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RESUMO

As bridfitas sdo plantas diminutas avasculares importantes como bioindicadoras das
condigbes ambientais. A familia Sphagnaceae se destaca devido a ocorréncia de
espécies com caracteristicas histologicas peculiares, que garantem grande
capacidade de absorcdo de agua e, consequentemente, solutos. Assim, seu
potencial como fitorremediadoras também vem sendo estudado. O uso da biomassa
seca do musgo Sphagnum perichaetiale Hampe (Sphagnaceae, Bryophyta) tem se
apresentado como uma possibilidade simples, eficiente e sustentavel para a
producdo de filtros fitorremediadores de uso doméstico e industrial. Porém, a
extragcdo de espécimes de seu habitat natural para este fim ndo é recomendada,
visto que pode impactar negativamente as populagdes, causando seu declinio.
Dessa forma, é primordial o desenvolvimento de protocolos de cultivo de S.
perichaetiale para produgdo de biomassa seca, possibilitando seu uso em larga
escala. Este estudo visou identificar as condi¢gdes 6timas de cultivo em ambiente
interno, mas sob luz difusa natural, do S. perichaetiale. Foi conduzido um
experimento utilizando diferentes combina¢des de substratos de cultivo e niveis de
pH, sendo realizadas andlises de crescimento e micromorfométricas para avaliar
quais condigbes sao mais favoraveis para o cultivo. Verificou-se que o substrato de
cultivo 'cascalho' propiciou maior incremento da taxa de crescimento absoluto da
area de cobertura, em comparagao aos demais substratos. O pH, por sua vez, nao
apresentou efeito significativo sobre o cultivo, nas condi¢des utilizadas. Esse estudo
€ fundamental para preencher lacunas no conhecimento sobre o cultivo de S.
perichaetiale, explorando seu potencial na produgao sustentavel de biomassa fresca

com aplicagbes em fitorremediagéo e outros processos biotecnolégicos.

Palavras-chave: Bridfitas. Cultivo. Desenvolvimento vegetal. pH. Substrato.

Sustentabilidade.



ABSTRACT

Bryophytes are tiny avascular plants that serve as important bioindicators of
environmental conditions. The Sphagnaceae family stands out due to the occurrence
of species with peculiar histological characteristics, ensuring a high capacity for water
absorption and, consequently, solutes. Therefore, their potential as phytoremediators
is also being studied. The use of dried biomass from the moss Sphagnum
perichaetiale Hampe (Sphagnaceae, Bryophyta) has emerged as a simple, efficient,
and sustainable option for the production of phytoremediation filters for both domestic
and industrial use. However, the extraction of specimens from their natural habitat for
this purpose is not recommended, as it can negatively impact populations, leading to
their decline. Thus, the development of cultivation protocols for S. perichaetiale to
produce dried biomass on a large scale is crucial. This study aimed to identify
optimal cultivation conditions in an indoor environment, but under natural diffuse light,
for S. perichaetiale. An experiment was conducted using different combinations of
growing substrates and pH levels, with growth and micromorphometric analyses to
assess the most favorable conditions for cultivation. It was found that the 'gravel'
growing substrate led to a greater increase in the absolute growth rate of the
coverage area compared to other substrates. pH, on the other hand, did not have a
significant effect on cultivation under the conditions used. This study is essential to fill
gaps in knowledge about S. perichaetiale cultivation, exploring its potential in
sustainable biomass production with applications in phytoremediation and other

biotechnological processes.

Keywords: Bryophytes. Cultivation. Plant development. pH. Substrate. Sustainability.
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1. INTRODUGAO

As bridfitas sdo plantas diminutas e avasculares que podem se desenvolver
em diferentes tipos de substratos e habitats, ocorrendo em todos os ecossistemas
terrestres (FRAHM et al., 2003), bem como aquaticos. A fase gametofitica é a
predominante, de modo que a absor¢do de agua e nutrientes ocorre por toda
superficie do gametdfito, o qual ndo possui células epidérmicas cobertas por cuticula
(camada hidrofébica presente em esporofitos de algumas bridfitas e traquedfitas,
responsavel pela protecdo contra desidratagdo). Dessa forma, uma vez em contato
com a superficie do gametofito, agua e poluentes séo absorvidos integralmente, o
que faz das britfitas boas bioindicadoras das condi¢gdes ambientais (FRAHM et al.,
2003). As bridfitas ocorrem normalmente em ambientes uUmidos, por serem
poiquilohidricas (n&o possuem mecanismos que regulam os niveis de hidratagao,
podendo tolerar variagbes consideraveis na quantidade de agua em seus tecidos)
(PROCTOR, 2009) e por possuirem dependéncia da agua para a reprodugao
sexuada e germinagao dos esporos. Nas florestas tropicais sdo mais abundantes e
diversas, porém, podem ser encontradas desde regides polares até areas mais
aridas, incluindo desertos (GLIME, 2017).

