiagdo
fotossinteticamente ativa (RFA ou PAR) foi provida por duas lampadas
fluorescentes brancas (Philips, TLD 30W/75), com fotoperiodo de 12 h,
dispostas horizontalmente 30 cm acima da amostra. A densidade de
fluxo de fétons obtida pelo quantdmetro LICOR (Li-cor light meter 250,
United States of America, USA) munido de sensor PAR (400 a 700 nm)
foi de aproximadamente 30 pmoles m™.s™

A germinagdo foi acompanhada em intervalos de sete dias, sendo que
para cada dia de avaliacdo foram preparadas quatro laminas (réplicas),
com 100 esporos por ldmina, em microscépio binocular (Leica, DM
2500). Consideraram-se apenas as porcentagens de esporos germinados,
que apresentaram protrusdo de rizéide, e ndo se levou em consideracio
0s esporos vidveis (totalmente preenchidos com substincias de reserva
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de coloracdo amarela, mas sem protusdo de rizéide) e/ou invidveis (sem
substancias de reserva).

3.6 EFEITO DE PH, TEMPERATURAS, SALINIDADE E RUV B NA
GERMINACAO

O efeito de pH foi analisado em cdmara de germinacdo regulada para
25 = 2 °C e fotoperiodo de 12h de PAR. Os pHs do meio de Dyer foram
ajustados com auxilio de dcido sulfurico (H,SO,4) e de hidréxido de
s6dio (NaOH) para os seguintes valores: 4,5, 6,7, 8¢ 9.

Analisou-se também o efeito de diferentes temperaturas na
germinacdo de esporos de A. danaeifolium. Foram realizados quatro
tratamentos: 15, 20, 25 e 30 °C.

O efeito da salinidade foi avaliado por meio de duas metodologias
diferentes:

a) Os esporos foram inoculados em meio de Dyer, autoclavado por 20
min a 120 °C, acrescido de NaCl nas concentragdes de 0 %; 0,98 %
(30% da salinidade da dgua do mar); 1,96 % (60% da salinidade da
dgua do mar) e 3,26 % (100% da salinidade da d4gua do mar) conforme
Pangua et al. (2009).

b) Os esporos foram inoculados em dgua do mar, coletada na praia da
Joaquina (Florianépolis, SC), a salinidade da dgua do mar foi medida
com o auxilio de um salindmetro manual de precisio 0 a 100 %o
(BIOBRIX, 211) pertencente ao Laboratério de Ficologia (LAFIC). A
dgua do mar, com salinidade de 35 %o, foi autoclavada por 20 min a 120
°C e diluida com 4gua destilada autoclavada nas seguintes
concentragoes: 25 %, 50 % e 100 %.

Foram realizados dois controles: dgua destilada (0 %) e meio de Dyer.
Os experimentos foram conduzidos em cdmara de germinacdo a 25 °C e
fotoperiodo de 12h de PAR.

Para o estudo do efeito de RUV B na germinagdo, esporos
esterilizados, conforme descrito no item 3.5, foram inoculados em
frascos béquer. Os frascos foram tampados com filme de polipropileno,
fixos por eldsticos e transferidos para sala de cultivo a 25 °C e 12h de
luz PAR, sendo uma parte dos esporos, aproximadamente 10 mg de
esporos por béquer, exposta a RUV B.

A RUV B foi suprida por duas ldmpadas (Philips, Ultraviolet-B, TL
20 W/12RS, K4, Holland) que emitem juntas aproximadamente 28
pmoles de fétons m> s’ (6,45 W.m’z) montadas horizontalmente e
colocadas 30 cm acima das amostras.



Os esporos foram expostos a radiacdo UV B (RUV B), durante 30 min
por dia, no periodo correspondente ao de maior irradiagdo no dia
(considerando um dia de outono), ou seja, de 12 h as 12 h e 30 min
(Jayakumar et al., 2002). A irradiancia na superficie da amostra foi de
aproximadamente 16 pmoles de f6tons m?> s que correspondem a 3,80
W.m? obtidos com radidmetro (IL 1400A - International Light,
Newburyport, MA, USA). Os esporos foram mantidos nessas condi¢des
por 14 dias, e a porcentagem de germinac¢do foi medida no dia 7 e no dia
14.

3.7 ANALISE MOREOANATOMICA DO DESENVOLVIMENTO
INICIAL DE GAMETOFITOS DE A. danaeifolium SOB RUV B

3.7.1 Analise sob microscopia confocal

Os esporos inoculados em frascos béquer foram submetidos a doses
didrias de 30 min de RUV B por um més. Nesse periodo o
desenvolvimento inicial dos gametéfitos, oriundos dos esporos tratados
e do controle, foi acompanhado em microscépio confocal de varredura a
laser (Leica, DMI 6000 B) pertencente ao Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME). As ldminas foram montadas no
préprio LCME e preparadas conforme o seguinte cronograma de
andlise: 1°, 4°, 5°, 6°, 7°, 11°, 15°, 19°, 25° e 32° dias. A excitacdo foi
feita pelo uso de trés tipos de laseres: azul com emissdo entre A 413 a
452 nm; verde com emissdo entre A 505 a 562 nm e vermelho com
emisséo entre A 628 a 708 nm (A = comprimento de onda).

3.7.2 Analise sob microscopia eletronica de transmissao (MET)

O desenvolvimento inicial dos gametofitos submetidos ou ndo 2
RUV B foi analisado também em nivel ultraestrutural. Gametdfitos com
34 dias de exposicdo & RUV B e os controles foram fixados em
glutaraldeido 2,5 % em tampdo fosfato de sédio 0,1 M pH 7 por 9 h,
sob refrigeracdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5
min (2.000 rpm) e o pellet formado incluido em dgar (2 %, 60 °C). Apds
a fixacdo e inclusdo em dgar, o material foi lavado por 3 vezes (30 min
cada lavagem) no mesmo tampao e pds- fixado em tetréxido de dsmio
(0OsOy4) 1 % em tampdo fosfato de sédio 0,1 M pH 7 durante 5 h, em
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temperatura ambiente. Apds serem lavados novamente no mesmo
tampdo, os gametdfitos foram desidratados em uma série de
concentracdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100 %), por 30
minutos em cada concentra¢do, sendo a solucdo de acetona 100 %
trocada duas vezes. Em seguida, o material foi infiltrado lentamente em
séries graduais de acetona 100 % - resina Spurr (Spurr, 1969) em uma
seqiiéncia de sete etapas de 12 h cada, com acetona 100 % + resina: 3:1,
2:1, 1:1, 1:2, 1:3, e duas vezes em resina pura. Por fim, o material foi
polimerizado em moldes horizontais em estufa a 70 °C, por 24 h no
Laboratério de Anatomia Vegetal do Programa de Pés-graduacdo em
Biologia Vegetal da UFSC. As secgdes ultrafinas (60 nm) foram feitas
com ultramicrétomo (RMC, Power Tome XL) acoplado a navalha de
diamante e as grades com as sec¢des foram contrastadas em acetato de
uranila 1 % e citrato de chumbo 1 % de acordo com Reynolds (1963).
As amostras foram processadas e observadas no LCME, em seguida,
fotografadas no microscépio eletronico de transmissdo (JEM-1011).
Destaca-se que os gametofitos utilizados na andlise foram coletados na
superficie do meio de cultura liquido (meio Dyer) e, portanto, ndo
estavam sob sombreamento.

3.8 CURVAS RAPIDAS DE LUZ (RLC) ATRAVES DA
FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a EM GAMETOFITOS
JOVENS

Esporos esterilizados foram inoculados em frascos béquer e mantidos
sob PAR de 30 umoles de f6tons m> st e, submetidos a doses
didrias (30 min) de RUV B de 16 umoles de f6tons m? . s Apés 30
dias em meio de cultivo liquido, os gametofitos filamentosos obtidos a
partir desses esporos iniciais, foram transferidos para bandejas de
polipropileno transparente com tampa, contendo substrato de mangue
previamente esterilizado em autoclave (por 60 min a uma temperatura
de 120 °C). As bandejas com os gametofitos permaneceram em cimara
de germinacdo com fotoperiodo de 12 h de PAR (30 pmoles de f6tons
m?> s') a25+2°C por trés meses. Os gametéfitos sob tratamento
permaneceram sob as mesmas condi¢des, no entanto, com doses didrias
(30min) de RUV B (16 pumoles de fétons m>. s'l). O desempenho
fotossintético de gametodfitos jovens foi medido com o auxilio de um
fluorimetro de pulso com amplitude modulada (Diving PAM,
underwater fluorometer; Walz, Effeltrich, Germany). Para ambos os
tratamentos, os gametofitos jovens foram previamente adaptados por 30



minutos no escuro. Usando a op¢do “Rapid Light Curve” (RLC), as
curvas de luz foram obtidas com a aplica¢do de uma série de oito pulsos
de luz saturante (LS), cada um deles seguidos de uma exposigﬁo de luz
actinica (LA) crescente (2 — 2000 pmoles de fétons mZ s ).

