DETERMINACAO DE PROTOCOL O DE DESINFESTACAO DO MUSGO ANTARTICO
SANIONIA UNCINATA (HEDW.) LOESKE
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Resumo:

O continente Antértico embora sgja formado em sua totalidade por gelo e possua caracteristicas
singulares, também apresenta uma enorme variedade de organismos vivos com caracteristicas peculiares
e adaptados para sobreviver em temperaturas negativas. A simplicidade de desenvolvimento dos musgos
aliada a facilidade para aplicacéo de abordagens genéticas faz com que estes sgjam utilizados em estudos
de processos bioldgicos e moleculares em plantas (COVE, D. 2005) entretanto, 0s musgos antarticos
dificilmente apresentam a fase diploide e fértil do espordfito, dificultando seu cultivo em laboratério pela
auséncia de esporos (CASANOVA-KATNY, A. et a., 2016). Com isso, 0 objetivo do presente trabalho
foi definir um protocolo de desinfestacdo para o cultivo de Sanionia uncinata a partir de amostras
antarticas. Amostras de Sanionia uncinata foram coletadas em janeiro de 2015 durante a Operantar
XXXIII nallha Elefante na Antéartica e armazenadas no laboratério a 20°C. Foram adaptados e testados 3
protocol os de desinfestacio, sendo eles: 1. Alcool e Hipoclorito (Adaptado de CVETIC, T. et al., 2007):
40mg de gametdfitos de Sanionia U. foram colocados em alcool 70% durante 45s, lavados trés vezes
com &gua destilada autoclavada, colocados em Hipoclorito 75% durante 1min e lavados trés vezes
novamente com agua destilada autoclavada. Logo apds, foram transferidos para tréplicas de meio MS
(MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A., 1962) e meio MS com 4% de sacarose, ambos sem adi¢do de agar.
2. Sulfato de cobre e Hipoclorito + Tween (Adaptado de ZUNIGA, Gustavo E. et al. 2009): 40mg de
gametdfitos de Sanionia U. foram colocados em 200ml uma solucdo aguosa contendo 0,25ml/L de
sulfato de cobre por 15min, lavados trés vezes com &gua destilada autoclavada, colocados em uma
solucdo contendo 10% de Hipoclorito e 0,01% de Tween por 10min e lavados trés vezes novamente com
agua destilada autoclavada. Logo ap6s, foram transferidos para tréplicas de meio MS (MURASHIGE, T.
& SKOOG, F. A., 1962) e meio MS com 4% de sacarose, ambos sem adicéo de agar. 3. Derosal plus® e
Hipoclorito + Tween (Adaptado de ZUNIGA, Gustavo E. et al. 2009): 40mg de gametdfitos de Sanionia
U. foram colocados em 200ml de uma solugdo aguosa contendo 0,21 do fungicida por 15min, lavados
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trés vezes com égua destilada autoclavada, colocados em uma solugdo contendo 10% de Hipoclorito e
0,01% de Tween por 10min e lavados trés vezes novamente com agua destilada autoclavada. Logo apds,
foram transferidos para tréplicas de meio MS (MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A., 1962) e meio MS
com 4% de sacarose. Apds as desinfestacOes e o cultivo em tubos falcon, as amostras foram mantidas em
um Shaker-Incubator, com agitacdo constante de 170rpms e temperatura de +/-20°C por 7 dias, coletados
dados morfol gicos e observadas as mudangas nos meios de cultivos. Com isso, podemos concluir que
dentre os trés protocolos 0 melhor método de desinfestacdo para Sanionia U. € a utilizagdo do fungicida
Derosa plus ® e Hipoclorito + Tween no qual houveram menos contaminacdes, juntamente com o
cultivo em meio MS.