Briofitas representam o segundo maior grupo de plantas terrestres, tendo sido
sendo consideradas as primeiras plantas a ocuparam este ambiente e o grupo
vivente mais préximo ao ancestral comum de embridfitas (superdivisdo
Embryophyta). O modelo filogenético atual propde que plantas dessa superdivisdo
constituem um grupo monofilético, com duas linhagens irmas compostas pelas
divisbes Bryophyta e Tracheophyta (bridfitas e traquedfitas, respectivamente)
(HARRIS et al., 2022). O grupo das briofitas abrange trés divisdes do Reino Plantae:
Marchantiophyta (hepaticas) (CRANDALL-STOTLER; STOTLER; LONG, 2009),
Bryophyta (musgos) (GOFFINET, 2008) e Anthocerophyta (antéceros) (RENZAGLIA;
VILLARREAL; DUFF, 2008; STOTLER; CRANDALL-STOTLER, 2005). Em um
contexto global, as bridfitas estdo representadas por cerca de 18.150 espécies
(GOFFINET, 2008) e, segundo a Flora e Funga do Brasil (2024), o territorio brasileiro
abriga 1.612 espécies da brioflora.

A familia Sphagnaceae, pertencente a divisdo Bryophyta, € monotipica, ou
seja, possui um unico género - Sphagnum L., com numero estimado entre 150 e 450

espécies no mundo (MICHAELIS, 2019), ocorrendo preferencialmente em ambientes


https://www.zotero.org/google-docs/?poAx3W
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umidos e alagados, sendo os principais representantes das turfeiras (CRUM; BUCK,
1988). As turfeiras sdo mais abundantes em altas latitudes e no hemisfério norte.
Diversas espécies de Sphagnum sao de grande relevancia nesse ecossistema, uma
vez que sio pioneiras na colonizagao da superficie do solo, o qual se caracteriza por
espessas camadas de matéria organica (MO) e elevada acidez, onde a produgao
vegetal excede a decomposi¢cao (TURETSKY et al., 2015). Além disso, plantas do
género Sphagnum sao fundamentais para sustentar esse ambiente, formando uma
turfa acida, provendo isolamento térmico e lenta permeabilidade a &agua
(ROCHEFORT, 2009). A extracdo desses musgos das turfeiras pode causar eroséo
dos solos, descaracterizagdo da paisagem e diminuicdo no volume de agua
absorvida e retida na cobertura, enquanto, a longo prazo, podem evoluir para
diminuicdo da recarga de aquiferos e alteragdo das caracteristicas quimicas da agua
(de otima para situagdes de contaminagdo) e do microclima. Assim, a atividade de
remogcdao de Sphagnum do seu habitat tem fortes consequéncias sobre a
conservacgao da biodiversidade local (MENDES; DIAS, 2001)

Sphagnum é um género representado por musgos que apresentam uma
combinagao singular de dimorfismo dos filidios (filidios do caulidio e filidios do
ramo), dos ramos (ramos rastejantes e ramos pendentes) e das células (células
clorofiladas vivas e células hialinas mortas) (MICHAELIS, 2019). Além disso,
possuem outra caracteristica peculiar: uma alta eficiéncia de absor¢cao de
armazenamento de agua nas células hialinas, as quais possuem grandes poros nas
paredes voltadas para a superficie. Isso faz com que, dificiimente, essas espécies se
decomponham quando na presencga de condi¢des saturadas de agua (MICHAELIS,
2019). Essas plantas sdao de grande importancia econémica, uma vez que sao
encontradas em areas de turfeiras, podendo ser utilizadas na agricultura,
especialmente como aditivos no solo ou substrato para o cultivo de outras plantas e
fungos; na produgao de energia, como um tipo de biocombustivel; e no mercado das
plantas, sendo comercializadas para usos diversos incluindo a jardinagem e 0 uso
em aquarios e terrarios (ROCHEFORT, 2009; GLIME, 2017).

No Brasil ocorrem 79 espécies de Sphagnum, das quais 53 sdo endémicas
(COSTA, 2024). Estudos com a espécie Sphagnum perichetiale Hampe vém se
destacando positivamente na aplicacdo a fitorremediagcdo (SILVEIRA, 2021;
TESSER et al., 2021; THOLOZAN et al., 2023). Este € um processo que se refere ao

uso de plantas para a descontaminacdo de ambientes poluidos, a fim de reduzir os


https://www.zotero.org/google-docs/?qwv8hA
https://www.zotero.org/google-docs/?bx11dN
https://www.zotero.org/google-docs/?ktM4Pm
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https://www.zotero.org/google-docs/?45eII5
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teores dos compostos toxicos a niveis seguros a saide humana e do ecossistema. E
uma biotecnologia ja aplicada em alguns paises desenvolvidos, possui baixo custo e
grande versatilidade por remediar varios contaminantes simultaneamente
(TAVARES, 2013). Recentemente, foi demonstrado que é possivel remover cromo,
ferro, nitrogénio, fosforo (TESSER et al., 2021) e 17a-etinilestradiol (SILVEIRA,
2021) de solugdes utilizando S. perichetiale na forma de biomassa seca ou fresca,
na forma de um filtro ou como almofada ou saché filtrantes. Estes produtos, bem
como a técnica utilizada para seu desenvolvimento, geraram um depdsito de patente
de invencao registrada junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)
(numero BR 10 2018 071745 6) e um pedido de adigao de patente (numero BR 13
2022 013934 1).

