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Resumo:

A superdivisdo Bryophyta € o grupo de maior sucesso entre as plantas, destacando-se por nimero de
espécies, diversidade de habitats e distribui¢do geogréfica, pois sdo encontradas em todos os continentes.
Dentro deste grupo encontram-se antdceros, hepaticas e musgos, e este Ultimo localizado dentro do Filo
Bryophyta. A simplicidade de desenvolvimento dos musgos aliada a facilidade para aplicacdo de
abordagens genéticas faz com que estes sgjam amplamente utilizados em estudos de processos biol 6gicos
e moleculares em plantas. O musgo Physcomitrium acutifolium Broth., da familia Funariaceae, € nativo
do Rio Grande do Sul, em regides de Floresta Atlantica do Brasil. Em vista disso, o objetivo do presente
trabalho foi determinar 0 meio de cultura liquido ideal, para melhor crescimento, regeneracdo e
desenvolvimento do musgo Physcomitrium acutifolium Broth. em culturas in vitro com temperatura, luz
e agitacdo controladas. As amostras de Physcomitrium acutifolium Broth foram retiradas dos cultivos
pré-estabelecidos no laboratério Nucleo de Estudos da Vegetacdo Antartica (N.E.V.A.) localizado na
Unipampa, Campus sao Gabriel, onde estavam mantidas em uma estufa de fotoperiodo com 8h luz e 16h
escuro, e temperatura controlada de 20°C. Os meios de cultivo testados foram KNOP e BCD, em
tréplicas, sendo o KNOP+ME o meio pré-estabelecido e que gera um bom crescimento para esta espécie
qguando utilizado em meio solido. Sem suplementacdo de &gar, os meios foram colocados em
erlenmayers e vedados com papel filtro, gase, papel pardo e barbante e, posteriormente, autoclavados.
Foi separado um gametofito de um individuo dos cultivos in vitro, este foi fragmentado para que
facilitasse a observagdo da geracéo de biomassa, e inoculado nos meios de cultivo dentro de uma camara
de fluxo laminar. Apds isso, os cultivos foram colocados em uma mesa agitadora com cerca de 6/7 rpm e
mantidos em uma estufa de fotoperiodo. O tempo de avaliagdo foi de 7 dias, nos quais foram observados
se havia contaminagdo, oxidagéo e crescimento da planta. Com este trabalho, podemos concluir que o
meio KNOP liquido com agitacdo constante possui um grau de aproveitamento similar ao do meio
KNOP+ME sdlido ja que os resultados foram semelhantes, porém o KNOP liquido apresentou os
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mesmos resultados em um menor espaco de tempo. Em uma perspectiva futura, os testes em comparagao
de eficiéncia dos meios de cultura serdo aperfeicoados, pesando as plantas ao final do experimento para
uma melhor nocéo da geracéo de biomassa e utilizando outros meios de cultura.
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ESTABELECIMENTO DE MEIO DE CULTURA, SEM SUPLEMENTAC,AO DE
AGAR, PARA BRIOFITAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

1.INTRODUCAO

A superdivisd@o Bryophyta € o grupo de maior sucesso entre as plantas, destacando-se
por nimero de espécies, diversidade de habitats e distribuicdo geografica, pois sdo
encontradas em todos os continentes (TUBA et al., 2008). Sao plantas caracterizadas por um
ciclo de vida com alternancia de geracdes, sendo a fase gametofitica dominante, produtora de
gametas, e a fase diploide produz esporos haploides por meiose (VANDERPOORTEN e
GOFFINET, 2009; COVE, 2005). Se diferem das plantas vasculares por nido possuirem
raizes, folhas e nem um sistema vascular, e consequentemente, podem estar delimitadas a
ambientes sombreados com alta umidade (SAXENA, 2004). Dentro deste grupo encontram-se
antoceros, hepdticas e musgos, e este ultimo localizado dentro do Filo Bryophyta. Este filo
possui aproximadamente 13.000 espécies e é o segundo filo mais diverso entre as plantas
terrestres (GOFFINET et al., 2008). A simplicidade de desenvolvimento dos musgos aliada a
facilidade para aplicacdo de abordagens genéticas faz com que estes sejam amplamente
utilizados em estudos de processos bioldgicos e moleculares em plantas (COVE, D. 2005).
Em contrapartida, existe uma gama de meios de cultura para o cultivo de bridfitas, o que faz
com que a determinagdo de um meio ideal, com ou sem a suplementacdo de agar e, que gere
bons resultados principalmente referente a geracdao de biomassa, seja essencial e sirva como
base pra outros projetos.

