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RESUMO 

 

Os mecanismos de alterações em resposta a deficiência e toxidez por ferro são 

descritos apenas para plantas de linhagem superior, e geralmente de importância 

econômica, sendo estes estudos ainda carentes para plantas da linhagem mais 

antiga de plantas terrestres. Este trabalho teve como objetivo avaliar as alterações 

morfológicas e alterações na variabilidade genética de Polytrichum juniperinum  

Hedw. em resposta a tratamentos utilizando diferentes concentrações de Fe-EDTA 

in vitro. Além de testar a transferência de marcadores EST-SSR entre Physcomitrella 

patens (Hedw.) Bruch & Schimp. e P. juniperinum para a utilização dos primers 

transferidos com sucesso na avaliação genotípica das amostras submetidas a 

diferentes concentrações de ferro. Para a caracterização morfológica, o musgo foi 

cultivado em tratamentos contendo 0ml.L-1, 5ml.L-1, 10ml.L-1 e 50ml.L-1 de Fe-EDTA. 

Nos 40 e 45 dias, os cultivos foram avaliados. No segundo estudo, as alterações na 

variabilidade genotípica de P. juniperinum submetido aos diferentes tratamentos foi 

avaliada utilizando regiões SSR e ISSR. Os resultados indicam que a espécie é 

sensível a concentrações elevadas de ferro, tendo reduzido o número de 

gametófitos regenerados ou até inibindo estes, além de causar alterações na 

coloração dos explantes. Na deficiência do metal, a planta teve desenvolvimento 

normal indicando que a ausência do metal não é fator limitante para seu 

desenvolvimento.  A partir do fenograma obtido foi possível observar que o 

tratamento controle diferiu dos demais indicando que a planta teve sua variabilidade 

genotípica  alterada, a qual sugere-se que a espécie sob condições de estresse, 

pode estar expressando genes atuantes na estratégia I e II de regulação da 

homoestase de ferro. Dessa forma, este estudo sugere que a espécie vegetal P. 

juniperinum pode sofrer alterações morfológicas e genotípicas pela alta 

concentração de ferro em solos que estão sob poluição por metais pesados, 

inclusive o solo Antártico. Também  pode ser utilizada como planta bioindicadora de 

locais com pouco ferro disponível, além de um modelo para estudos moleculares 

que envolvem processos de homeostase por ferro. 

 

Palavras-chave: Marcadores moleculares, microssatélites, musgos, metais pesados. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The mechanisms of changes in response to iron deficiency and toxicity are described 

only by plants for superior strain, and usually of economic importance, and these 

studies still lacking for most plants of ancient lineage of land plants. This work aimed 

to evaluate the morphological changes and the genetic variability of Polytrichum 

juniperinum Hedw. in response to  the treatment using various concentrations of Fe-

EDTA in vitro. In addition to testing the transfer of EST-SSR markers between 

Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. and P. juniperinum for the use of 

primers successfully transferred in genotypic evaluation of samples subjected to 

different concentrations of iron. For the morphological characterization, the moss was 

grown in treatments containing 0ml.L-1 5ml.L-1 10ml.L-1 and 50ml.L-1 of the Fe-EDTA. 

In the 40 and 45 days, crops were evaluated. In the second study, alterations in the 

genetic variability of P. juniperinum subjected to different treatments was assessed 

using SSR and ISSR regions. The results indicated that the species is sensitive to 

high concentrations of iron, reducing the number of gametophytes regenerated or 

even inhibiting these and causing changes in color of the explants.  In the deficiency 

of the metal, the plant had normal development indicating that the absence of the 

metal is not a limiting factor for its development. Starting from the phenogram 

obtained was observed that the control treatment differed from the others indicating 

that the plant had alteration in its genetic variability, which can be inferred that the 

species under stress conditions may be expressing genes involved in strategy I and 

II regulation of the iron homeostasis. Thus, this study suggests that plant species P. 

juniperinum can undergo morphological and genotypic changes by the high 

concentration of iron in soils that are under heavy metal pollution, including the 

Antarctic soil. Can also be used as a bioindicator of sites with little available iron, and 

a model for molecular studies involving processes of iron homeostasis. 