Visto que as possibilidades de uso de filtros fitorremediadores em residéncias
e industrias é grande, devido seu baixo custo e alta eficiéncia, bem como os
problemas relacionados a extragcdo de Sphagnum de seu habitat natural, torna-se
necessario o desenvolvimento de um protocolo de cultivo da espécie S. perichaetiale
para produgcao de biomassa seca, que possibilite seu uso em larga escala. Diversos
pesquisadores vém realizando estudos sobre cultivo e desenvolvimento de espécies
de Sphagnum, dentre os quais destacam-se: Hugron & Rochefort (2018) que
cultivaram Sphagnum originarios de turfeiras naturais do Canada, a fim de testar se
os exemplares cultivados tém o mesmo potencial de regeneracdo quando
revegetados; Krebs et al. (2018), que compararam o crescimento de espécies
coletadas, através de cortes nos ramos, em areas geladas da Alemanha, com outras
especies de areas temperadas, mostrando que nao houve variagdo no crescimento;
Silvan et al. (2017), que descreveram um meétodo de coleta e monitoramento in loco
de biomassa de Sphagnum spp. na Finlandia, na qual com uma amostra de até 30
cm se garante reservas de musgos para recuperagao do solo em até 30 anos.

Considerando-se o potencial do S. perichaetiale para a produgdo de um
produto biotecnoldgico de grande relevancia ambiental e econémica e a importancia
de se determinar as condi¢cdes 6timas para seu cultivo em ambiente fechado, sob
luz difusa natural, este projeto buscou testar a hipétese de que as melhores taxas de
crescimento e produgao de biomassa seca do musgo S. perichaetiale ocorrerao em
condicbes que se assemelham as condigdes naturais encontradas no local de
origem de coleta, isto &, sobre substrato contendo mistura de areia acrescida de

matéria organica (MO) e pH mais acido.


https://www.zotero.org/google-docs/?ZamRYJ
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar as melhores condigdes de cultivo em ambiente fechado, sob luz

difusa natural, do musgo S. perichaetiale em termos de substratos e pH.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar as taxas de crescimento e aspectos anatdbmicos do musgo S.
perichaetiale entre os diferentes tratamentos (combinagdes de substratos e pH).

- Selecionar as melhores condicbes de substratos e pH que, combinados,
garantam o maior crescimento.

- Estabelecer a razdo de rendimento para a produgcdo da biomassa seca a

partir da biomassa fresca.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

O estudo foi realizado com a espécie de musgo S. perichaetiale, a qual foi
coletada no municipio de Imbé, Rio Grande do Sul, em um fragmento de restinga
situado no Centro de Estudos Costeiros Limnolégicos e Marinhos - CECLIMAR
(29°38’32” Sul e 50°08’15” Oeste). O solo do local foi previamente analisado em
laboratério em relagao ao pH (TEIXEIRA et al. 2017) e teor de MO (ALLEN, 1989).
Foram coletadas leivas de 20 x 20 cm, com cerca de 5 cm de solo agregado.
Posterior a confirmacéo da identificacdo da espécie, um voucher foi incorporado ao
acervo do Herbario Dr. Ronaldo Wasum da Universidade Estadual do Rio Grande do
Sul — Litoral Norte (HERW).

Todos os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento tecnologico, em vista
do acesso ao Patrimbénio Genético, foram devidamente cadastrados junto ao
Conselho de Gestao do Patriménio Genético, sob o n® AD270A0, em atendimento as
exigéncias da Lei n® 13.123/2015.


https://www.zotero.org/google-docs/?TDVcTx
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3.2 ACLIMATACAO DOS ESPECIMES

Os espécimes coletados foram separados em leivas de aproximadamente 5 x
5 cm, acondicionados em 36 aquarios de medida 20 x 20 cm com substrato natural
(originario da coleta) e dispostos na bancada do experimento. Durante o periodo de
58 dias, os aquarios foram movimentados na vertical e horizontal duas vezes a cada
7 dias (conforme a explicagcado a seguir) (Figura 1). A irrigacao foi realizada com 2,50
ml de agua deionizada uma vez a cada 7 dias, em cada um dos aquarios.

A fim de manter o microclima umido, os aquarios foram individualmente
cobertos com plastico de 40 x 35 cm, de modo que os lados com a medida maior

eram fixados, possibilitando a troca de gases com o meio externo.

3.3 CONDICOES EXPERIMENTAIS

O cultivo foi baseado em Gaudig et al. (2014) com modificagdes. Apds o
tempo de aclimatagcdo, os espécimes do musgo S. perichaetiale foram cultivados
separadamente nos aquarios sob diferentes combinacdes de substratos e pH.

