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RESUMO

As briofitas possuem importancia evolutiva e ecoldgica, principalmente em ambientes polares e
extremos, sendo utilizadas em estudos genomicos e fitoquimicos. Entretanto, o cultivo axénico dessas
plantas em laboratdrio é lento, dificultando a obtencdo de biomassa para essas analises. Este estudo
teve como objetivo otimizar a producdo de biomassa de briéfitas polares cultivadas in vitro, testando
a fragmentagdo mecanica de gametofitos associada a inducdo de protonema como alternativa ao
crescimento tradicional. Gametoéfitos de Erythrodontium squarrosum, Bryum pseudotriquetrum,
Pohlia cruda e Physcomitrium patens foram fragmentados com ULTRA-TURRAX por 10 e 30 segundos
e cultivados em meio BCDAT liquido e s6lido, além de controle em BCD liquido e indculos diretos sem
fragmentacdo. Bryum pseudotriquetrum e Pohlia cruda apresentaram potencial regenerativo, com
formacao abundante de protonema, enquanto Erythrodontium squarrosum teve crescimento limitado.
Physcomitrium patens contaminou em cultivo liquido, mas formou tapete protonematico denso em
meio BCDAT sélido com celofane. Os testes mostraram-se promissores.
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INTRODUCAO

As briéfitas sdo plantas terrestres avasculares, de pequeno porte, cuja absorc¢do e transporte
de agua e nutrientes ocorrem por osmose e difusio célula a célula (Alves et al, 2021).
Compreendendo mais de 20.000 espécies distribuidas em trés clados, os antdceros, hepaticas e
musgos, esse grupo representa a segunda maior linhagem vegetal e ocupa posicdo de destaque na
compreensdao da transicdo das plantas para o ambiente terrestre (Peralta & Yano, 2012;
Vanderpoorten & Goffinet, 2009). Estdo presentes em praticamente todos os ecossistemas terrestres,
incluindo ambientes polares, onde dominam a macroflora em &reas livres de gelo (Camara et al,,
2019).

Além da relevancia ecoldgica e evolutiva, as bridfitas sdo reconhecidas como bioindicadoras
de qualidade ambiental, apresentando resposta significativa a poluicdo por metais pesados e
desempenhando papel relevante no monitoramento da qualidade da agua e do ar, devido a sua
sensibilidade a variagdes ambientais (Souza et al.,, 2017; Gecheva & Yurukova, 2014). Esse grupo
também é reconhecido como fonte promissora de compostos bioativos, uma vez que dispde de um
arsenal bioquimico complexo para lidar com diferentes condigdes ambientais e interacdes com
microrganismos (Asakawa & Ludwiczuk, 2018). O uso dessas plantas em andlises gendmicas,
metaboldmicas e fitoquimicas depende, no entanto, da disponibilidade de biomassa vegetal em
quantidade suficiente, o que representa um desafio, ja que o cultivo tradicional por multiplicagdo do
gametofito é lento e demanda grande espaco laboratorial.
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Alternativas descritas na literatura buscam otimizar esse processo por meio da inducdo da
fase protonematica, forma filamentosa e altamente regenerativa que antecede o desenvolvimento do
gametofito, e da geracdo de protoplastos, células com a parede celular removida por digestdo
enzimatica, amplamente empregadas em protocolos de regeneracio e transformacao genética (Liith
et al.,, 2022; Neubauer et al,, 2022). A suplementacdo do meio de cultura com di-amdnio tartarato
favorece a manutencdo do crescimento em estagio de protonema, retardando a diferenciacdo em
gametdfito e aumentando o rendimento de biomassa regenerativa (Hohe & Reski, 2002).

Diante da necessidade de otimizar a obten¢ao de biomassa das espécies de interesse do grupo
de pesquisa BRIOTECH, este trabalho teve como objetivo avaliar a fragmentagdo mecanica de
gametofitos de musgos polares, do Cerrado brasileiro e linhagem padrao global associada a inducao
de protonema como alternativa ao método tradicional de crescimento de briéfitas cultivadas em
condig¢des axénicas.

OBJETIVO

Otimizar a obtencao de biomassa de bridfitas cultivadas em condigdes axénicas, avaliando a
fragmentacdo mecanica de gametofitos associada a inducdo de protonema como alternativa ao
método tradicional de crescimento vegetativo.

METODO

Foram utilizadas quatro espécies de musgos mantidas em cultivo axénico no laboratério do
grupo BRIOTECH: Erythrodontium squarrosum (Cerrado), Bryum pseudotriquetrum e Pohlia cruda
(Antartica) e Physcomitrium patens (linhagem Grandsen). A micropropagacdo desses cultivos foi
realizada em meio BCD sélido e liquido, com repiques a cada quatro semanas, mantendo-se os frascos
a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 de escuro.

Para a indugdo de protonema, 30 gamet6fitos de cada espécie foram fragmentados com o
auxilio de um dispersor ULTRA-TURRAX estéril, em dois tempos de tratamento (10 e 30 segundos), e
transferidos para meio BCDAT liquido (meio BCD suplementado com di-aménio tartarato),
permanecendo em cultivo por nove meses. Como controle, gametofitos de B. pseudotriquetrum
fragmentados por 30 segundos foram cultivados em meio BCD liquido, sem o suplemento.