As RLC permitem a obtenc¢io de vérios pardmetros importantes para
avaliacdo do aparato fotossintético. (1) O rendimento quantico efetivo
do fotossistema II (®@pgy;), dado pela relagio AF/Fm, em que: AF = Fm -
Ft; onde Fm € a fluorescéncia maxima de uma amostra iluminada por
LA e Ft € a fluorescéncia transitéria (Schreiber et al., 1994); (2) taxa de
transporte de elétrons (ETR) entre o fotossistema II (PSI) e o
fotossistema I (PSI). A ETR pode ser estimada a partir da equacdo: ETR
= @ps;; X PAR x 0,5 x 0,84. Onde 0,5 é referente ao fato dos fétons
incidentes serem distribuidos entre o PSII e o PSI (White & Critchley
1999; Jones et al., 1999) e 0,84 € um fator baseado na média de luz que
¢ realmente absorvida pelas plantas terricolas (Schreiber et al., 1994).

39 EXTRACAO E QUANTIFICACAO, DE CLOROFILAS,
CAROTENOIDES E COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS EM
GAMETOFITOS

3.9.1 Extracao e quantificacao de clorofilas:

Esporos esterilizados e inoculados conforme descrito no item 3.8,
permaneceram por 35 dias em meio de cultivo liquido. Os gametofitos
filamentosos obtidos a partir desses esporos iniciais foram secos a vicuo
e armazenados em nitrogénio liquido (N, liq). Essas amostras foram
pesadas e, de sua massa total (aproximadamente 1,5 g), separaram-se:
300 mg para dosagem de clorofila, 300 mg para a extragdo e
quantificacdo de carotendides e 300 mg para andlise de compostos
fendlicos totais.

A extragdo de clorofila foi feita utilizando-se, para 100 mg de
gametofitos, 2 mL de dimetil-sulfé6xido (DMSO) seguido de maceracdo
em N, lig. O material foi incubado em estufa a 65 °C por 30 min e, em
seguida, centrifugado. O volume foi completado para 1 mL e o material
resultante, submetido espectrofotometria UV — Vis (Hitachi U — 1800).
A quantificacdo de clorofilas a e b (ug/mL) foi obtida segundo
metodologia proposta por Wellburn (1994) onde:

Cl a (concentraciao de clorofila a) = (12,19 x A665) — (3,45 x A649) e
Cl1 b (concentracio de clorofila ) = (21,99 x A649) — (5,32 x A665),
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em que A665 é a absorbancia no comprimento de onda (A) 665 e A649 é
a absorbancia no A = 649.

3.9.2 Extracao e quantificacio de carotendides:

As amostras de gametofitos submetidos a RUV B e a PAR foram
misturadas, delicadamente, a 4,0 mL de solu¢do hexano:acetona (1:1),
contendo 1,0 mg de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Em seguida, as
amostras foram incubadas (30 min em camara escura), centrifugadas
(3000 rpm por 5 min) e o solvente evaporado sob fluxo de N, gasoso. O
extrato recuperado foi ressuspenso em 3,0 mL de hexano e, submetido a
espectrofotometria UV — Vis (Hitachi U — 1800) para determinagdo do
teor de carotendides totais (A = 450 nm). A quantificacio dos
carotendides totais utilizou curva padrio externa de B-caroteno (Sigma,
0,5a10,0 ug.mL’1 = 0.99; Y =0,167X). As analises foram realizadas
em triplicata e os resultados foram expressos em pg de carotendides por
g de tecido fresco.

Para a deteccdo de carotendides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), aliquotas de 10,0 pL de cada amostra foram
analisadas em cromatégrafo liquido (Shimadzu LC — 10A), equipado
com pré-coluna (Vydac 218GK54,5 um) e coluna de fase reversa C18
(Vydac 201TP54, 25 cm x 4,6 mm) e detector espectrofotométrico UV —
Vis operando em 450 nm. A elui¢do utilizou metanol: acetonitrila
(90:10, v/v) como fase mével, fluxo de ImL/min. A identificacdo dos
compostos de interesse foi realizada através de comparagdo com o0s
tempos de retencdo dos compostos padrdes (luteina, zeaxantina, cis e
trans - B — caroteno, Sigma), sob as mesmas condi¢des experimentais. A
quantificacdo dos carotendides foi feita utilizando-se curva padrio
externa de lutefna (2,5 a 50,0 pg.mL-1 = 0,99; Y =7044X) e B —
caroteno (0,01 a 5,0 pg.mL-1 " =0,99, Y = 1019X) e considerou a drea
dos picos de interesse para efeito dos cdlculos de concentracdo, sendo
que os valores apresentados correspondem a média de trés inje¢des por
amostra.

3.9.3 Extracao e quantificacao de compostos fendlicos totais:

A determinagdo do conteido de compostos fendlicos totais utilizou
metodologia descrita por Rhandir et al. (2002). As amostras de



gamet6fitos submetidos & RUV B foram adicionados 5,0 mL de
metanol acidificado (HCl 1 %), em seguida, incubado em banho de gelo
por 30 min. O extrato metandlico obtido foi filtrado a vacuo, 1 mL de
extrato foi coletado e adicionado de 5 mL de metanol 95 % (v/v). Essa
solucdo foi agitada em vértex por 30 segundos aproximadamente e, em
seguida, transferiu-se 1 mL. da mesma para outro tubo de ensaio em que
se adicionou 1 mL de etanol 95 %, 5 mL de agua destilada e 0,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau. Essa solugdo obtida foi agitada em voértex e
deixada em repouso por 5 min. Logo depois, adicionou-se 1 mL de
carbonato de célcio 5 % (Na,COs) a solucdo, a qual foi deixada em
repouso por 1 h. Em seguida procedeu-se a leitura a absorbancia
(A=725nm) das amostras em espectrofotdmetro UV — Vis (Hitachi U —
1800) e para determinagdo do perfil espectral de varredura a leitura da
absorbancia foi realizada entre 600 a 1000 nm. A quantificacdo dos
compostos fendlicos totais utilizou curva padrdo de dcido gélico (50 a
800 pg.mL’1 = 0,99; Y = 0,0001X). As andlises foram realizadas em
triplicata e os resultados foram expressos em pg de compostos fendlicos
por g de tecido fresco.
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3.10. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados de germinagdo foram expressos como porcentagem e
para cada dia de avaliacdo foram calculados: média, varidncia e desvio
padrdo. Os resultados foram analisados pelos testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov (D,,.,) € de Bartlett (Xz) (quando se compararam
mais de dois tratamentos), para verificacdio da homogeneidade das
variancias. Sempre que se constatou que os dados ndo seguiam a
distribui¢do normal ou ndo mostravam varidncias homogénias, estes
foram transformados em valor angular (arcoseno x V%) e novamente
submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade das variancias.
A andlise de variancia (Multifactor ANOVA) foi seguida do teste de
comparagio de médias quando se compararam mais de dois tratamentos
(Tukey 5%) quando os dados apresentaram distribui¢do normal e
varidncias homogéneas. O teste “t” foi utilizado para se comparar dois
tratamentos entre si. No caso de os dados ndo apresentarem normalidade
ou homogeneidade de variancias mesmo apds a transformacao angular, a
andlise de variancia foi realizada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (H) seguido de teste de Dunn (Santana & Ranal, 2004; Zar,
1996). Os resultados foram analisados pelos softwares Excel e BioEstat.

Para comparar RLCs quantitativamente, usando estatistica
paramétrica, alguns pardmetros descritivos foram utilizados: Eficiéncia
fotossintética (o), Taxa fotossintética mdxima (ETRmax) e fotoinibigéo
ou fotoprotecdo (). Esses pardmetros foram calculados pela equagdo de
Platt (Platt et al. 1980) usando software Origin v. 5.0.



4. RESULTADOS

4.1 ESTRUTURA DOS ESPOROS

Os esporos de A. danaeifolium sdo tetraédrico-globosos, triletes, com
aproximadamente 60 pm de didmetro, apresentando parede externa
ornamentada com depdsitos de ceras epicuticulares (Figuras 5 - 7).

Figuras 5-7. Esporos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch sob
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

5. Vista geral do esporo (Barra: 10 pm)

6. Regido central do esporo em detalhe (Barra: 10 pm)

7.Detalhe da superficie do esporo mostrando ornamentagdes
epicuticulares (Barra: 2 um).