Foram avaliados trés tipos de substrato de cultivo: 1) mistura contendo 75%
de areia fina lavada e 25% de substrato de terra vegetal (simulando o ambiente
originario da espécie); 2) substrato de terra vegetal pura contendo 81% de MO
(ALLEN, 1989) (simulando uma condi¢c&o de alto teor de MO, conforme encontrado
nas turfeiras); 3) cascalho de basalto (simulando uma condi¢do neutra sem MO).
Além disso, também foi testado o efeito do pH, por meio da aplicagao semanal de
solugao nutritiva (HOAGLAND; ARNON, 1950) com os diferentes niveis de pH: 1)
solugdo mais acida com pH 3,8; 2) solugdo acida com pH 4,8; 3) controle com pH
5,8; 4) solugao alcalina com pH 7,8. A solugao nutritiva foi diluida 20 vezes, ajustada
com os referidos valores de pH com o auxilio de um pHmetro. Foi aplicado, uma vez
a cada sete dias, o volume de 1,50 ml com borrifador.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC). Os
aquarios foram dispostos de forma aleatéria em uma bancada com iluminagao
natural incidente, por aproximadamente 4 horas, no periodo da manha (Figura 2a). A
fim de garantir que a radiacdo luminosa fosse similar entre os tratamentos, houve
duas movimentagdes, tanto na horizontal, quanto na vertical, simultaneamente,

repetindo-se essas agdes duas vezes no intervalo de sete dias conforme


https://www.zotero.org/google-docs/?fZvgJG
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13

apresentado na Figura 1. Os tratamentos foram compostos pelas combinagdes de
substrato e pH, resultando em um fatorial 3 x 4 (trés niveis de substratos e quatro
niveis de pH, totalizando 12 tratamentos), com trés repetigdes por tratamento (cada
aquario correspondeu a uma unidade experimental). O experimento teve a duragéo

de 84 dias, tempo suficiente para detectar diferencas no crescimento das plantas.



Figura 1 - Representagdo esquematica do delineamento experimental. Para exemplificar a movimentagao

dos aquarios, observar o aquario da posi¢cao C1 (X) que, apés o0 movimento, ocupara a posi¢ao D3. Este

mesmo padrao de movimentagdo se repetiu 23 vezes ao longo de todo experimento, possibilitando uma

distribuicdo homogénea da incidéncia luminosa sobre as repeticoes.
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3.4 ANALISES DE CRESCIMENTO E MICROMORFOMETRICAS

A avaliagdo do crescimento foi realizada através de medigbes da area de
cobertura das amostras. Para isso, as amostras foram fotografadas no inicio e ao
final do experimento, e analisadas no programa Imaged (RASBAND, 1997), no qual
aferiu-se uma escala e tragado a mao livre um poligono ao redor da cobertura da
amostra (Figura 2b). A taxa de crescimento foi calculada de acordo com as formulas
(BENINCASA, 2003):

Taxa de crescimento absoluto (TCA) = Einal - Inicial
At

Os termos “Final” e “Inicial” correspondem aos valores de area de cobertura
(cm?) no inicio e término do experimento. At corresponde ao intervalo de tempo entre

as avaliagdes.

O rendimento de biomassa seca a partir da biomassa fresca foi realizado
através da coleta e pesagem de ramos que ndo possuiam contaminagdo por
substrato, para a determinacdo de sua biomassa fresca. Apds, as amostras foram
secas em estufa de ventilagcdo forcada a 63 °C e pesadas, para obtencdo da
biomassa seca. A seguir, as amostras eram secas a 105 °C e novamente pesadas. A
razado entre a biomassa seca a 63 °C e a biomassa fresca resultou na razdo de
rendimento para a producdo de biomassa seca a partir da biomassa fresca. Os
procedimentos de secagem descritos também possibilitaram a determinagao do
conteudo de agua nos tecidos vegetais, onde: i) a diferenga entre a biomassa fresca
e a biomassa seca a 63 °C forneceu o teor de agua livre (presente no citosol e
vacuolos) e ii) a diferenga entre a biomassa seca a 63 °C e a 105 °C forneceu o teor
de agua coloidal (presente nas paredes celulares, principalmente) (TURNER, 1981).

Para as analises anatdmicas, trés ramos que se desenvolveram durante o
experimento foram coletados de cada unidade experimental, fixados em FAA;,
durante 48 horas e estocados em etanol 50%. Apds esse processo, as amostras
foram montadas em agua, entre lamina e laminula, para obtengdo de imagens em
microscopio e estereomicroscépio. As imagens foram analisadas com auxilio do

software ImagedJ (RASBAND, 1997) para a determinagcdo da comprimento de
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caulidio, onde utilizou-se pinga histolégica para remogao de 25 filidios de cada ramo,
possibilitando a medigao da distancia em centimetros do caulidio de cada amostra
para obtencdo da distancia (Figura 2c), além disso, determinou-se o diametro do
caulidio e area superficial das células hialinas (Figura 2d, 2e), a fim de comparar

micromorfologicamente os diferentes tratamentos.

Figura 2 - Condi¢cdes experimentais e métodos de andlises utilizadas para

medigdes de crescimento e micromorfometria de Sphagnum perichaetiale

e
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Legenda: a) aquarios dispostos na bancada com iluminagdo natural incidente, b) medigéo da
area de cobertura da amostra, ¢) medigédo da distancia por 25 filidios, d) medigdo de diametro do
caulidio, e) medigéo da area das células hialinas.

Fonte: Autora (2023).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram submetidas a testes de normalidade de Shapiro-Wilk
e analisadas por meio de andlise de variancia (ANOVA). Tendo um resultado
significativo, o teste de médias de Tukey foi aplicado para identificar as diferencas

entre as médias dos grupos em analise. Estes dados numéricos foram tratados
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estatisticamente através do software Rstudio® versdo R 4.3.2° (R CORE TEAM,

2023).

