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RESUMO

As bridfitas sdo plantas amplamente distribuidas, incluindo ambientes extremos como o Cerrado.
Apesar da limitagdo estrutural, possuem um arsenal bioquimico robusto, produzindo metabdlitos
secundarios frente a estresses bidticos e abidticos. Esses componentes sdo fundamentais na
descoberta de novos agentes farmacolégicos, como antimicrobianos, antioxidantes e antitumorais.
Apesar disso, poucos estudos do potencial biolégico de briéfitas sdo relatados para espécies nativas
do Cerrado. LimitacGes quanto a identificacdo e a disponibilidade de biomassa contribuem para o
numero discreto de pesquisas. Ambos os problemas podem ser contornados pelo reabastecimento de
material vegetal por meio do cultivo axénico in vitro. Dessa forma, este trabalho propde a
descontaminacdo de clones de uma espécie de musgo do Cerrado a ser selecionada e a selecdo de um
clone capaz de produzir maior quantidade de biomassa em meio liquido, visando a obtencdo de
material biolégico de qualidade para analisar suas aplicabilidades biotecnolégicas e na pesquisa
basica.

Palavras-chave: Bridfitas. Cerrado. Axénico.

INTRODUCAO

As briofitas sdo plantas terrestres que surgiram durante o periodo geoldgico Cambriano-
Ordoviciano (Morris et al., 2018), sendo consideradas as plantas mais antigas habitando a Terra por
cerca de 472 milhoes de anos. Sdo plantas de pequeno porte, avasculares e estruturalmente simples
comparadas aos demais grupos vegetais (Asakawa, 2013). Estas plantas possuem notdria
importancia ecoldgica, onde algumas espécies podem ser empregadas como bioindicadoras de
poluicdo por metais pesados, acidez e particulas radioativas, por reter nutrientes e metais pesados
(Tuba et al, 2011). Diversos estudos tém demonstrado uma grande diversidade quimica de
metabolitos secundarios e bioativos, podendo apresentar atividade antibacteriana, antiviral,
antifingica, antioxidante, citotoxica, alelopatica, entre outras (Asakawa et al., 2013; Chen at al,,
2018). Mesmo sendo o segundo maior grupo vegetal e com potenciais de interesse devido a
diversidade fitoquimica, hd uma notavel subvalorizacao de briéfitas para estes estudos, sobretudo em
espécies nativas do Brasil. Apenas duas publicacdes brasileiras sdo registradas, ambas sobre a
possibilidade das bridfitas albergar substancias quimicas com poder antibié6tico (Pinheiro etal., 1989;
Vidal et al,, 2012), onde nenhuma pesquisa foi registrada no Cerrado brasileiro. Além disso, quando
avaliamos o trabalho que tem sido realizado pelo NuBBE, ndo hd nenhum registro de compostos
bioativos provenientes de briéfitas, demonstrando como este grupo é pouco explorado como fonte de
novas moléculas em nosso pais (Pilon et al.,, 2017). No Cerrado, por exemplo, apesar ser considerado
um dos maiores hotspots de biodiversidade mundial (BFG, 2021; Myers et al., 2000), a aplicacdo de
briéfitas em estudos de bioprospeccdo por novas moléculas bioativas ainda permanece como um
tema a ser explorado. Acredita-se que o nimero limitado de estudos envolvendo briéfitas esteja
relacionado a pouca disponibilidade de biomassa quando comparado a fanerégamas. Além disso,
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outros fatores como a ampla associacdo de espécies existentes em uma mesma amostra e a presenga
de microrganismos endo- e epifiticos (Asakawa et al., 2013; Peters et al,, 2019), também pode
contribuir para este cenario. Neste contexto, os problemas mencionados podem ser contornados pelo
reabastecimento de material vegetal por meio da técnica de cultivo axénico in vitro (resupply)
(Atanasov et al., 2015), pratica amplamente difundida e promissora para o estudo destas plantas
(Pereira, 2019). Dessa forma, este trabalho propds a descontaminagdo de clones de uma espécie de
musgo do Cerrado que foi selecionada, e futuramente a selecio de um clone que seja capaz de
produzir uma maior quantidade de biomassa em meio liquido, visando a obtencdo de material
biolégico de qualidade para analisar suas aplicabilidades no campo biotecnolégico.

OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo geral estabelecer culturas axénicas de uma espécie de musgo
do Cerrado, visando selecionar os melhores clones para a obtencdo de material vegetal voltado a
avaliacdo de seu potencial biotecnoloégico. Para isso, os objetivos especificos compreendem realizar o
pré-cultivo de 10 a 20 clones da espécie selecionada, proceder com a descontaminagao de cinco destes
clones e estabelecer o cultivo axénico em meio sélido. Adicionalmente, busca-se selecionar os trés
clones com maior capacidade de geracdo de biomassa em meio sélido e liquido e, por fim, obter
biomassa vegetal suficiente em meio liquido a partir do clone de melhor desempenho.