18KV X1,300 15KV X1,300  10pm 22KV XT,000  Zpm
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4.2 EFEITO DE DIFERENTES PHS, TEMPERATURAS E
SALINIDADE NA GERMINACAO DE ESPOROS

De acordo com a andlise do efeito de diferentes pHs na germinagéo
de A. danaeifolium, pode-se observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos tanto aos 7, quanto
aos 14 dias de cultivo (Figura 8).

Figura 8. Germinagdo de esporos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch
em diferentes pHs apds 7 e 14 dias de cultivo. Letras mindsculas comparam o
efeito de pHs aos 7 dias de cultivo e letras maitsculas, aos 14 dias de cultivo.

Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos.
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Os resultados referentes ao efeito de diferentes temperaturas na
germinacdo de A. danaeifolium (Figura 9) mostram que tanto aos 7,
quanto aos 14 dias de cultivo ocorreu a maxima germinagéo a 25 e 30 °C

e que, nas temperaturas de 15 e 20 °C ocorreu, respectivamente, uma
inibi¢do e um retardo na germinacao.



Figura 9. Germinacdo de esporos de Acrostichum danaeifolium Langsd. &
Fisch em diferentes temperaturas apds 7 e 14 dias de cultivo. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas ao nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste de Tukey. Letras mintsculas comparam
o efeito de temperaturas aos 7 dias de cultivo e letras maitsculas aos 14 dias
de cultivo.
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Com relagdo ao efeito da salinidade na germinacdo de A. daneifolium
pode-se observar que, tanto no tratamento com NaCl (Figura 10 A)
quanto no tratamento com dgua do mar (Figura 10 B) houve uma
diminuicdo na taxa de germinagdo aos 7 e aos 14 dias de cultivo com o
aumento de salinidade. Destaca-se que aos 14 dias de cultivo em meio
Dyer acrescido de NaCL, ndo observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre o controle e o tratamento 0,98%, e, entre 0s
tratamentos 1,96% e 3,26% de salinidade.



23

Figura 10 (A-B). Germinagdo de esporos de Acrostichum danaeifolium
Langsd. & Fisch em diferentes salinidades. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5% de probabilidade de
acordo com o teste de Tukey. Letras mindsculas correspondem as andlises
estatisticas apés 7 dias de cultivo e letras maiusculas, apés 14 dias de
cultivo.

A 100+
07 DIAS
~ 80 A 214 DIAS
2
] 601
g b
[
Jo)
B
O 20] c 4 B
0 | | é ég‘
0,98 1,96 3,26
Concentragao de NaCl (%)
B 100+
§ 80
by A
8 601 a A A
£ a
E 40
5 a
© 20+ b B
. I (=
0 25 50 100

Concentragdo de agua do mar (%)



4.3. EFEITO DA RUV B NA GERMINACAO DE ESPOROS E NO
DESENVOLVIMENTO INICIAL DE GAMETOFITOS
ANALISADOS SOB MICROSCOPIA CONFOCAL

Houve um retardo na germinacdo de esporos de A. daneifolium
submetidos a RUV B, apds 7 dias de cultivo, porém essa diferenca
desapareceu ap6s 14 dias de cultivo (Figura 11).

Figura 11. Germinacdo de esporos de Acrostichum danaeifolium Langsd.
& Fisch sob luz PAR (controle) ¢ RUV B. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5% de probabilidade de
acordo com o teste de Tukey
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Por meio do uso de microscopia confocal de fluorescéncia por
varredura a laser (CSLM), apds quatro dias de cultivo de esporos sob luz
PAR, constatou-se autofluorescéncia azul no perisporo do esporo, bem
como autofluorescéncia vermelha e verde nos cloroplastos; o rizéide nao
mostrou autofluorescéncia (Figura 12). Nos esporos submetidos a RUV
B, as fotomicrografias, evidenciam autofluorescéncia de cor azul no
perisporo do esporo e de cor vermelha nos cloroplastos (Figura 13).
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Figuras 12-13. Esporos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch
em inicio de germinacdo, com quatro dias de cultivo, apresentando
autofluorescéncia azul no perisporo (c) e autofluorescéncia vermelha
nos cloroplastos (cl).

12. Controle sob luz PAR. Barra: 20 pm;

13. Esporo sob RUV B. Barra: 10 um.

Apés 11 dias de cultivo, ndo houve diferenca na morfologia e
nos padrdes de autofluorescéncia entre os gamet6fitos que foram
cultivados em sala de cultivo sob luz PAR (Figura 14 a-c) e gamet6fitos
irradiados com RUV B (Figura 15 a-c). Os gametdfitos sao filamentosos
com 6 a 8 células e apresentam de um a dois rizdides. A
autofluorescéncia azul concentra-se no perisporo dos esporos (c) e as
células protaliais mostram abundincia de cloroplastos (cl) que
apresentam autofluorescéncia verde (Figuras 14b e 15b) e vermelha
(Figuras 14c e 15¢).



Figura 14a-c. Gametdfitos filamentosos de Acrostichum
danaeifolium Langsd. & Fisch aos 11 dias de cultivo sob luz PAR.
Destacam-se a autofluorescéncia azul do perisporo (14a) e, nos
cloroplastos, autofluorescéncia verde (14b) e vermelha (14c).

¢ = perisporo; cl = cloroplastos em células protaliais; r = rizéide.
Barra: 50 pm.

Figura 15a-c. Gametdfitos filamentosos de  Acrostichum
danaeifolium Langsd. & Fisch. com 11 dias de cultivo sob RUV B.
Destacam-se a autofluorescéncia azul do perisporo (15a) e, nos
cloroplastos, autofluorescéncia verde (15b) e vermelha (15c).

¢ = perisporo; cl = cloroplastos em células protaliais; r = rizdide.
Barra: 50 pm.
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Ap6s 15 dias de cultivo sob luz PAR, o gametdfito apresenta de 25 a
30 células e possui uma forma espatulada (Figura 16 a-c). A
autofluorescéncia azul aparece no perisporo do esporo (c) e nos rizdides
(r) e a autofluorescéncia verde e vermelha, nos cloroplastos (cl) e um
pouco menos nos rizéides. J4 os gametdfitos submetidos a RUV B
(Figura 17 a-c) sdo menores, possuindo de 18 a 23 células e apresentam-
se em inicio de fase espatulada, j& mostrando divisdes longitudinais.
Entretanto, mantiveram o mesmo padrdo de autofluorescéncia dos
gametofitos controle, e ndo houve diferenca no padrao de
autofluorescéncia em relagdo aos gametdfitos com 11 dias de cultivo.

Figura 16a-c. Gametdfitos espatulados de Acrostichum danaeifolium
Langsd. & Fisch com 15 dias de cultivo sob luz PAR. Destacam-se:
autofluorescéncia azul no perisporo do esporo ainda presente e também
nos rizoides (16a) e autofluorescéncia verde (16b) e vermelha (16c) nos
cloroplastos. ¢ = perisporo; cl = cloroplastos em células protaliais;
r =rizéide. Barra = 20 pm.

Figura 17a-c. Gametofitos espatulados de Acrostichum danaeifolium
Langsd. & Fisch com 15 dias de cultivo sob RUV B. Destacam-se: a
autofluorescéncia azul no perisporo do esporo (17a), e nos cloroplastos, as
autofluorescéncias verde (17b) e vermelha (17c¢).

¢ = perisporo; cl = cloroplastos em células protaliais. Barra = 50 um.




Apés 25 dias de cultivo observam-se pequenas alteragdes na forma
do gametéfito com maior expansdo lateral e um pequeno aumento no
comprimento nos gametéfitos cultivados sob PAR (Figura 18 a-c) e
RUV B (Figura 19 a-c) em relacdo aos protalos com 15 dias de cultivo
em ambos os tratamentos. Nao foi observada nenhuma alteracdo no
padrio de autofluorescéncia.

Figura 18a-c. Gametdfitos espatulados de Acrostichum danaeifolium
Langsd. & Fisch com 25 dias de cultivo sob PAR. Destacam-se: a
autofluorescéncia azul no perisporo do esporo e também nos rizéides (18a),
e nos cloroplastos, as autofluorescéncias verde (18b) e vermelha (18c). ¢ =
perisporo; cl = cloroplastos em células protaliais; r = rizéide. Barra = 50

pm.