4. RESULTADOS

Apds a coleta de S. perichaetiale em seu ambiente natural, determinou-se,
em laboratério, a analise do pH e teor de MO do substrato onde os espécimes
cresciam, os quais apresentaram valores de 4,8 e 25%, respectivamente.

Ao término do experimento, foram realizadas andlises de crescimento e
micromorfométricas. Ao observar as médias das repeticdes compondo os diferentes
substratos de cultivo, para taxa de crescimento absoluto (TCA) da area de cobertura,
foi observada a média de 0,28 cm? dia™' para o ‘cascalho’, enquanto areia+terra
vegetal e terra vegetal obtiveram 0,20 cm? dia’ e 0,17 cm? dia™, respectivamente
(Tabela 1). A ANOVA evidenciou que a TCA da area de cobertura apresentou
diferenca significativa para o fator 'substrato de cultivo' (p = 0,0221) (Tabela 2),
porém, o fator pH nao apresentou influéncia significativa. Posteriormente, foi
realizado o teste de médias, que indicou que dentre os substratos de cultivo
utilizados, a que denomina-se 'cascalho' foi a que proporcionou maior incremento na
de cobertura de S. perichaetiale (p = 0.0202), apresentando diferenga significativa

em relagao ao tratamento 'terra vegetal' (Figura 3).



Tabela 1 - Médias seguidas por desvio padrao para as variaveis de crescimento e micromorfometria de Sphagnum perichaetiale

. Distancia Diametro Area células MS (% em . Agua coloidal
2 -1 1)
Substrato Tratamento TCA (cm?dia) filidios (cm)  caulidio (mm) (mm?) relagio 2 MF) Agua livre (%) (%)
Cascalho / pH
g 021+007a  037+004  036+003 00056+0006 1215+288 87.85+288 027 +0,07
Casci”go 'PH 025:016a  030+011 026004 00063+0004 1096+282 8904+282  0.24+004
Cascalho ’
Cascalho / pH
-8 036+012a  030+004  027+009 00083+0004 7.63+452  9237+452  022+018
Cascalho / pH
o 032+016a  035+007 026+007 00083+0004 961+139  9039+139  034+011
Te";_‘l’ zggta'  044+007b 0224003  037+010 0,0083+0002 1272+208 87284208  031+018
Te"al: iggta' l 047:009b  035+017 037002 00080+0004 11.60+106 8840+106 029+ 006
Terra vegetal Terrz ve ’etal /
o 598 021+014b  029+004  030+008 00063+0001 1262+423 8738+423  035%0,09
Terrgﬁggtal / 044+010b 0364013  033+002 00110£0004 1232+214 8768+214  036+016
Areiatterma g .. 007ab  031+£005  027+002 00080+0,000 1231+161 87.69+161  0.25%003
vegetal / pH 3,8
Areia + terra
_ 024+007ab 030+009 029+003 00083+0002 1094+249 8906+249 028+ 0,02
Areia + terra vegetal / pH 4,8
| )
vegeta Arelatterma o4, 003ab  030+007  030£003 00063+0,003 1204+196 87.96+196  0.29+004
vegetal / pH 5,8
Arelatterma oo 009ab  041+016  031:006 00070+0,003 1148+347 8852+347 0224005

vegetal / pH 7,8

Legenda: TCA: taxa de crescimento absoluto. MS: biomassa seca, MF: biomassa fresca.
Fonte: Autora (2024).
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Tabela 2 - Resultados da Analise de Variancia (ANOVA) para as variaveis de
crescimento e micromorfometria de Sphagnum perichaetiale ap6s 84 dias de cultivo

em diferentes substratos de cultivo e condi¢cbes de pH

Fonte SQ gl mMQ F valor-P
TCA
Substrato de cultivo 0,0894 2 0,04469 4,304 0,0221*
pH 0,0063 1 0,00626 0,603 0,4431
Comprimento do caulidio
substrato de cultivo 0,00450 2 0,002249 0,271 0,765
pH 0,02259 1 0,022589 2,717 0,109
Diametro caulidio
substrato de cultivo 0,02112 2 0,010560 3,085 0,0595
pH 0,00347 1 0,003470 1,014 0,3215
Area das células hialinas
substrato de cultivo 1,050e-05 2 5,250e-06 0,682 0,513
pH 9,260e-06 1 9,257e-06 1,203 0,281
Biomassa seca em relagao a biomassa fresca
substrato de cultivo 0,003159 2 0,0015797 2,338 0,113
pH 0,000552 1 0,0005519 0,817 0,373
Agua livre
substrato de cultivo 0,003159 2 0,0015797 2,338 0,113
pH 0,000552 1 0,0005519 0,817 0,373
Agua coloidal
substrato de cultivo 3,272e-06 2 1,636e-06 1,846 0,174
pH 5,000e-07 1 5,000e-07 0,564 0,458

Legenda: SQ: Soma dos quadrados, gl: graus de liberdade, MQ: média dos quadrados, F: estatistica
F, valor-P: valor de probabilidade associado a cada fator. *Indica significancia estatistica com p <
0,05.

Fonte: Autora (2024).