 

Keywords: Molecular markers, microsatellites, mosses, heavy metals. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os metais pesados constituem um dos poluentes mais tóxicos à vida. Estes 

ocorrem naturalmente na crosta terrestre, no entanto as atividades humanas têm 

introduzido altas cargas desses elementos no ambiente pela contaminação das 

águas e solo. A poluição por metais pesados pode ter origem apartir do despejo de 

poluentes no solo e, pela circulação atmosférica, uma das fontes da poluição 

observada no continente Antártico (SANTOS et al., 2004). A entrada de metais 

pesados pode ter origem de fontes de poluição locais e globais. Como fontes locais 

pode-se destacar a incineração de lixo, pinturas, uso de combustíveis fósseis e 

despejo de esgoto in natura, enquanto que a poluição global está relacionada com 

partículas em suspenção na atmosfera, as quais transportam elementos 

provenientes de latitudes mais baixas. 

A nutrição mineral é um dos fatores mais importantes envolvidos no 

crescimento e desenvolvimento das plantas. Muitos metais são essenciais para o 

crescimento de todos os tipos de organismos, mas são requeridos em baixas 

concentrações, alguns deles, têm papel relevante na nutrição de plantas, enquanto 

outros exercem efeitos deletérios sobre vários componentes da biosfera (KABATA-

PENDIAS e PENDIAS, 2001). Quando encontrados em quantidades elevadas 

podem causar estresse a flora (SANTOS, 1998). O ferro como micronutriente é 

essencial para as plantas, uma vez que participa de reações metabólicas essenciais, 

tais como fotossíntese e respiração (TAIZ e ZEIGER, 2004). 

O ferro é tambem um dos metais mais versáteis na biologia, sendo conhecido 

como um metal de transição, já que é capaz de receber e doar elétrons, ou seja, 

caracteriza-se pela facilidade em mudar seu estado de oxidação, permitindo sua 

participação em numerosas reações envolvendo a transferência de elétrons (HELL e 

STEPHAN, 2003). A planta absorve o íon de ferro na forma de ion férrico, mas em 

solos com pH baixo, como por exemplo, os solos do interior do continente Antártico 

(AISLABIE et al., 2003), ocorre a reação de solubilização e redução do íon férrico 

(Fe³+) para íon ferroso (Fe²+). Dessa maneira, ocorre toxidez indireta, pois as plantas 

presentes em tais locais vão absorver uma menor quantidade de outros elementos 

que também são essenciais para o seu crescimento e manutenção. O estresse 
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ocorre devido ao ferro estar muito disponível (KOZLOWSKI, 1976). O metabolismo 

do Ferro é um mecanismo complexo sob um balanço homeostático, representando 

dois problemas principais para as plantas, a deficiência como conseqüencia de 

problemas de solubilidade, e toxicidade devido ao excesso de solubilidade em 

condições anaeróbicas devido a quantidade elevada do metal (SANTOS e COSTA 

de OLIVEIRA, 2007). Em altas concentrações este micronutriente pode causar 

alterações morfológicas e genotípicas podendo levar a planta à morte. 

As briófitas podem ter potencial biomonitor para a presença de metais no 

ambiente (CAKRABORTTY, 2006), o que exige o conhecimento da morfologia e 

alterações do genoma desta em resposta a diferentes concentrações do metal. Os 

mecanismos de sobrevivência de uma briófita ainda são pouco claros e apenas 

parcialmente descritos em locais onde há concentrações baixas e elevadas de 

metais pesados. 

Neste contexto, este estudo tem como objetivo caracterizar as alterações 

morfológicas e alterações do genoma em uma espécie de briófita da família das 

Polytrichaceae submetida a diferentes concentrações de Fe-EDTA in vitro.   
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Polytrichum juniperinum  

 

A família Polytrichaceae Schwägr. (Bryophyta) compreende 19 gêneros e 

150-200 espécies, sendo amplamente distribuida por todo o Planeta. A maior 

diversidade esta no Sudeste Asiático e na América do Sul (HYVÖNEN, 2012). P. 

juniperinum (Figura 1) é um dos representantes das Polytrichaceaes. Musgo 

cosmopolita adaptado a ambientes abertos, secos e solos arenosos, crescendo 

sobre uma variedade de turfeiras, especialmente em habitats drenados (VAN der 

VELDE, 2003). 