A espécie de musgo utilizada como modelo é a Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch
& Schimp, pertencente a familia Funariaceae, cujo genoma ja sequenciado possibilita
comparacdes com demais musgos (RESKI et al., 1994; RESKI; FRANK, 2005), facilitando o
entendimento de sua arquitetura corporal relativamente simples e adequagdo para
manipulacdo genética (COVE, 2005; COVE et al., 2006; RENSING et al., 2008). O musgo
Physcomitrium acutifolium Broth., também da familia Funariaceae, € nativo do Rio Grande
do Sul, em regides de Floresta Atlantica do Brasil, abrangendo os estados do Rio de Janeiro
até o Rio Grande do Sul. Presente em ambientes de altitude de 0-200 m, que possuem clima
umido, com chuvas distribuidas quase uniformemente ao longo do ano, estd na lista de
espécies vulnerdveis (VU) (COSTA et al., 2011; COSTA et al., 2005). Este possui rapido
desenvolvimento para realizacdo dos testes de cultivo in vitro em laboratério e possibilita a
posterior comparacdo gendmica com o organismo modelo Physcomitrella patens, podendo se
tornar o musgo modelo tropical. Estudos filogenéticos baseado em anélises de sequéncias de
DNA do cloroplasto mostraram que o género Physcomitrium estd intimamente ligado ao
Physcomitrella (Goffinet e Cox 2000; Goffinet et al., 2007; Werner et al., 2007).

A cultura de tecido vegetal, ¢ uma ferramenta importante, tanto bdsica como para
estudos aplicados, bem como em aplicacOes comerciais € para o conhecimento de diversas
respostas das plantas a estresses, sob o cuidado do cultivo axénico, ndo influenciando nos
resultados obtidos. E a cultura asséptica de células, tecidos, érgdos e seus componentes sob
condigdes in vitro fisicas e quimicas definidas. A base tedrica para planta cultura de tecidos
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foi proposta por Gottlieb Haberlandt em 1902 com o seu experimento sobre cultura de células
isoladas (THORPE, 2007).

Em vista disso, o objetivo do presente trabalho foi determinar o meio de cultura
liquido ideal, para melhor crescimento, regeneracdo e desenvolvimento do musgo
Physcomitrium acutifolium Broth. em culturas in vitro com temperatura, luz e agitacdo
controladas, buscando também a formacao de biomassa que ajudaré na realizagcao de trabalhos
futuros.

2.METODOLOGIA

As amostras de Physcomitrium acutifolium Broth foram retiradas dos cultivos pré-
estabelecidos no laboratério Nucleo de Estudos da Vegetacdo Antartica (N.E.V.A.) localizado
na Unipampa, Campus Sdo Gabriel, onde estavam mantidas em uma estufa de fotoperiodo
com meio KNOP+ME (RESKI e ABEL, 1985), 8h luz e 16h escuro, e temperatura controlada
de 20°C.

Os meios de cultura testados foram KNOP (RESKI e ABEL, 1985) e BCD (AHSTON
e COVE, 1977), em tréplicas, tendo também o KNOP+ME (RESKI e ABEL, 1985) como o
pré-estabelecido e que gera um bom crescimento para esta espécie quando utilizado em meio
s6lido. Sem suplementacdo de dgar, os meios foram colocados em erlenmayers e vedados com
papel filtro, gase, papel pardo e barbante e, posteriormente, autoclavados.