20

Figura 3 - Taxa de crescimento absoluto (TCA) da area de cobertura de Sphagnum
perichaetiale apds 84 dias de cultivo em diferentes superficies de cultivo e condi¢des
de pH. Letras iguais indicam médias que nao diferiram entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade

0.5 a
a
a |
E Cascalho - pH 3.8
04 b E] Cascalho - pH 4.8
- EI Cascalho - pH 5.8
@ ab E Cascalho-pH 7.8
N-; 0.3 ‘ ab b E Areia + Terra vegetal - pH 3.8
s a ab b EI Avreia + Terra vegetal - pH 4.8
< | ab I__Ll b E Areia + Terra vegetal - pH 5.8
'L_) ‘ | | E Areia + Terra vegetal - pH 7.8
0.2 T ‘ E3 Terra vegetal - pH 3.8
E Terra vegetal - pH 4.8
‘ E Terra vegetal - pH 5.8
0.1 ’ ‘ E Terra vegetal - pH 7.8

Fonte: Autora (2024)

As demais variaveis de crescimento e micromorfometria analisadas nao
apresentaram significancia estatistica segundo a ANOVA e, portanto, estas néo
foram submetidas ao teste de médias. Os valores médios observados estao
apresentados na Tabela 2.

O rendimento médio de producdo de biomassa seca a partir da biomassa

fresca total de todos os tratamentos foi de 11,36% (Tabela 1).

5. DISCUSSAO

O cultivo de S. perichaetiale ocorreu de maneira bem sucedida, considerando
as condi¢des experimentais e de estrutura fisica disponivel. Entre todas as variaveis
analisadas, a taxa de crescimento absoluto (TCA) da area de cobertura se mostrou
eficaz para discriminar as diferengas entre os tratamentos de cultivo. Este método de
amostragem do crescimento de bridfitas utiliza fotografias obtidas no inicio e no final
do experimento, as quais sdo analisadas com um software de medi¢cdo de imagens.
Assim, tem como vantagens o fato de ser um método néo destrutivo e bastante

simples, garantindo a integridade das amostras apds as observagdes, além de nao
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demandar grandes investimentos em termos de preparagcdo de amostras e analises
laboratoriais

A anadlise de TCA da area de cobertura evidenciou que o substrato cascalho
foi o mais efetivo para o cultivo de S. perichaetiale, enquanto o pH nao apresentou
influéncia significativa entre os tratamentos. O cultivo sobre o cascalho resultou em
maior valor médio do incremento de area superficial diaria em relagdo aos demais
substratos de cultivo, proporcionando produgao 39,29% maior em area de cobertura
em relacdo a mistura de areia e terra vegetal, e 28,6% maior em relagdo ao
substrato terra vegetal. Dessa forma, refutamos a hipotese de que o substrato
contendo uma mistura de terra vegetal com areia seria o mais vantajoso para S.
perichaetiale, por simular a condi¢ao natural de origem da coleta, contendo MO, bem
como as zonas de turfeiras onde sao encontradas diversas espécies de Sphagnum
em regides temperadas.

Apesar da TCA da area de cobertura ter se mostrado uma variavel que
possibilitou diferenciar a eficiéncia dos tratamentos, vale lembrar que uma maior
area de cobertura ndo necessariamente se traduz em maior biomassa seca, uma
variavel extremamente importante para determinar a produtividade vegetal,
especialmente para fins de fitorremediacao. Entretanto, nao foi possivel quantificar a
biomassa seca absoluta, uma vez que durante a coleta dos espécimes nao foi
possivel remover por completo o substrato de cultivo dos caulidios e filidios. Isso
poderia afetar a precisdo da analise, uma vez que a quantidade de biomassa fresca
das repeticdes desse experimento € consideravelmente reduzida, fazendo com que
pequenas contaminagdes por substrato pudessem ser suficientes para superestimar
os dados. Dessa forma, optamos por ndo analisar a biomassa fresca e seca em
termos absolutos, mas sim, determinar o percentual de rendimento de biomassa
seca em relagdo a biomassa fresca coletada, cuja média geral do experimento foi de
11,36%. Adicionalmente, os tratamentos impostos ndo afetaram significativamente o
balango hidrico das células, visto que nao foram detectadas diferencas significativas
no teor de agua livre e agua coloidal.

A variavel didmetro do caulidio ndao foi uma variavel com diferenca
significativa entre os tratamentos, segundo a ANOVA. Entretanto, apresentou
valor-P = 0.0595 para o fator 'substrato de cultivo’, bastante préximo do nivel de
significancia estatistico (p < 0,05). Portanto, assim como as dimensdes do conjunto

de células hialinas, variaveis micromorfométricas ndo se mostraram eficazes em
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indicar as melhores condi¢cdes de cultivo de S. perichaetiale. O baixo numero de
repeticbes dos tratamentos é um fator que pode ter proporcionado uma maior
heterogeneidade dos dados dentro de um mesmo tratamento, possivelmente
reduzindo as chances de deteccao de diferengas. Dessa forma, caso seja realizado
um novo experimento, um maior numero de repeticdes por tratamento seria
recomendado, visando aumentar as chances de discriminagdao das variaveis que
possam ser indicadoras das melhores condi¢des de cultivo.