Figura 19a-c. Gametdfitos espatulados de Acrostichum danaeifolium Langsd.
& Fisch com 25 dias de cultivo sob RUV B. Destacam-se: a autofluorescéncia
azul no perisporo do esporo e também nos rizéides (19a), e nos cloroplastos,
as autofluorescéncias verde (19b) e vermelha (19c). ¢ = perisporo; cl =
cloroplastos em células protaliais; r = rizéide. Barra = 50 pm.
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Ap6s 32 dias de cultivo observaram-se diferengas morfoldgicas entre
os protalos que cresceram sob PAR (Figura 20 a-c) e os tratados com
RUV B (Figura 21 a-c). Esses ultimos mostraram retardo no
desenvolvimento e a presenca de ramificacdes ndao observadas nos
primeiros. Observaram-se também diferencas no padrio de
autofluorescéncia entre os protalos com 32 dias de cultivo e os protalos
com 25 dias de cultivo crescidos sob PAR. A autofluorescéncia azul do
perisporo ndo estava presente nos protalos com 32 dias, embora ainda se
pudesse observar a autofluorescéncia vermelha e verde (menos intensa)
nos cloroplastos.

Figura 20a-c. Gametdfitos espatulados de Acrostichum danaeifolium
Langsd. & Fisch com 32 dias de cultivo sob luz PAR. Observa-se
autofluorescéncia vermelha nos cloroplastos das células protaliais.

cp = célula protalial; r = rizéide.

Barra = 50 um (20a). Barra = 100 pm (20b e 20c).

Ok

Figura 21a-c. Gametdfitos espatulados de Acrostichum danaeifolium Langsd.
& Fisch com 32 dias de cultivo sob RUV B. Destaca-se a fluorescéncia azul
no perisporo do esporo e também nos rizéides (21a), e nos cloroplastos, a
fluorescéncia vermelha (21b e 21c). ¢ = perisporo; cl = cloroplastos em
células protaliais; r = rizéide; rm = ramificagdo.

Barra = 50 pm.




44 ULTRAESTRUTURA DE GAMETOFITOS JOVENS
CULTIVADOS SOB PAR ERUV B

As células protonemais de gametdfitos de A. danaeifolium cultivados
sob PAR apresentam um grande vactolo central, cloroplastos alongados
e parede celular espessa (Figura 22a, 22b); os cloroplastos apresentam
sistema de membranas formado por tilacéides alongados, que mais se
assemelham aos tilacdides de estroma (Figura 22c, 22d).

Destaca-se que o nucleo celular é grande e que os cloroplastos
apresentam grdos de amido (Figura 23a). Podem-se observar também,
pequenos vactolos globosos, entre o vactolo central e o citoplasma, e
vacuolos periféricos circundando os cloroplastos (Figura 23a, 23b).
Mitocondrias ovaladas e, provavelmente, peroxissomos sem a presenga
de estruturas cristalinas, apresentaram-se conspicuos, ocorrendo entre 0s
cloroplastos ou, entre vactolo e cloroplastos (Figura 23b, 23c).
Observou-se a presenca de plastoglébulos nos cloroplastos (Figura 22a,
23d).

As células protonemais de gametdfitos que receberam RUV B
apresentaram um grande vacuolo central e vacuolos periféricos que
podem ser pequenos e globulares, ou de maiores dimensdes (Figura
24a). Os cloroplastos sdo mais ovdides com grandes grios de amido
(Figura 24a) e um sistema de membranas internas formado por
conjuntos de pilhas de tilacéides (grana) mais curtos e aparentemente
em maior proporcdo (Figura 24b, 24c). Além disso, a presenca de
grandes grios de amido no estroma torna os cloroplastos intumescidos
(Figura 24d). Observou-se uma mitocondria em forma de sino, entre
dois cloroplastos e plastoglébulos aparentemente menores no estroma
(Figura 24b).

O nicleo dessas células é grande (Figura 25a) e apresenta,
provavelmente, compostos fendlicos em seu interior (Figura 25b).
Algumas mitocondrias esféricas (Figura 25b) e, provaveis peroxissomos
(sem a presenca de estruturas cristalinas) também foram observados
(Figura 25c¢, 25d).
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Figura 22. Gametoéfitos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch
cultivados sob PAR durante 34 dias, analisados sob MET.

22a. Parte de uma célula (Barra = 1 um).

22b. Detalhe da parede celular (Barra = 0,2 um).

22c. Parte de um cloroplasto (Barra = 0,2 um).

22d. Detalhes do sistema de membranas internas do cloroplasto (Barra =
100 nm).

cl = cloroplasto, gr = granum, p = parede celular, t = tilacéide,
v = vactiolo.



Figura 23. Células protaliais do gametdfito de Acrostichum
danaeifolium Langsd. & Fisch cultivados sob PAR apds 34 dias,
analisados sob MET.

23a. Vista de uma célula (Barra 2 pm)

23b. Detalhes de organelas celulares (Barra = 0,5 pm).

23c. Detalhes de organelas celulares (Barra 0,2 um).

23d. Detalhe de um cloroplasto com plastoglébulo (Barra = 0,5 pm).

am = grio de amido, cl = cloroplasto, mi = mitocondria, nu = ntcleo,
pe = peroxissomo, pg = plastoglébulo, v = vaciolo.
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Figura 24. Célula protalial do gametéfito de Acrostichum danaeifolium
Langsd. & Fisch cultivado sob RUV B apds 34 dias, analisados sob
MET.

24a. Vista de uma célula protalial (Barra = 5 um).

24b. Detalhes de organelas celulares (Barra = 0,2 pm).

24c. Detalhe do sistema de membranas internas de um cloroplasto
(Barra 0,2 um).

24d. Vista de um cloroplasto com grios de amido (Barra = 1 um).

am = graos de amido, cl = cloroplasto, e = estroma do cloroplasto;
gr = granum, mi = mitocdndria, pg = plastoglébulo, v = vactolo.



Figura 25. Célula protalial do gametéfito de Acrostichum danaeifolium
Langsd. & Fisch cultivados sob RUV B apds 34 dias, analisados sob
MET.

25a. Detalhes de células (Barra = 5 um).

25b. Detalhes de organelas celulares (Barra = 0,2 pm)

25c¢. Detalhe de organelas celulares (Barra 0,5 pm)

25d. Detalhe de organelas celulares (Barra 0,5 pm)

cl = cloroplasto, mi = mitocdndria, nu = nicleo, pe = peroxissomo.
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4.5 ANALISE DOS PARAMETROS FOTOSSINTETICOS E DA
TAXA DE TRANSPORTE DE ELETRONS (ETR) PELA
FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a EM GAMETOFITOS
JOVENS

A andlise da supressdo da fluorescéncia da clorofila a realizada com
fluorimetro de pulso modulado PAM, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os pardmetros fotossintéticos
analisados: o (eficiéncia fotossintética), p (fotoprotecdo), ETR.x (taxa
maxima de transporte de elétrons) e Ey (irradidncia minima saturante)
em gametdfitos cultivados sob PAR ou RUV B (Tabela 1). Esse
resultado também pode ser observado na curvas de transporte de
elétrons (Figura 26).

Tabela 1. Andlise dos parametros fotossintéticos em gametofitos
de A. danaeifolium Langsd. & Fisch cultivados sob PAR e RUV B.

PAR RUV B
Média + SD Média + SD

a 0,16 £0,01 a 0,14 0,01 a

B 0,09 0,003 a 0,09 % 0,005 a
ETR oy 240+2,0a 250+1,0a

Ex 250,0+13,0a 238,0+21,0a




ETR

Figura 26. Curvas de transporte de elétrons (ETR) em
gametofitos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch
cultivados sob PAR (circulos) e sob RUV B (quadrados).
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4.6 ANALISE DE CLOROFILAS, CABOTEN()IDES E
COMPOSTOS FENOLICOS EM GAMETOFITOS JOVENS
CULTIVADOS SOB PAR ERUV B

A figura 27 mostra a sobreposi¢do dos espectros de absorbancia
de extratos de clorofilas cultivados sob PAR e RUV B. Observa-se
que entre 650 - 700 nm houve um aumento de absorbancia para o
extrato de gametoéfitos cultivados sob PAR. O nivel de clorofila a
foi de fato maior em gametdfitos cultivados sob PAR e menor nos
cultivados sob RUV B (Figura 28A). Por outro lado, houve um
aumento nos niveis de clorofila b, nos gametdfitos cultivados sob
RUV B em relagdo aos cultivados sob PAR (Figura 28B). Quando
foram comparados os niveis de clorofila a e b, nos dois tratamentos
(Figura 29), observou-se que os niveis de clorofila a foram maiores
que os de clorofila b, nos gametdfitos cultivados sob PAR. J4, a
razdo clorofila a/b foi praticamente o dobro em gametofitos
cultivados sob PAR (Figura 30).
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Figura 27. Espetro de absorcdo de clorofilas totais de gametdfitos de
Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch cultivados sob PAR (RFA)

e RUV B.
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Figura 28. Concentracdo de clorofilas a (28A) e b (28B) em
gametofitos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch
cultivados sob PAR (RFA) e RUV B. Letras mintsculas
indicam diferencas entre os tratamentos pelo teste “t” a 5 % de
probabilidade.
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Figura 29. Concentragdo de clorofilas a e b em gametofitos
de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch cultivados
sob PAR (RFA) e sob RUV B. Letras mindsculas indicam
diferencas entre os tratamentos pelos testes de Kruskal-
Wallis (PAR =RFA) e “t” a 5 % de probabilidade (RUV B).
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Figura 30. Razdo clorofila a/b em gametdfitos de
Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch cultivados sob
PAR (RFA) e sob RUV B. Letras mintsculas indicam
diferencas entre os tratamentos pelo teste “t” a 5 % de

probabilidade.
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Com relagdo a andlise de carotendides (Figura 31), ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os dois tratamentos. O
carotendide mais abundante nos dois tratamentos foi a zeaxantina,
seguida de luteina e trans-B-caroteno e, o carotendide menos abundante
dentre os quatro analisados foi o a-caroteno (Tabela 2).