Palavras-chave: Bridfitas, Desinfestacdo; Antartica

M odalidade de Participacéo: Iniciacdo Cientifica

DETERMINACAO DE PROTOCOL O DE DESINFESTACAO DO MUSGO ANTARTICO
SANIONIA UNCINATA (HEDW.) LOESKE

1 Aluno de graduagdo. bruna.motaber@gmail.com. Autor principal

2 Aluno de graduacdo. bruna.motaber @hotmail.com. A presentador

3 Aluno de graduagdo. mariavictoriamagal haes@gmail .com. Co-autor

4 Docente. filipevictoria@unipampa.edu.br. Orientador

S Aluno de pos-graduacdo. monica.m.minozzo@gmail.com. Co-orientador

Anaisdo 9° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE



0 conhecimento

»
o . A%
i = 4 21 23 de novembro de 2017
£, y 3 Va I a ]e I’n da S Fronteira da Paz
S . 5 Universidade Federal do Pampa
8 4 Campus Santana do Livramento

SALAO INTERNACIONAL DE

ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO \‘\ 1t " -r rO ﬂ t e ! l—a S
Yo ¥

DETERMINA(}AO DE PROTOCOLO DE DESINFESTACAO DO MUSGO
ANTARTICO SANIONIA UNCINATA (HEDW.) LOESKE

1. INTRODUCAO
O continente Antartico embora seja formado em sua totalidade por gelo e
possua caracteristicas singulares, também apresenta uma enorme variedade de
organismos vivos com caracteristicas peculiares e adaptados para sobreviver em
temperaturas negativas. Foi o Ultimo continente a ser descoberto pelo homem,
sendo o mais frio, seco, ventoso, remoto e desconhecido. Apesar de longas
investigagcdes cientificas, o conhecimento de seus recursos naturais e bioldgicos é
ainda incompleto. Musgos, liqguens e poucas angiospermas herbaceas concentram-
se nas areas mais livres de gelo, especialmente nas ilhas oceanicas periantarticas e
no norte da Peninsula (GONCALVES, Patricia Nunes et al., 2008). A Antértica
também é alvo de estudos pelo fato de ser o continente mais conservado em termos
biolégicos, uma vez que possui apenas uma populacdo temporaria de
pesquisadores. Segundo Zarzycki (1993), entre os musgos componentes das turfas,
estdo representantes das espécies Sanionia uncinata (Hedw.) Loesk., Polytrichum
juniperinum Hedw., P. alpinum Hedw. e Warnstorfia laculosa (C. Muell.) Ochira e
Matteri.
A simplicidade de desenvolvimento dos musgos aliada a facilidade para

aplicacdo de abordagens genéticas faz com que estes sejam utilizados em estudos
de processos bioldgicos e moleculares em plantas (COVE, D. 2005) entretanto, os
musgos antarticos dificilmente apresentam a fase diploide e fértil do esporofito,
dificultando seu cultivo em laboratério pela auséncia de esporos (CASANOVA-
KATNY, A. et al.,, 2016). Em contrapartida, o cultivo a partir do gametéfito precisa
passar por uma desinfestacdo para que sejam eliminados 0s microorganismos
(como bactérias e fungos) sendo esse o fator limitante, uma vez que, é preciso que
isso seja feito sem danificar a planta. Visto isso, a definicdo de um protocolo de
desinfestacdo viavel se torna essencial para trabalhos com cultivo de bridfitas
antarticas e para o estabelecimento de novas culturas de plantas, como a Sanionia
uncinata (Hedw.) Loeske que € a principal constituinte das comunidades vegetais
nas areas de degelo da Peninsula Keller e que apresenta a maior biomassa
(FRANCELINO, Marcio Rocha et al, 2004) além de apresentar alto potencial
biotecnoldégico. Também ¢é divulgada como sendo generalizada na regidao da
Peninsula Antartica Ocidental (SMITH, 1996). Essa espécie de musgo € foco de
diversas areas como saude, ecologia e cosmética. Uma dessas aplicacdes
biotecnoldgicas € que devido a sua ocorréncia em habitats abertos, Sanionia u. pode
ser afetada por mudangas com radiacdao UV (LUD, D. et al., 2002).