Para P. patens, avaliou-se também o cultivo em meio BCDAT sélido com papel celofane,
utilizando 15 gametoéfitos fragmentados por 30 segundos, com micropropagacdes a cada quatro
semanas ao longo de dois meses. Paralelamente, in6culos liquidos de todas as espécies foram
realizados diretamente em meio BCD, sem fragmentacgdo prévia, para comparag¢ao com o crescimento
gametofitico padrdo do grupo. Os resultados foram avaliados de forma qualitativa e visual,
considerando o desenvolvimento protonematico, a coloragio da biomassa e a ocorréncia de
contaminacoes.

RESULTADOS

A espécie Erythrodontium squarrosum apresentou resisténcia consideravel ao processo de
fragmentacido mecanica com o ULTRA-TURRAX, mesmo sob poténcia maxima. No tratamento de 10
segundos, observou-se pouca diferenciagio em protonema, provavelmente devido a baixa
fragmentacdo do tecido nesse intervalo de tempo. Ja no tratamento de 30 segundos, os fragmentos
menores apresentaram maior formagdo protonematica, enquanto os fragmentos maiores geraram
poucas ramificacdes. De forma geral, entre as quatro espécies avaliadas, E. squarrosum foi a que
demonstrou desenvolvimento mais limitado.
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Bryum pseudotriquetrum foi a espécie que apresentou melhor desempenho apods o
procedimento de fragmentacdo. Tanto no tratamento de 10 segundos quanto no de 30 segundos,
houve rapido crescimento protonematico e geragdo expressiva de biomassa verde, com aspecto
saudavel e homogéneo. Entretanto, no frasco submetido a 30 segundos, ocorreu contaminacio
fingica a partir do segundo més de cultivo, atribuida possivelmente a vedacdo inadequada do
recipiente; apds esse episddio, os frascos das demais espécies passaram a ser vedados de forma mais
rigorosa, o que evitou novas contaminagoes.

Pohlia cruda também demonstrou boa resposta ao procedimento, apresentando resiliéncia a
fragmentacdo com o ULTRA-TURRAX. Ambos os frascos (10 e 30 segundos) geraram protonema
viavel, com coloracdo verde saudavel, embora em quantidade e tamanho menores quando
comparados aos de B. pseudotriquetrum. Esses resultados indicam que a espécie tolerou bem o
processo mecanico e foi capaz de regenerar tecido protonematico com sucesso, mesmo com resposta
mais modesta que a espécie de melhor desempenho.

Em relacdo a Physcomitrium patens, os cultivos liquidos fragmentados apresentaram
contaminagdo precoce ja na segunda semana de cultivo, o que levou ao descarte dos frascos e
impossibilitou a avaliacdo do protocolo liquido para essa espécie. De maneira geral, durante o periodo
de cultivo em meio BCDAT liquido, ndo foi observada diferenciacio significativa dos tecidos em
gametofitos entre as espécies avaliadas, mantendo-se predominantemente o crescimento na fase
protonematica, o que confirma o efeito esperado da suplementagdo com di-amonio tartarato.

No experimento controle, realizado com B. pseudotriquetrum em meio BCD liquido sem
suplementac¢do, observou-se pouco crescimento, uma vez que os fragmentos se diferenciaram
rapidamente em gametofitos e cresceram de forma lenta, em nitido contraste com o desenvolvimento
mais intenso obtido em meio BCDAT, reforcando a importancia do suplemento para a manutencio da
fase protonematica.

No cultivo em meio BCDAT so6lido, utilizando P. patens, houve abundante formacido de
protonema sob o papel celofane, formando um "tapete" verde homogéneo ao longo das
micropropagacoes realizadas a cada quatro semanas, o que demonstra boa adaptacao desse
organismo modelo a esse tipo de protocolo, mesmo diante da inviabilidade do cultivo liquido
fragmentado.

Por fim, os ino6culos liquidos realizados diretamente em meio BCD, sem qualquer
fragmentacdo prévia, resultaram em crescimento gametofitico satisfatério para todas as quatro
espécies avaliadas, confirmando a viabilidade do método tradicional ja utilizado pelo grupo. Contudo,
esse crescimento exigiu um tempo consideravelmente maior para a produ¢do de biomassa em
quantidade significativa, quando comparado aos protocolos de fragmentacdo com indug¢ido de
protonema, sobretudo os observados para B. pseudotriquetrum e P. cruda.

Os resultados foram avaliados de maneira qualitativa e visual, com base no desenvolvimento
protonematico, na coloragdo da biomassa gerada, na resisténcia das espécies a fragmentacado e na
ocorréncia de contaminagdes ao longo do cultivo.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que a fragmentacdo mecanica de gametdfitos associada ao cultivo em
meio BCDAT constitui estratégia eficiente para induzir e expandir a fase protonematica de musgos
cultivados in vitro, especialmente para Bryum pseudotriquetrum e Pohlia cruda, que apresentaram
elevado potencial regenerativo. Physcomitrium patens respondeu melhor ao cultivo s6lido com
celofane, enquanto Erythrodontium squarrosum demandou ajustes metodolégicos adicionais. O
protocolo mostrou-se promissor como alternativa ao método tradicional de crescimento,
contribuindo para a otimizacdo da obten¢do de biomassa no contexto do grupo BRIOTECH, com
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potencial para subsidiar etapas futuras de isolamento de protoplastos e andlises gendémicas e
metabolomicas.
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