Houve diferenca estatisticamente significativa entre as
concentracdes (Tabela 3) de compostos fendlicos totais entre os
tratamentos, sendo maiores em gametofitos cultivados sob RUV B
(Figuras 32 e 33).
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Figura 31. Espetro de absor¢do de carotendides de extratos de
gametoéfitos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch cultivados
sob PAR (RFA) e RUV B.
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Figura 32. Espectro de absor¢do de compostos fendlicos totais de
extratos de gametofitos de Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch
cultivados sob PAR (RFA) e RUV B.
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Figura 33. Compostos fendlicos totais em extratos de gametofitos de
Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch crescidos sob PAR (RFA) e
RUV B. Letras minudsculas indicam diferencas estatisticamente
significativas pelo teste de Kruskal —Wallis, seguido do teste de Dunn a
5% de probabilidade.
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5. DISCUSSAO
5.1 ANALISE MICROSCOPICA DE ESPOROS EM MEV

A andlise estrutural dos esporos de A. danaeifolium contribuiu
para a caracterizagdo dessa espécie tipica dos manguezais das
regides tropicais e subtropicais (Tryon & Tryon, 1982; Moran,
1995), que ocorre também no litoral de Santa Catarina (Reitz, 1961;
Souza et al., 1991; Souza et al., 1994). Os resultados referentes a
morfologia externa dos esporos de A. danaeifolium, obtidos nessa
andlise, confirmam ainda as observacdes apresentadas por Lloyd &
Gregg (1975) e Lorschetter et al. (2001) que os caracterizam como
tetraédricos de perisporo tuberculado com ornamentagdes
densamente distribuidas. Os esporos nao clorofilados de pteridéfitas
sdo estruturas relativamente resistentes as condigdes extremas e
permanecem vidveis por longos periodos (Raghavan, 1989).
Destacam-se ainda como uma maneira de dispersdo das pteridéfitas
(Contreras-Duarte et al., 2006) e possuem caracteristicas tteis na
identificacdo de espécies, como a aparéncia e as incrustacdes
presentes no perisporo.

5.2 EFEITO DE DIFERENTES PHS, TEMPERATURAS E
SALINIDADE NA GERMINACAO DE ESPOROS

Segundo Lloyd & Klekowski Jr. (1970), a base da reproducio
de qualquer pteridofita estd na capacidade de germinagio de seus
esporos e na competitividade dos gametdfitos resultantes. Além da
competicdo por espaco e nutrientes, existem fatores intrinsecos
como mudangas citolégicas e bioquimicas (Raghavan, 1989) e
extrinsecos, como: as condi¢cdes do meio ambiente, incluindo pH do
solo, temperatura, salinidade, umidade, luz e competidores; que
podem afetar o desenvolvimento do gametéfito (Lloyd &
Klekowski Jr., 1970).

Estudos do efeito de pH na germinacdo de esporos de
pteridofitas leptosporangiadas t€m mostrado que a melhor
germinacdo ocorre em pH ligeiramente acido ou neutro (Miller,
1968). Porém, ha variagdes nas respostas de esporos as condi¢des
fortemente dcidas. Em algumas espécies hd uma baixa porcentagem
de germinacdo (Mohr, 1956) ou ndo ha germinacdo (Hevly, 1963).



Em outras espécies, moderados niveis de germinacdo ocorrem,
mas o desenvolvimento gametofitico é limitado (Courbet, 1955;
Otto et al., 1984). Esporos de espécies terrestres de
Ophioglossaceae, por exemplo, respondem ao pH do meio nutritivo
similarmente aquelas pteridéfitas leptosporangiadas que germinam
melhor em um pH ligeiramente dcido (Whittier, 1981). J4 para
esporos de Pleopeltis lepidopteris (Langsd. & Fisch.) de la Sota =
Polypodium lepidopteris Kunze, em que foram testados os efeitos
de vdrias concentra¢des de pH, foi observado que, aos 7 dias de
cultivo, houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos ligeiramente &4cidos, mas apds 28 dias ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (Viviani
& Randi, 2008). Os solos salinos, como os do manguezal, sdo
geralmente bdsicos e a sua acidifica¢@o ocorre, principalmente, pela
dissociagdo do 4cido carbdnico (H,CO;) que se acumula no solo
como produto da respiracdo e da fermentacdo (Larcher, 1986). Os
processos  bioquimicos e fisioldgicos sdo profundamente
influenciados pela concentracdo de CO, atmosférico (Lucht et al.,
2006). A analise dos resultados referentes ao estudo de diferentes
pHs na germinacdo de A. danaeifolium mostram uma grande
plasticidade dessa espécie em relacdo ao fator estudado e, que
alteragdes na concentragdo de CO, nos solos dos manguezais,
poderiam ndo influenciar a germinacgdo de esporos.

A temperatura é um dos fatores que determinam o
estabelecimento das espécies vegetais no meio ambiente e
temperaturas amenas, segundo Towill (1978), sdo necessdrias para
induzir a germinagdo dos esporos da maioria das pteriddfitas. Pérez-
Garcia & Riba (1982) realizaram estudos com espécies de
Cyatheaceae e Dicksoniaceae e observaram que temperaturas acima
de 25 °C reduziam a porcentagem de germinacdo de todas as
espécies, sendo o 6timo entre 18 a 25 °C. Segundo Ranal (1999),
para espécies de pteridofitas de floresta mesofitica semidecidua do
estado de Sdo Paulo, a germinacdo foi semelhante em todas as
temperaturas testadas; a maior germinabilidade foi observada
novamente entre temperaturas de 18 e 25 °C para esporos de
espécies da familia Polypodiaceae. Para esporos de Adiantopsis
radiata (L) Fée (Pteridaceae) e Polypodium pleopeltifolium Raddi
(Polypodiaceae), as maiores porcentagens de germinag¢do foram
encontradas entre 21 e 29 °C. Brum & Randi (2002) observaram que
as maiores porcentagens de germinacdo de esporos de Rumohra
adiantiformis (Forst.) Ching (Dryopteridaceae) foram encontradas
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em temperaturas de 15, 20 e 25 °C e a germinacio foi parcialmente
inibida a 30 °C. Viviani & Randi (2008) testaram o efeito das
temperaturas de 20, 25 e 30 °C na germinagéo de esporos Pleopeltis
lepidopteris, sendo que a germinacdo desta espécie também foi
inibida a 30 °C. Os esporos de A. danaeifolium mostram um
comportamento um pouco diferente da maioria das espécies citadas,
uma vez que a temperatura de 30 °C nfo inibiu sua germinagdo
sendo que possivelmente, em seu ambiente, a germinag¢do de seus
esporos seja promovida durante os meses em que as temperaturas
ambientes sejam maiores, como nos meses de primavera e verao.

De acordo com Lugo et al. (1981), a salinidade é o principal
fator estressante e regulador do desenvolvimento e da
produtividade nos manguezais. Medina et al. (1990) afirmam que
as pteridofitas ndo crescem em solos onde a salinidade excede 50
partes por mil e estdo ausentes em manguezais de costas dridas
onde a alta salinidade predomina. Segundo Hietz (2010), os
manguezais podem ser considerados ambientes xéricos apesar de
estarem frequentemente inundados. Isso ocorre porque, extrair dgua
de dgua salobra com baixo potencial osmético € fisiologicamente
similar a extrai-la de um solo seco, como o de uma savana. Li &
Ong (1997) analisaram o efeito de salinidade na ultra-estrutura de
gametoSfitos de Acrostichum aureum L. e descreveram os
cloroplastos cultivados em meio sem adicdo de NaCl como sendo
cloroplastos normais, contendo estruturas de membranas de grana e
estroma, grdos de amido e plastoglébulos; as mitocOndrias
apresentaram varios formatos: arredondas, ovaladas, em forma de
ferradura, anel, sino ou amebdides. Por outro lado, relataram que
os cloroplastos de gametéfitos cultivados em meio contendo 1,0%
de NaCl, mostraram menores pilhas de tilacdides e grandes espagos
entre as membranas. Além da redugdo das taxas de fotossintese, as
mitocOndrias desses gametéfitos apresentaram apenas a forma
arredondada.