Foi separado um gametéfito de um individuo dos cultivos in vitro, este foi
fragmentado para que facilitasse a observagdo da geracdo de biomassa, e inoculado nos meios
dentro de uma camara de fluxo laminar. Apds isso, foram vedados, colocados em uma mesa
agitadora com cerca de 7 rpm e mantidos em uma estufa de fotoperiodo com temperatura de
cerca de 20°C, 8h luz e 16h escuro. O tempo de avaliagdo foi de 7 dias, nos quais foram
observados se houveram contaminagdes, oxidacdo e crescimento dos gametdfitos. Foram
realizadas medicdes com paquimetro ao final do tempo de avaliacdo.

3.RESULTADOS & DISCUSSAO
As tréplicas dos meios foram analisadas conforme a ocorréncia ou ndo de oxidacao,
contaminagao e crescimento.

Figura 1: Controle em meio KNOP+ME sélido sem agitacao

Fonte: Autor, 2018
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Figura 2: Meio KNOP liquido apds 7 dias com agitacdo
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Fonte: Autor, 2018
Figura 3: Meio BCD liquido apds 7 dias com agitacdao
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Fonte: Autor, 2018

Como resultados, obtivemos que os individuos submetidos ao meio KNOP liquido nao
apresentaram contaminagdes, porém uma das tréplicas apresentou oxidagdo total. Quanto ao
crescimento, a média geral de tamanho apds o experimento foi de 3,28mm, maior que a média
de tamanho de gametéfito do grupo controle que era de 3mm, o que nos mostra que o meio
KNOP liquido com constante agitacdo € uma opg¢do favordvel, pois houve um bom
crescimento que pode vir a gerar mais biomassa em menos tempo de cultivo em comparagdo
ao utilizado no controle (KNOP+ME sem agitacao e em meio sélido).

Quanto aos cultivos em meio BCD, também nao houveram contaminacdes € em
apenas uma das tréplicas ocorreu oxidacdo total. A média de crescimento foi de 2,85mm
sendo pouco produtivo em comparagdo com os resultados oriundos do teste com meio KNOP,
ja que desenvolvimento no BCD nao foi tao considerdvel.

Essa diferenca de crescimento pode ser explicada pela desigualdade de nutrientes
presentes em cada meio, no qual o KNOP possui uma maior variedade do que o BCD. Como
por exemplo, o meio BCD ndo possui nitrato em sua composi¢ao que € fundamental para a
fixacdo de nitrogénio, crescimento e sobrevivéncia da planta. J4 o meio utilizado no grupo
controle possui uma adi¢do de micronutrientes no KNOP o que acaba sendo propicio ao
melhor desenvolvimento da planta também. Entretanto, o KNOP e sua gama de nutrientes
associada a agitacdo constante conferiram em uma melhoria nos resultados do que os
encontrados no grupo controle.

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o teste T de Student, no
qual o valor de p para o meio KNOP foi 0,86 e para o BCD 0,15 que quando comparados ao
grau de significancia de 0,05 confirma os dados apresentados anteriormente, ja que, quando o
valor de p € maior que o de significincia ndo podemos rejeitar a hipdtese nula que, no caso, é
a melhor eficiéncia do meio KNOP.
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Gréfico 1: Médias dos tamanhos dos gametéfitos antes € depois do experimento

Médias dos tamanhos dos gametdfitos antes e depois do
experimento
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Fonte: Autor, 2018

4.CONSIDERACOES FINAIS

Com este trabalho, podemos concluir que o meio KNOP liquido com agitagdo
constante possui um grau de aproveitamento similar ao do meio KNOP+ME sélido ja que os
resultados foram semelhantes, porém o KNOP liquido apresentou os mesmos resultados em
um menor espago de tempo. Em uma perspectiva futura, os testes em comparagdo de
eficiéncia dos meios de cultura para bridfitas serdo aperfeicoados, pesando as plantas ao final
do experimento para uma melhor nocdo da geracdo de biomassa e utilizando outros meios de
cultura.
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