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RESUMO

As briofitas apresentam importdncia evolutiva e ecoldgica, sendo estudadas como fontes de
informacdes ambientais e de potencial biotecnolégico. Apesar disso, sdo negligenciadas devido as
limita¢des relacionadas a associacdo com microrganismos e a disponibilidade de biomassa. Nesse
contexto, o cultivo in vitro, em condi¢des axénicas, possibilita a ampliacdo de biomassa e a realiza¢do
de andlises fitoquimicas e obtencdo de extratos vegetais, permitindo investigar metabdlitos de
interesse bioldgico e biotecnolédgico. O presente estudo objetiva ampliar a obtenc¢ao de biomassa de
bridfitas provenientes do Cerrado mediante diferentes metodologias. Sera avaliada a eficicia da
producdo de protoplastos e inducdo de protonema como estratégias promotoras do crescimento. Os
protoplastos serdo obtidos por digestdo enzimdtica da parede celular com Driselase, enquanto a
inducdo de protonema sera realizada a partir dos protoplastos e tecidos de gametofitos previamente
lesionados. Ao final, sera comparada a biomassa obtida pelos protocolos testados com a do cultivo
tradicional, identificando a estratégia de maior rendimento.
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INTRODUCAO

As bridfitas (antdceros, hepaticas e musgos) sdo plantas terrestres avasculares e constituem
o segundo maior grupo vegetal, estando ausentes apenas no meio marinho. Ocupam habitats diversos
e seletivos, como areas de alta salinidade, solos contaminados por mineragao, além de regides com
periodos intensos de seca como o Cerrado (Costa & Peralta, 2015; Li et al., 2015; Camara et al., 2019).
Devido a sua fisiologia, sdo resilientes, podendo atuar no biomonitoramento da qualidade do ar, da
agua e dos impactos climaticos (Gecheva & Yurukova, 2014; Zanatta et al., 2020). Somado a isso, as
briéfitas desempenham importantes papéis ecoldgicos em muitos ecossistemas, principalmente
relacionados a protecdo do solo contra erosdo e a recuperacdo de areas degradadas, sendo atuantes
na sucessdo ecoldgica destes ambientes, além de contribuirem para a formacdo de solos como
espécies pioneiras, reciclagem de nutrientes, producio de biomassa e fixacio de carbono. Apesar da
limitada complexidade estrutural quando comparada as plantas vasculares, 0s musgos possuem um
arsenal bioquimico robusto para lidar com diferentes condigdes ambientais, auxiliando na resposta e
tolerancia a fatores ambientais. Entre as espécies mais estudadas destaca-se Physcomitrium patens,
que apresenta caracteristicas favoraveis a manipulagdo e ao cultivo axénico in vitro, consolidando-se
como importante modelo experimental para estudos fisiol6gicos e de respostas a estresses bioticos e
abidticos (Decker & Reski, 2012). Além disso, os musgos representam uma fonte pouco explorada de
compostos bioativos, podendo revelar metabdlitos com potencial antioxidante, antimicrobiano e
alelopatico (Asakawa & Ludwiczuk, 2018; Chen et al., 2018). No entanto, a utilizacdo das briéfitas em
estudos moleculares, fisiologicos e na exploragio biotecnoldgica exige uma quantidade consideravel
de biomassa (Murthy et al., 2014). Dessa forma, uma das alternativas é o estabelecimento de cultivos
axénicos e a micropropagacao in vitro, visando a obtencdo de biomassa de qualidade e em quantidade
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suficiente para estas finalidades (Murthy et al., 2014). Nesse contexto, a micropropagacao in vitro é
uma importante estratégia para superar limitacdes relacionadas a disponibilidade de biomassa,
sazonalidade e impactos ambientais decorrentes de sucessivas coletas (Murthy et al., 2014). A
otimizacdo do crescimento, especialmente durante a fase protonematica, tem sido investigada como
alternativa para aumentar a produgdo de biomassa. Liith et al. (2023) demonstraram que a otimizacao
do cultivo de protonemas possibilita a obtencdo de material suficiente para a producao de
protoplastos e seu armazenamento a longo prazo em diferentes espécies.

Procedimentos utilizando diamodnio tartarato foram descritos na literatura, sendo observado
que a adicdo desse composto ao meio de cultura faz com que o musgo cres¢a predominantemente no
estagio de cloronema (Hohe & Reski, 2002). Hohe e Reski (2002) perceberam que o rendimento de
protoplastos foi aumentado seis vezes pela suplementacdo do meio com 460 mg/L de diamdnio
tartarato. Schween et al. (2003) constataram que os protoplastos de P. patens cultivados em um meio
contendo 2,5 mmol/L de diaménio tartarato tiveram maior taxa de sobrevivéncia se comparados aos
cultivados em meio com 5 mmol/L desse composto, além de observarem que essa taxa também
aumenta quando os protoplastos sdo cultivados em meio s6lido em vez de meio liquido ou meio sélido
com celofane. Para contornar o crescimento lento e o alto custo da manutencao in vitro de espécies
antarticas e do Cerrado a partir da fase gametofitica, este projeto visa otimizar a producdo de
biomassa via gerag¢do de protoplastos e inducao de protonema.