Neste trabalho, para esporos de A. danaeifolium, observou-se
uma diminui¢@o na porcentagem de germina¢do com o aumento da
salinidade. Pode-se sugerir que modificacdes nos padrdes de
chuvas, com aumento da duracdo de periodos de menor
pluviosidade, podem interferir na germinacio dessa espécie. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por Lloyd &
Buckley (1986) que verificaram o efeito de concentracdes
crescentes de NaCl (0 a 3,0 %) na germinagdo de esporos de A.
aureum ¢ A. danaeifolium de populacdes da Jamaica e Florida



(EUA). Os autores observaram severa reducio da germinacio e do
desenvolvimento gametofitico. Sharpe (2010) analisou, durante
aproximadamente trés anos, o crescimento de plantas de A.
danaeifolium no manguezal da Reserva Nacional de Pesquisas
Estuarinas da Baia de Jobos, em Porto Rico, antes e apds o
aumento da salinidade provocado pelo Furacio Georges, em 1998,
e observou que sob condi¢cdes adversas de hiper-salinidade as
plantas mantiveram o nimero total de folhas por planta, bem como
a taxa de produgdo de folhas, mas produziram folhas mais curtas.
As observag¢des mais notdveis, segundo a autora, foram o aumento
da mortalidade e a diminui¢do do tamanho das plantas apds o
disttrbio. Por outro lado, o aumento da fertilidade e da produgdo de
biomassa foram respostas positivas mais significantes. Apds o
furacdo, a producdo de biomassa diminuiu nos primeiros oito
meses, mas em dois anos superou os niveis pré-furacdo. Sharpe
(2010) comenta ainda que a importdncia econdmica dos
manguezais intactos nas regides costeiras estd crescendo e que os
esforcos para o reflorestamento de dreas fortemente prejudicadas
por alteracdes climdticas ou geoldgicas, como as afetadas pelo
tsunami do Oceano Indico (Check, 2005), serdo beneficiados com a
geracdo de conhecimentos sobre padrdes de crescimento dos
elementos que compdem o ecossistema dos manguezais, incluindo
as pteriddfitas.

5.3 EFEITO DA RUV B NA GERMINACAO DE ESPOROS E
NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE GAMETOFITOS
ANALISADOS SOB MICROSCOPIA CONFOCAL

A RUV B representa um fator de estresse ambiental para as
plantas, estando intimamente relacionada com alteracdes no
crescimento e desenvolvimento vegetal (Rozema et al., 1997;
Laakso et al., 2000; Jayakumar et al., 2002). Essa radiacdo afeta a
morfologia, anatomia, bioquimica e fisiologia das plantas em
diferentes niveis que incluem: reducdo de 4drea foliar; aumento de
espessura de parénquima palicddico e espagos intercelulares;
aumento do comprimento celular e nimero de células no
parénquima palicddico e no mesofilo, alteracdes na estrutura de
cloroplastos, como aumento de pilhas de tilacéides e dilatagdo dos
tilacoides. Além de alteracdes no metabolismo celular, tais como
deterioracio da funcdo fotossintética; aumento da capacidade
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antioxidante e acumulacdo de compostos fendlicos (Hilal er al.,
2004). No atual trabalho, foi analisado o efeito da RUV B na
germinacdo de esporos de A. danaeifolium e constatou-se um
retardo da germinacdo, porém ndo foi observada inibi¢do da
germinacao para esporos submetidos a essa radiacdo.

A introducdo da microscopia digital de alta resolucdo, que inclui a
microscopia confocal por varredura a laser associado ou ndo ao
emprego de fluordéforos, levou a grandes avancos na pesquisa de
organismos vivos. Essa combinagdo de principios da 6ptica e da
quimiluminescéncia tornou finalmente possivel visualizar vdrios
tipos de células vivas e medir fendmenos bioldgicos em tempo e
espaco reais (Fonte: http://www.ifi.unicamp.br, acessado em
23/10/2009) gerando informacdes espaciais e estruturais em 3D
mais dindmicas do que as obtidas pela microscopia convencional de
duas dimensdes (Buda et al., 2009; Omasa et al., 2009). As imagens
de gametofitos vivos de A. danaeifolium feitas ao microscopio
confocal de varredura a laser, mostraram que os padrdes de
autofluorescéncia foram semelhantes para gametéfitos submetidos
aos dois tratamentos, PAR e RUV B. O fendmeno da
autofluorescéncia foi observado também em Equisetum arvense L.
(Equisotopsida, Equisetaceae) pelo uso de microscépio confocal,
durante a germina¢do de microesporos e o desenvolvimento inicial
dos gamet6fitos. Os microesporos mostraram autofluorescéncia azul
no perisporo e autofluorescéncia verde e vermelha nos cloroplastos
(Roshchina et al., 2004). Em trabalho anterior, Roshchina e
colaboradores (2002) associaram a cor vermelha a presenca de
clorofila e azulenos e, as cores azul e verde a presenga de fendis,
terpendides e azulenos. O mesmo padrdo de autofluorescéncia foi
encontrado para esporos e gametdfitos de A. danaeifolium,
entretanto os compostos quimicos presentes nos esporos nao foram
detalhados nesse trabalho.

Os dados mais antigos encontrados na literatura, sobre o efeito da
radiacdo ultravioleta (RUV) no crescimento de gametdfitos de
pteridéfitas, datam de 1964, quando Kato analisou os efeitos dessa
radiacdo (253 nm) na diferenciacdo e crescimento de Pteris vittata,
Osmunda japonica e Dryopteris varia. Segundo a autora, os efeitos
gerais induzidos pela RUV incluem reversdo da polaridade do
protonema e modificacdo do desenvolvimento do eixo, bem como o
intumescimento de rizdides e células protaliais e o aparecimento de
protonemas rizoidais. O efeito de RUV B sobre o crescimento,
também foi verificado em plantas de Jaborosa magellanica



(Griseb.) Dusén (Solanaceae) que ocorrem na regido da Patagbnia
Chilena. Essas plantas foram submetidas as exposicdes didrias de 9
h de RUV B, durante 51 dias, e foi observada severa reducdo da
area foliar, além de danos ao DNA (Cuadra et al., 2004). Boeger &
Poulson (2006) relatam que plantulas de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. (Brassicaceae), expostas a este tipo de radiagdo,
apresentaram menor area foliar e massa fresca e seca, além de uma
maior espessura foliar.

Nesse trabalho, os gametofitos de A. danaeifolium irradiados com
RUV B mostraram retardo no crescimento, bem como a presenga de
algumas ramificacdes e intumescimentos que nao foram observadas
nos gametofitos que cresceram sob PAR. A andlise morfolégica dos
gametoéfitos de A. danaeifolium, crescidos sob PAR, corrobora, em
alguns aspectos, com o que foi observado por Lloyd & Gregg
(1975) para a mesma espécie crescida em dgar. Os autores destacam
a forma irregular do protalo, fato também observado nesse trabalho,
embora tenha havido diferencas temporais em relagdo a maturidade
sexual, posto que ndo fosse possivel observar estruturas
reprodutivas nos gametofitos (submetidos ou ndo a RUV B) mesmo
apods 34 dias de cultivo, enquanto os autores encontraram diferencas
sexuais aos 23 dias de cultivo.