Nos tratamentos com substrato de cultivo contendo terra vegetal, é possivel
que uma elevada concentracdo de nutrientes estivesse presente. Isso, atrelado ao
fato de que os espécimes receberam solugdo nutritiva por aspersdo, pode ter
ocasionado um excesso de nutrientes para as bridfitas cultivadas nesses substratos.
Vale ressaltar que Sphagnum é um género de plantas que, geralmente, se
estabelecem bem em ambientes oligotroficos (KOSTKA et al., 2016). Dessa forma, é
possivel que a combinagdo descrita acima possa ter impactado negativamente o
crescimento das plantas, conforme demonstrado pela analise da TCA da area de
cobertura, que indicou o cascalho como melhor substrato de cultivo (o qual tende a
ser mais oligotréfico que os demais). Temmink et al., (2017) demonstraram que, em
areas de paludicultura com teor de MO em torno de 98%, a produgao de Sphagnum
pode ser possivel sob altas concentragbes de nitrogénio, desde que as
concentracbes de outros elementos, como o fésforo e o potassio, estejam em
adequadas, principalmente se aliada a baixa alcalinidade, isto €, pH mais acido.

Um estudo replicando condigbes de ambientes naturais indicou, através da
avaliacdo do crescimento de S. angustifolium, que 0s musgos originarios de
ambientes secos com pH mais baixo cresceram mais em condi¢cdes de baixo pH,
enquanto plantas originarias de ambientes umidos com alto pH cresceram mais em
condi¢des de alto pH (SASTAD; PEDERSEN; DIGRE, 1999). No presente trabalho,
hipotetizamos que as melhores condi¢cbes de cultivo seriam aquelas associadas a
valores de pH mais baixos, visto que o ambiente onde as amostras foram coletadas
apresentou pH de 4,8, além de ser comum que os ambientes onde plantas desse
género ocorrem serem mais acidos (KOSTKA et al., 2016). Entretanto, essa
hipotese foi refutada.

Para imposicdo dos tratamentos com diferentes niveis de pH, foi aplicada
solucdo nutritiva com diferentes valores de pH por aspersdo. A auséncia de

influéncia do pH sobre o crescimento de S. perichaetiale pode dever-se a diferentes



23

aspectos, os quais: i) o pequeno numero de repeticbes pode nao ter sido suficiente
para detectar diferencas significativas entre os tratamentos, conforme comentado
anteriormente. Porém, a infra estrutura disponivel (nUmero de aquarios e espaco
fisico) ndo possibilitou que fossem utilizadas um maior numero de tratamentos por
repeti¢gdes; ii) o pequeno volume de solugdo aplicado, além da nao utilizagdo de um
tampao de pH pode ter impedido que o pH dos ambientes de cultivo se mantivessem
na faixa de pH referente ao respectivo tratamento. Porém, a maioria dos tampdes
sao ricos em fosfatos, e o excesso de fosforo favorece o aparecimento de
cianobactérias e microalgas sobre o Sphagnum, podendo até mesmo ocasionar sua
morte (HARPENSLAGER et al., 2015). Assim, tampbes fosfatados devem ser
usados com cautela no cultivo de Sphagnum; iii) € possivel que S. perichaetiale
realmente se desenvolva bem em uma ampla faixa de pH, de 3,8 a 7,8, conforme ja
observado para S. cuspidatulum, cultivado in vitro, com bom desempenho entre as
faixas de pH 3,5 a 7,0 (SITTHICHOPTHAM et al., 2023). Da mesma forma, em uma
turfeira natural no Japao, as espécies S. squarrosum e S. girgensohnii se cresceram
em amplas faixas de pH, de 3,8 a 7,2 (HARAGUCHI et al. 2003).

Vale destacar que Sphagnum € uma espécie que apresenta tendéncia a
acidificagdo do ambiente de cultivo ao longo do tempo, conforme demonstrado por
Sitthichoptham et al. (2023) e Beike et al. (2015), em que observou-se redugao
gradual do pH ao longo das semanas em cultivos em condi¢gdes controladas. Isso se
deve a ocorréncia de liberacdo de ions de hidrogénio nos sitios de absorgéo de
cations pelas plantas, o que corrobora com a alta capacidade do Sphagnum de
adsorgdo de prétons e metais entre os musgos (GONZALEZ; POKROVSKY, 2014).
Portanto, além do baixo numero de repeti¢cdes, outra limitacdo deste estudo foi a
auséncia de analise do pH dos substratos de cultivo ao longo do periodo
experimental, conforme recomendado por Teixeira et al. (2017). Estes sdo aspectos
a serem considerados em pesquisas futuras, visando a otimizagcédo do cultivo de S.
perichaetiale, para uma compreensdo mais acurada da relagdo do pH com a
produtividade da espécie.

Além de respondermos as perguntas em aberto mencionadas acima, o
proximo passo desta pesquisa sera testar a biomassa seca produzida neste
experimento no processo de fitorremediagdo utilizando-se solugbes contendo

contaminantes encontrados em aguas contaminadas, como por exemplo, 0 cromo


https://www.zotero.org/google-docs/?TDVcTx
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hexavalente. Isso permitira investigar se as condigbes de cultivo utilizadas neste

projeto influenciaram na biossor¢ao de metais pesados em S. perichaetiale.