OBJETIVO

Examinar a viabilidade dos protoplastos gerados a partir de gametofitos de diferentes
espécies. Estabelecer um comparativo entre os métodos de fragmentacio de gametoéfitos, levando em
considerac¢do a regenerac¢do e formacdo de protonema. Investigar as semelhancas e diferengas na
geracdo de protonemas nas plantas cultivadas em meio de cultura suplementado com diamonio
tartarato em comparacdo as plantas em meios de cultura nido suplementados. Avaliar
comparativamente o crescimento entre o cultivo em BCDAT s6lido e em BCDAT s6lido embebido com
diamdnio tartarato. Observar o estagio de crescimento das plantas em BCDAT, avaliando a formacgao
de protonema ou o desenvolvimento de outras estruturas, como o gametéfito. Comparar a resposta
das diferentes espécies frente ao contato com diamoénio tartarato. Avaliar a viabilidade do
estabelecimento de micropropagacio das espécies-alvo no estagio de protonema por meio do cultivo
em BCDAT. Comparar a taxa de crescimento em cultivo liquido a partir de protonema e a partir de
gametofito.

METODO

Para a micropropagacdo dos cultivos obtidos, foram utilizadas as espécies Fabronia ciliaris
var. polycarpa e Entodontopsis leucostega, coletadas no Cerrado e mantidas em meio BCD s6lido, com
renovacdo a cada duas semanas. A espécie Physcomitrium patens foi utilizada como controle
experimental. Para a inducdo de protonemas, aproximadamente 10 gamet6fitos de cada espécie
foram submetidos a fragmentacdo manual ou mecéanica, utilizando-se ULTRA-TURRAX, sendo
avaliados o dano decorrente dos diferentes métodos de fragmentacdo e a capacidade de regeneracio
dos fragmentos em protonema. Posteriormente, metade dos fragmentos foi cultivada em meio BCDAT
solido suplementado com celofane, durante oito semanas, a 25 °C e sob fotoperiodo de 12 horas,
realizando-se registros fotograficos semanais para o acompanhamento da formagao de protonemas.
A outra metade dos fragmentos foi cultivada em meio BCDAT s6lido com celofane, embebido em 10
mL de solugdo de AT a 50 mM, sob as mesmas condi¢des de temperatura, fotoperiodo e periodo de
cultivo, com o objetivo de inibir a diferenciacdo dos protonemas em caulonema e gametofitos. Por
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fim, os protonemas regenerados foram submetidos a micropropagacdo em meio BCDAT sélido
suplementado com celofane, durante oito semanas, com renovaciao do meio a cada quatro semanas e
acompanhamento semanal da expansao da biomassa.

RESULTADOS

As etapas iniciais foram concluidas com a micropropagacao in vitro de Fabronia ciliaris var.
polycarpa e Entodontopsis leucostega em meio BCD s6lido, com obtencdo de biomassa axénica para os
ensaios de induc¢do. O periodo de micropropagacao foi superior ao previsto para Physcomitrium
patens, em razdo das caracteristicas de regeneracdo e crescimento das espécies. Na inducdo de
protonema, a resposta ao estresse mecanico variou conforme o método: a fragmentac¢io por ULTRA-
TURRAX, especialmente por 30 segundos, mostrou-se prejudicial para as espécies, causando danos
celulares e comprometendo a regeneracdo do tecido. Em contrapartida, a fragmentacdo manual
manteve a integridade estrutural do tecido e a viabilidade dos explantes. No meio BCDAT,
suplementado com diamonio tartarato, nao foi observado crescimento de tecido protonematico, mas
sim indu¢do e desenvolvimento direto de novos botdes gametofiticos, indicando possivel efeito
espécie-especifico do suplemento e sua insuficiéncia para impedir a diferenciacdo em caulonema e
gametdfitos nas condicdes testadas. Por fim, as etapas subsequentes do projeto ndo puderam ser
concluidas integralmente, decorrido da interrupcao das atividades laboratoriais.

CONCLUSAO

O cultivo axénico in vitro demonstrou-se vidvel para Fabronia ciliaris var. polycarpa e
Entodontopsis leucostega do Cerrado, fornecendo biomassa inicial saudavel para os ensaios de
inducdo. A fragmentacdo manual destacou-se como o método de escolha, visto que o ULTRA-TURRAX
foi nocivo as espécies estudadas, demonstrando que as respostas celulares ao estresse fisico de
ruptura dependem da espécie e bridfitas nativas exigem protocolos adaptados. Embora as etapas de
crescimento liquido tenham sido interrompidas pelas obras laboratoriais na UCB, os resultados
fundamentam e viabilizam a renovacdo do projeto, estruturando uma sélida base cientifica para o
escalonamento e bioprospeccdo dessas briofitas.
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