METODO

Processamento Primario e Estabelecimento do Pré-cultivo: O material vegetal foi coletado
conforme (Yano, 1984), lavado com agua destilada e os gametofitos limpos foram transferidos para
tubos Falcon. Uma fragao foi destinada a identificacdo taxonémica e depoésito no Herbario da UnB. O
pré-cultivo (ndo-axénico) seguiu (Dohms et al., 2026): em capela de seguranca biolégica, 10 a 20
gametofitos foram secos em papel filtro, dispostos em placas de Petri com meio BCD (Ashton & Cove,
1977) e mantidos em camara climatizada (20 2C e fotoperiodo de 16h) por 4 a 8 semanas. Os
gametofitos secundarios foram subcultivados para aumentar a biomassa, sendo os cinco clones mais
produtivos selecionados apds 4 semanas. Descontaminag¢do dos Gametoéfitos Selecionados: Os cinco
clones foram imersos em dicloroisocianurato de s6dio (NaDCC) nas concentragdes de 0,1%, 0,5%,
0,7% e 1% (p/v) por 2 minutos e repassados para o meio inicial. Realizaram-se inspe¢des visuais por
2 a 4 semanas para verificar contaminacoes. Havendo crescimento vegetal, fracionou-se o material
para os meios LB e BCD + 1% sacarose (p/v), acompanhando-o por 30 dias para controle de
contaminacdo. Os clones vidveis seguiram para as etapas subsequentes. Selecdo de Clones e Analise
de Crescimento: A sele¢do de clones com maior biomassa seguird (Heck et al., 2020). A porc¢do
superior de cada clone (1-2 mm) esta sendo separada mecanicamente, repicada para novas placas e
acompanhada por quatro semanas. Semanalmente, estio sendo feitos registros fotograficos que serdo
convertidos em imagens bindrias para calculo da drea por contagem de pixels no Image] (v.1.51f),
além da avaliagdo fenotipica. Estabelecimento de Cultivos Axénicos Liquidos e Andlise Estatistica: O
cultivo liquido seguira (Heck et al., 2020): trés gametofitos dos clones selecionados serdo inoculados
em 35 mL de meio BCD liquido (erlenmeyers de 100 mL), observados por 6 a 8 semanas e submetidos
amensuracdo de peso fresco e seco em triplicata. O subcultivo ocorrera a cada 4 semanas para manter
a propagacao. Os dados de biomassa e crescimento serdo tabulados e submetidos aos testes de
ANOVA One-way com poés-teste de Bonferroni no GraphPad Prism (v.5.0) para avaliar as variaces
entre amostras e clones.

RESULTADOS
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Durante o desenvolvimento do projeto foram realizadas as fases de coleta, processamento
primario, pré-cultivo e subcultivo do material vegetal, conforme o cronograma. As coletas de seis
novas espécies ocorreram no horto da Universidade Catélica de Brasilia (15°51'40.3"S 48°01'47.2"0)
para garantir a integridade dos gametoéfitos e a viabilidade do cultivo in vitro, com amostras
depositadas no Herbario UB aguardando certificacdo do niimero de tombamento. Os gametoéfitos
foram submetidos ao pré-cultivo ndo axénico em diferentes meios, onde os explantes em meio BCD
apresentaram crescimento satisfatério, emissdo de gametofitos secundarios, expansao do protonema
e tecidos ativos, corroborando aliteratura (Ashton & Cove, 1977; Pereira, 2019). Os subcultivos foram
realizados para aumentar a biomassa, manter a viabilidade e selecionar clones vigorosos, ressaltando
que a identificagcdo taxondmica sera feita apds a descontaminagdo. Apos o pré-cultivo, procedeu-se a
descontaminacdo dos gametoéfitos das espécies PMC003, PMC006B, PMC006, PMC007, PMC0O07B e
PMCO005 com NaDCC (0,1%, 0,5% e 0,7%), totalizando 14 tentativas (duas para PMC007 e PMC006, e
uma para as demais). As espécies PMC003, PMC007B e PMC006 apresentaram auséncia de fungos ou
bactérias apo6s 30 dias. Devido a disponibilidade de biomassa, o gametéfito original de PMCO003 foi
fracionado e transferido para os meios LB e BCD + sacarose 1%, permanecendo 30 dias em estufa
para avaliacdo de contaminacdo. Concomitantemente, outros clones de PMCO003 foram
descontaminados, demonstrando boa avaliagdo fenotipica, ndo sendo observada nenhuma
contaminacao ao final do periodo, o que permitiu o subcultivo da placa para aumentar a biomassa. A
selecdo dos clones para PMCO003 foi iniciada e encontra-se em avaliacdo, ao passo que as coletas
PMC005, PMC003B, PMC0O07 e PMCO06B oxidaram, morreram ou ndo se descontaminaram
eficientemente nas concentragdes testadas. Dessa forma, estabeleceu-se que os cinco clones
derivados de PMC003 e em fase de selecdo serdo utilizados para o restante da metodologia.

CONCLUSAO

De modo geral, os resultados obtidos nesta fase sustentaram a continuidade do projeto
conforme o cronograma proposto e indicaram condi¢des favoraveis para o avango das etapas
subsequentes. Ademais, os resultados parciais demonstraram que a descontaminacdo utilizando
NaDCC permitiu a obtenc¢do de clones viaveis para os espécimes PMC003, PMC007b e PMC006. A
validacgdo da cultura axénica no meio com sacarose confirma a eliminacao de contaminantes externos.
Como proéximos passos, os explantes viaveis plaqueados estdo sendo acompanhados semanalmente
por meio de registros fotograficos, os quais serdo convertidos em imagens binarias para o calculo da
area por contagem de pixels no programa Image]J (versdo 1.51f). Essa mensuracao digital permitira
selecionar estatisticamente, com o auxilio do programa GraphPad Prism, os trés clones de maior
crescimento vegetativo (Heck et al.,, 2020).
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