6. CONCLUSAO

A anadlise da TCA demonstrou que o substrato de cascalho foi o mais efetivo
para o cultivo, superando outros substratos, enquanto o pH n&o exerceu uma
influéncia significativa. Assim, a hipétese inicial, de que a mistura de areia e terra
vegetal seria a mais vantajosa, foi refutada, ressaltando a importancia da escolha
adequada do substrato para o cultivo de S. perichaetiale.

Embora a TCA da area de cobertura tenha se mostrado util na diferenciagao
da eficiéncia dos tratamentos, a correlacdo com a biomassa seca, uma métrica vital
para a produtividade vegetal, ndo pb6de ser estabelecida devido a limitagdes na
remocao dos substratos durante a coleta. As demais variaveis testadas nao se
revelaram eficazes na indicacdo das melhores condigbes de cultivo, sugerindo a
necessidade de um maior numero de repeticdes em futuros experimentos.

Em direcdo ao préximo passo da pesquisa, a avaliacdo da biomassa seca
produzida nos tratamentos sera utilizada em testes de fitorremediagdo com solugdes
contendo elementos toxicos, que proporcionara insights importantes sobre a
capacidade de biossorcido de metais pesados por S. perichaetiale na pratica em

relacdo as condigdes de cultivo (substrato e pH).
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APENDICE - SCRIPTS DO AMBIENTE ESTATISTICO R COM AS ANALISES E
FIGURAS APRESENTADAS

#Analises

> library(readxl)

> TTC_2 <- read_excel("C:/Users/Acer/Desktop/TCC/TTC_2.x1sx")
> View(TTC_2)

> library(readxl)

> dados <- read_excel("C:/Users/Acer/Desktop/TCC/TTC_2.x1sx")
> View(dados)

> attach(dados)

> names(dados)

"Amostra" "Meiocultivo" "pH" "TCA"
"Filidios_cm" "Diam_cau_mm"

"Area_cel_mm2" "MS_MF" “Agua_livre" "Agua_coloidal”
> install.packages("dplyr")

> library(dplyr)

> dadosSMeiocultivo <- as.factor(dadosSMeiocultivo)

> dadosSpH <- as.factor(dadosSpH)

modelo<-aov(TCA~Meiocultivo+pH)

> View(modelo)

> summary(modelo)

> shapiro.test(residuals(modelo))
> TukeyHSD(modelo)

Fit: aov(formula = TCA ~ Meiocultivo + pH)
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SMeiocultivo

modelo<-aov(Filidios_cm~Meiocultivo+pH)
View(modelo)
summary (modelo)

shapiro.test(residuals(modelo))

modelo<-aov(Diam_cau_mm~Meiocultivo+pH)
View(modelo)
summary (modelo)

shapiro.test(residuals(modelo))

modelo<-aov(Area_cel_mm2~Meiocultivo+pH)
View(modelo)
summary (modelo)

shapiro.test(residuals(modelo))

modelo<-aov(MS_MF~Meiocultivo+pH)
View(modelo)
summary (modelo)

shapiro.test(residuals(modelo))

modelo<-aov(Agua_livre~Meiocultivo+pH)
View(modelo)

summary (modelo)
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> shapiro.test(residuals(modelo))

> modelo<-aov(Agua_coloidal~Meiocultivo+pH)
> View(modelo)
> summary(modelo)

> shapiro.test(residuals(modelo))

#Grafico

> library(readxl)

> grafico <- read_excel("C:/Users/Acer/Desktop/TCC/grafico.xlsx",
col_types = c("text", "numeric"))

> dados <- read_excel("C:/Users/Acer/Desktop/TCC/grafico.xlsx")

> View(dados)

> attach(dados)
> names(dados)

"Tratamento" "TCA"

> library(ggplot2)
> library(RColorBrewer)
> cores_set3 <- brewer.pal(12, "Set3")

> p <- ggplot(dados, aes(x = as.factor(Tratamento), y = TCA,
fill = as.factor(Tratamento))) +

geom_boxplot() +

labs(title = NULL, x = "Tratamentos", y =

expression(paste("TCA ", cm?2, " dia"*-1))) +
scale_x_discrete(labels = NULL) +

scale_fill_manual(values = cores_set3, name = "Tratamentos",
labels = c(
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"Cascalho - pH 3,8", "Cascalho - pH 4,8", "Cascalho - pH 5,8",
"Cascalho - pH 7,8","Areia + Terra vegetal - pH 3,8", "Areia +
Terra vegetal - pH 4,8", "Areia + Terra vegetal - pH 5,8",
"Areia + Terra vegetal - pH 7,8","Terra vegetal - pH 3,8",
"Terra vegetal - pH 4,8", "Terra vegetal - pH 5,8", "Terra
vegetal - pH 7,8"

)) +

theme_minimal() +

theme(

panel.grid = element_blank(),

axis.line = element_line(color = "black"),

text = element_text(size = 16),

axis.title.x = element_text(margin = margin(t = 20)),

axis.title.y = element_text(margin = margin(r = 20)),

axis.text.y = element_text(size = 12),

10)) +

1))

legend.text = element_text(size

guides(fill

guide_legend(ncol

> print(p)
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