54 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DE GAMETOFITOS
JOVENS CULTIVADOS SOB PAR E RUV B

Neste trabalho, a microscopia eletronica de transmissdo (MET)
foi outro recurso utilizado para a exploracdo de possiveis alteragdes
ultraestruturais decorrentes da exposicao didria de gametofitos de A.
danaeifolium a RUV B e suas possiveis implicacdes frente ao
aumento da falha da camada de oz6nio principalmente na regido sul
do pais. Hd poucos estudos sobre MET para gametéfitos de
pteridéfitas. Makgomol & Sheffield (2001) observaram que os
gametofitos filamentosos de Trichomanes speciosum Willd
(Hymenophyllaceae, Polypodiopsida) continham numerosos
cloroplastos pequenos, esféricos ou ovdides, com grandes graos de
amido, granum com 11 tilacéides em média e um ndcleo grande.
Esse niicleo é semelhante ao encontrado neste trabalho em células
de gametéfitos de A. danaeifolium cultivados, tanto em PAR quanto
em RUV B.
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Comparando-se os gametdfitos de A. danaeifolium cultivados
sob PAR com os gametdfitos irradiados com RUV B, constatou-se
que os cloroplastos de gametofitos cultivados sob PAR séo bastante
alongados, mostraram alguns grdos de amido e plastoglébulos; com
tilacoides de grana bastante alongados, assemelhando-se mais aos
tilacoides de estroma, enquanto que os cloroplastos de gametoéfitos
irradiados com RUV B mostraram-se intumescidos, com maior
depésito de grdos de amido, presenca de plastoglébulos
aparentemente menores, mas em maior nimero e sistema granal
aparentemente mais desenvolvido. Destaca-se que, de acordo com
Austin e colaboradores (2006), plastoglébulos sdo particulas de
lipoproteina localizadas dentro dos cloroplastos e, o incremento em
seu numero, esta relacionado com o aumento do estresse oxidativo
no aparato fotossintético. Os autores afirmam que os plastoglébulos
ttm por funcdo a biossintese de corpos lipidicos e sao
subcompartimentos dos tilacéides, armazenando substincias como
carotendides, plastoquinonas e tocoferol (vitamina E), geralmente
associadas a prote¢cdo do aparato fotossintético contra radicais
livres.

O efeito de RUV também foi estudado na ultraestrutura de
quatro espécies de algas vermelhas por Poppe e colaboradores
(2003). Os resultados desse estudo mostraram que os cloroplastos
das algas vermelhas sdo sensiveis 28 RUV. Os autores observaram
rompimento de tilacéides e a formacdo de vesiculas contendo
ficobilissomos. Hilal et al. (2004) estudaram o efeito de exposi¢des
de RUV B sobre cotilédones de Chenopodium quinoa Willd
(Amaranthaceae) e observaram que, nos cloroplastos expostos a
uma dose Unica de RUV B, a organizagdo foi semelhante ao
controle, mas duas doses induziram um notiavel aumento na taxa
‘tilacéides grana’/‘tilacéides de lamela’, além da dilatagdo dos
espacos entre os tilacéides de estroma. Trés doses de RUV B
causaram um forte dano no sistema lamelar e uma diminui¢do nos
tilacoides de grana. Para A. danaeifolium, houve um aumento das
pilhas de granum em gametdfitos cultivados sob RUV B.

Qian & Qing (2009) analisaram a influéncia do cloreto de
lantanio (LaCl;) na ultraestrutura de cloroplastos de células do
mesofilo de soja (Glycine max (L.) Merril — Fabaceae) submetidas a
estresse por RUV B. Os autores observaram que, nas plantas
controle, os cloroplastos apresentaram-se elipticos, de estrutura
lamelar e membranas internas intactas com tilacéides de granum e
de estroma organizados. Os cloroplastos de folhas irradiadas com



RUV B mostraram danos nas membranas, com tilacdides de
estroma intumescidos e escuros, € com maior quantidade de amido e
plastoglébulos. Eles ainda concluiram que a destrui¢do causada pela
RUYV B na estrutura do cloroplasto pode ser revertida ou mitigada
pelo LaCls. Haja vista que tilacéides desorganizados e enegrecidos,
de plantas submetidas a baixa intensidade de RUV B, tornaram-se
ordenados e claros apds a aplicacdo do composto quimico. Sarghein
et al. (2010) analisaram o efeito de RUV A e RUV C em células de
plantulas de Capsicum longum A.DC. (Solanaceae) e constataram
que os tilacdides de cloroplastos tornaram-se dilatados. Os autores
notaram também que, a exposicdo a RUV causou a formacdo de
cristais de catalase nos peroxissomos, indicando reagdo ao estresse
oxidativo. O aumento dos grdos de amido foi observado nos
cloroplastos de células de gametéfitos de A. danaeifolium. No
entanto, ndo houve danos ao sistema de membranas dos cloroplastos
e, nem cristais de catalase nos peroxissomos observados.

5.5 ANALISE DOS PARAMETROS FOTOSSINTETICOS E DA
TAXA DE TRANSPORTE DE ELETRONS (ETR) PELA
FLUORESCENCIA DA CLOROFILA ¢ EM GAMETOFITOS
JOVENS

A medicdo de fluorescéncia da clorofila @ do fotossistema II
(PSII) tornou-se um método util para a determinacdo dos
mecanismos da fotossintese e do estudo de diferentes condigdes
ambientais nas reacOes fotossintéticas (White & Critchley, 1999). A
energia luminosa (éxcitons) absorvida pelo complexo antena
(LHCII) nos cloroplastos excita a clorofila do centro de reacdo do
PSII. Uma vez excitada, essa molécula libera energia e emite
fluorescéncia. A variagdio na intensidade da emissdo da
fluorescéncia (quenching ou supressdo da fluorescéncia) ¢é
decorrente de dois caminhos possiveis da energia liberada: 1) A
maior parte dessa energia € usada no transporte de elétrons (via
fotoquimica — qP). Assim, em plantas adaptadas ao escuro com as
quinonas A (QA) e B (QB) oxidadas, o quenching de fluorescéncia
¢ rdpido e a via fotoquimica tem o seu mdximo de eficiéncia
quantica (Fv/Fm, em que: Fv = Fm — Fo, Fm ¢é a fluorescéncia
maxima da clorofila a e Fo é a fluorescéncia minima, em plantas
adaptadas ao escuro). No entanto, quando ocorre a saturagdo dessa
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via, as quinonas (QA e QB) préximas aos centros de reacdo fecham
(ficam reduzidas) e o transporte de elétrons € entdo diminuido. 2)
nesse estado, o excesso de energia proveniente da relaxacdo das
clorofilas dos centros de reacdo, pode ser dissipado na forma de
calor pela acdo de carotendides do LHCII (via ndo fotoquimica —
NPQ). Assim, plantas com uma pré-histéria de luz apresentam uma
variacdo no quenching fluorescente, reflexo da eficiéncia
fotossintética efetiva (DPSII). A supressdo de fluorescéncia é
medida por meio de fluorimetro de pulso modulado - PAM. Esses
equipamentos medem a fluorescéncia com base na cinética de
relaxamento. Essa técnica também permite o cdlculo de uma taxa de
transporte de elétrons (ETR) do PSII (White & Critchley, 1999). A
ETR estd intimamente relacionada a atividade fotossintética
mensurada pela evolucdo de O, e absor¢do de CO, (Beer et al.,
1998; Beer et al., 2001).

Haapala et al. (2010), analisaram o efeito da exposi¢cdo a RUV
B de alta intensidade (46% maior que a do ambiente) aplicada
durante 3 anos, sobre o crescimento de duas espécies que ocorrem
em turfeiras boreais: Eriophorum russeolum Fr. ex Hartm.
(Cyperaceae) e Warnstorfia exannulata Loeske (Bryophyta,
Amblystegiaceae). Os autores observaram que a exposi¢do a RUV
B ndo causou nenhum efeito sobre a taxa de assimilacdo de CO; nas
duas espécies, nem afetou a estrutura das organelas celulares. Esses
autores sugerem que em um ecossistema natural, exposicdes de
longa duracdo, mesmo em niveis razoavelmente elevados de RUV
B, talvez ndo prejudiquem a fotossintese de plantas de turfeiras.

No entanto, em plantas de Pisum sativum L. (Fabaceae) que
foram expostas a RUV B observaram-se danos ao aparato
fotossintético, uma conseqiiente reducio das taxas fotossintéticas e
diminuicdo da evolugdo de O,. A capacidade de transporte de
elétrons do PSII também foi sensivel a RUV B. O mesmo ndo
ocorreu com a capacidade do doador de elétrons ao PSI, com
relacdio ao restauro do transporte de elétrons do material irradiado
com RUV B. Isso sugere que a inibi¢do causada por esta radiagdo
foi mais estreitamente associada ao PSII do que ao PSI (Brandle et
al., 1977). Em Azzola microphylla Kaulf. (Polypodiopsida,
Salviniaceae), uma pteriddfita aqudtica, irradiacdes com RUV B
intermitentes durante 12 dias, causaram reducdo na atividade do
PSII, mostrando que essa espécie também € sensivel a RUV B
(Jayakumar et al., 2002).