Com isso, o objetivo do presente trabalho foi definir um protocolo de
desinfestagao para o cultivo de Sanionia uncinata a partir de amostras antarticas.



2. METODOLOGIA

Amostras de Sanionia uncinata foram coletadas em janeiro de 2015 durante a
Operantar XXXIII na llha Elefante na Antartica e armazenadas no laboratério a 20°C.
Foram adaptados e testados 3 protocolos de desinfestacao, sendo eles:

1. Alcool e Hipoclorito (Adaptado de CVETIC, T. et al., 2007): 40mg de gametdfitos
de Sanionia U. foram colocados em alcool 70% durante 45s, lavados trés vezes
com agua destilada autoclavada, colocados em Hipoclorito 75% durante 1min e
lavados trés vezes novamente com agua destilada autoclavada. Logo apos,
foram transferidos para tréplicas de meio MS (MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A.,
1962) e meio MS com 4% de sacarose, ambos sem adi¢ao de agar.

2. Sulfato de cobre e Hipoclorito + Tween (Adaptado de ZUNIGA, Gustavo E. et al.
2009): 40mg de gametdfitos de Sanionia U. foram colocados em 200ml uma
solugdo aquosa contendo 0,25ml/L de sulfato de cobre por 15min, lavados trés
vezes com agua destilada autoclavada, colocados em uma solugdo contendo
10% de Hipoclorito e 0,01% de Tween por 10min e lavados trés vezes
novamente com agua destilada autoclavada. Logo apés, foram transferidos para
tréplicas de meio MS (MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A., 1962) e meio MS com
4% de sacarose, ambos sem adicao de agar.

3. Derosal plus ® e Hipoclorito + Tween (Adaptado de ZUNIGA, Gustavo E. et al.
2009): 40mg de gametofitos de Sanionia U. foram colocados em 200ml de uma
solucao aquosa contendo 0,2ul do fungicida por 15min, lavados trés vezes com
agua destilada autoclavada, colocados em uma solucdo contendo 10% de
Hipoclorito e 0,01% de Tween por 10min e lavados trés vezes novamente com
agua destilada autoclavada. Logo apoés, foram transferidos para tréplicas de
meio MS (MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A., 1962) e meio MS com 4% de
sacarose.

Apoés as desinfestagdes e o cultivo em tubos falcon, as amostras foram mantidas
em um Shaker-Incubator, com agitagdo constante de 170rpms e temperatura de +/-
20°C por 7 dias, coletados dados morfolégicos e observadas as mudangas nos
meios de cultivos.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Ao término do tempo de avalicio de 7 dias, podemos observar que 0sS
melhores métodos de desinfestacdo foram o 2 e 3 com 33% das amostras
contaminadas, enquanto o 1 apresentou contaminagcao em 83% das amostras e 0s
meios com MS apresentaram menos contaminagdes que 0S Com menos sacarose.

O cultivo feito em dois meios diferentes, ambos Murashige & Skoog (MS)
porem um com 4% de sacarose, levou em consideragdo que as briofitas ndo
necessitam de tanto agucar no meio e assim diminuiria 0 crescimento de
microorganismos presentes. Entretanto, houveram menos contaminagdes nos meios
MS controle o que evidencia a ndo influencia da quantidade de agucar nesse
trabalho.



Gréfico 1: Relagédo Tratamento x Frequéncia nos meios MS
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Gréfico 2: Relagao Tratamento x Frequéncia nos meios MS 4%
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Com isso, podemos concluir que dentre os trés protocolos o melhor método
de desinfestagdo para Sanionia U. é a utilizacdo do fungicida Derosal plus ® e
Hipoclorito + Tween no qual houveram menos contaminag¢des, juntamente com o
cultivo em meio MS.
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