As curvas rapidas de luz (RLC) fornecem informagdes
detalhadas sobre as caracteristicas de saturacdo do transporte de
elétrons bem como o desempenho total da fotossintese de uma
planta. Os pontos cardinais derivados de uma curva rdpida de luz
(0, Ex, ETRM.x, PB) descrevem a capacidade fotossintética foliar e
suas adaptacdes as alteracGes ambientais, conforme comentam
Ralph & Gademann (2005). A subida da curva na regido limitada
pela luz (o) é proporcional a eficiéncia de captura da luz, a
eficiéncia quantica (Schreiber, 2004). A irradidncia minima
saturante (Ey) € determinada pela interceptacdo de o com a taxa
maxima de fotossintese (ETR,x) (Sakshaug et al., 1997). Ex estd
relacionada com a supressdo de fluorescéncia, onde a qP domina
abaixo de Ey enquanto a NPQ domina acima de E; (Henley, 1993).
Sob irradidncia moderada, a capacidade de transporte de elétrons
limita a fotossintese e a curva atinge um patamar, quando entio
ocorre a ETR,x (Schreiber, 2004). O parametro B caracteriza o
angulo de declivio do PSII, também chamado de fotoinibicdo nas
tradicionais curvas de luz, considerada também como fotoprotecio
em equipamentos que expdem os organismos a curtos periodos de
luz (Ralph & Gademann, 2005).

No presente trabalho, observou-se que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os parametros fotossintéticos a,
B e ETRp.x, bem como nas ETRs; para gametéfitos de A.
danaeifolium cultivados sob PAR e RUV B. A manutenc¢do do
desempenho fotossintético nos gametdfitos de A. danaeifolium
submetidos a RUV B pode estar relacionada ao aumento da
clorofila b ou a queda na razio clorofila a/b.

5.6 ANALISE DE CLOROFILAS, CABOTEN()IDES E
COMPOSTOS FENOLICOS EM GAMETOFITOS JOVENS
CULTIVADOS SOB PAR ERUV B

Um estudo sobre o efeito de RUV B realizado com dois
cultivares de Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) mostrou que os
niveis de clorofila, proteinas soliveis, conteido de rubisco e a taxa
de fotossintese ndo foram significativamente alterados pelos niveis
ambientais de RUV B (Pinto et al., 1999). Entretanto, em folhas de
Crotalaria juncea L. (Fabaceae) doses suplementares de RUV B,
durante quatro dias, reduziram significativamente o crescimento e
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os niveis de pigmentos fotossintetizantes. Porém, os niveis de
antocianinas e flavondides (compostos fendlicos) aumentaram
significativamente. Os autores comentaram ainda que essas
variacdes no metabolismo e alguns parAmetros bioquimicos podem
representar uma resposta alternativa da planta frente esse tipo de
radiacdo (Balakrishnan et al, 2005). Hilal et al. (2004),
acrescentam que diferentes espécies apresentam distintos graus de
atenuacdo a RUV B, dependendo da composi¢do de pigmentos e
da intensidade e periodo de exposicdo a essa radia¢do. Jayakumar e
colaboradores (2002) afirmam ainda que em Azzola microphylla
Kaulf. (Polypodiopsida, Salviniaceae), uma samambaia aquitica,
irradiagdes intermitentes de RUV B, durante 12 dias, causaram
reducdo nos niveis de clorofilas e de carotendides.

Os carotendides constituem uma classe de pigmentos
lipossoliveis que inclui os carotenos como: o e f-carotenos e as
xantofilas como: luteina e zeaxantina. Atuam como pigmentos
acessorios na fotossintese e sdo encontrados nos cloroplastos e
cromoplastos das plantas (Raven et al, 2001). Associados a
mecanismos de fotoprotecdo, eles agem como “seqiiestradores” do
excesso de energia absorvida pelas clorofilas, protegendo o
fotossistema, principalmente o PSII, de danos causados por radicais
livres (Falkowski & Raven, 1997). O B-caroteno é conhecido como
um pigmento com alto poder fotoprotetor (Demming-Adams,
1990) que confere as plantas uma maior capacidade para
aclimatacdo fotossintética sob condigdes ambientais extremas
(Goémez-Pinchetti et al., 1992). Sabe-se ainda que o -caroteno, a
luteina e zeaxantina sdo fotoprotetores e estdo envolvidos na
dissipacdo térmica do excesso de energia (Garcia-Plazaola et al.,
2003). Apesar de ndo ter havido diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos realizados nesse trabalho com
relacdo a andlise de carotendides, pode-se destacar a presenca de
zeaxantina, luteina e PB-caroteno em ambos o0s tratamentos para
gametofitos de A. danaeifolium.

Os compostos fendlicos também sdo largamente presentes na
natureza. Possuem atividade antioxidante e a sua formacdo é
acelerada pela luz (Sellappan et al., 2002). Cuadra et al. (1997)
observaram aumentos nos niveis de compostos fendlicos totais,
dentre eles os flavondides, apds uma dose de RUV B. Tratamentos
de baixa intensidade de RUV B (1,60 mW '2) em plantas de
Gnaphalium luteo-album L. (Asteraceae) causaram aumento de
alongamento de caule, aumentos nos niveis de clorofilas a e b, nos



niveis de carotendides e também nos niveis de compostos fendlicos
vacuolares. Porém, os maiores aumentos foram observados nos
niveis de clorofila b (49,65 %) e clorofila a (37,41 %). Segundo
Temura (1983), os compostos fendlicos sdo protetores comuns
contra a RUV B nas plantas superiores e, dependendo da espécie de
planta, os niveis de clorofilas podem aumentar ou diminuir em
resposta a RUV B. Em folhas de Canavalia ensiformis L., a RUV
B causou uma reducdo na taxa clorofila a/b. Isto pode ocorrer
devido a redugdo de sintese ou aumento da degradacdo de clorofila
a em comparacio a clorofila » (Choi & Roh, 2003). O mesmo foi
observado para Jaborosa magellanica (Griseb.) Dusen
(Solanaceae) e Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb (Rosaceae) que
apresentaram aumento nos pigmentos que absorvem RUV B, como
flavondides e antocianinas (Ranjbarfordoei et al., 2009). Essas
respostas podem ser consideradas como estratégia da planta para
proteger o aparato fotossintético contra a radiacdo nociva. Boeger
& Poulson (2006) relatam que folhas de plantulas de Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae), tratadas com RUV B,
apresentaram maior concentracdo de clorofila total e de compostos
fendlicos do que as folhas ndo tratadas com RUV B. Resultado
semelhante foi encontrado neste trabalho para os gametéfitos de A.
danaeifolium submetidos a RUV B, que apresentaram variagdo na
concentracdo de clorofila. Além disso, o cultivo dos gametdfitos
sob RUV B elevou a concentragdo de compostos fendlicos totais, o
que deve ter minimizado os efeitos nocivos dessa radiacao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A auséncia de dados ecoldgicos sobre a fase gametofitica de
pteriddfitas tem deixado lacunas importantes sobre essa fase do ciclo de
vida. Além disso, as pteridofitas estdo associadas a ecossistemas que sao
particularmente sensiveis a degradacdo, alguns dos quais s@o
considerados hdbitats de alta prioridade de conserva¢do como, por
exemplo, os manguezais.

Esse Bioma é quase exclusivamente tropical e intolerante as
temperaturas muito frias. A despeito dessa vulnerabilidade, sdo
ecossistemas  dindmicos de suma importancia ecolégica e
geomorfoldgica. A sua vegetacdo consiste de poucas espécies e, por
isso, a caracterizagdo estrutural dessa vegetacdo é uma ferramenta
valiosa na identificacdo das respostas desse ecossistema aos processos
de alteracdo do meio ambiente, auxiliando estudos que objetivam a
conservacao dos manguezais.

Atualmente, a quantidade de gds CFC presente na alta atmosfera é
muito grande e, segundo pesquisas recentes do INPE, essa situacdo deve
persistir por vérias dezenas de anos contribuindo para o aumento do
buraco na camada de ozonio. Com isso, a quantidade de RUV B que
chega a superficie da Terra tem aumentado e, esta exposi¢do, pode
provocar diversas alteracdes morfofisiolégicas nos seres Vvivos,
principalmente nos vegetais.

Acrostichum danaeifolium é uma espécie distribuida pelos trépicos e
subtrépicos do Novo Mundo e membro caracteristico das comunidades
de manguezal, presente também em manguezais de Santa Catarina. O
objetivo deste trabalho foi realizar um estudo abrangente sobre a
germinacdo de esporos e o desenvolvimento gametofitico inicial dessa
espécie. Analisando o efeito de diferentes tratamentos sobre a
germinacido dos esporos e o efeito da RUV B no desenvolvimento
gametofitico e na taxa fotossintética de espordfitos jovens de A.
danaeifolium. Pode-se observar que os gametofitos sdo sensiveis ao
aumento de RUV B mostrando mudangas ultraestruturais e mecanismos
de fotoprotecdo do aparato fotossintético contra essa radiagdo.
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