 

Figura 1- Detalhe da espécie Polytrichum juniperinum Hedw. A representa o 
detalhe do gametófito, e B detalhe do esporófito.  

 

Fonte: (A) Foto de Karine Janner, 2013, (B) Maria Alice de Rezende, 2004. 

 

Na Antártica, P. juniperinum esta presente sobre o solo, húmus e solo 

rochoso, sobre saliências rochosas e afloramentos, geralmente em ambientes 

abertos (OCHYRA, 1998). É uma das três espécies da família Polytrichaceae bem 

distribuida na Antártica Marítima. Segundo Ochyra (1998), desempenha um papel 

importante na vegetação terrestre neste bioma como constituinte essencial das 
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comunidades de subformação de turfeiras de musgos, bem como musgos fruticosos 

e subformações de turfeiras de líquens.  

 

2.1  Cultivo in vitro de P. juniperinum  

 

O cultivo in vitro de briófitas é essencial não só para observar o 

desenvolvimento celular e molecular, mas também para elucidar o papel dos 

primeiros estágios de desenvolvimento, e conservar indivíduos vivos ex situ. Vários 

trabalhos referentes ao cultivo in vitro de briófitas já foram realizados, cultura in vitro 

de Rhodobryum giganteum (Schwägr.) Arn., micropropagação de Bryum argenteum 

Hedw., cultivo de musgo epífito Tayloria rudolphiana (Garov.) Bruch & Schimp., 

desenvolvimento de métodos para iniciação de cultivo de briofitas, além do cultivo de 

outros diversos musgos (SABOVLJEVIC et al., 2003; ROWNTREE, 2006; CHEN et 

al., 2009; LIANG, 2010; MARTÍNEZ, 2011;). 

Silva et al., (2006) realizaram um estudo sobre a morfogênese protonemática 

de briófitas ocorrentes em Mata Atlântica do estado de Pernambuco, utilizando 

apenas os esporos das espécies. Barriquello (2009) realizou um estudo da fenologia 

reprodutiva do musgo Octoblepharum albidum Hedw. na Amazônia Meridional, mas 

até o presente momento não tinha registro do cultivo in vitro de matrizes amazônicas 

de espécies de briófitas, onde há uma importante proporção da diversidade do grupo 

(GRADSTEIN et al. 2001) sendo este, um estudo pioneiro nesta região do Brasil. 

O cultivo in vitro de espécies habitantes de locais extremos é uma alternativa 

para o estudo e avaliação do comportamento do musgo em condições in vitro, 

mimetizando o ambiente natural da onde foi coletado. Assim Victoria et al. (2011) 

avaliaram o estabelecimento do desenvolvimento de P. juniperinum sob condições 

de cultivo axênico a partir de esporos de espécimes coletadas na natureza. Ocorreu 

o desenvolvimento, tanto de protonema quanto de gametófitos, utilizando o meio 

básico MS sem reguladores de crescimento. 
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2.2  Poluição antrópica e presença de musgos em locais contaminados 

com metais pesados 

 

Investigações realizadas nos últimos anos forneceram dados sobre o 

aumento da poluição da atmosfera (PARKIN et al., 1970; JUDA e 

CHRÓŚCIEL,1974; STERN, 1976; MITRA, 1979; PERRY e WALKER, 1979; 

LISICIN, 1983; BEZBORODOVA e EREMEEV, 1984), que devido à circulação de 

massas de ar em grande escala permitem que as partículas de poluição possam ser 

distribuídas rapidamente, por todo o Planeta (ZIGALOVSKAJA et al., 1974) e 

tambem nas áreas polares. 

 Pecherzewski (1984), aponta que tendo em conta o permanente aumento da 

poluição atmosférica e as áreas de urbanização se imagina o perigo para a biosfera, 

incluindo águas oceânicas e regiões polares, se faz necessário um alerta, para 

continuar as pesquisas referentes a poluição atmosférica  na região da Antártica, 

que foi até agora geralmente considerada como uma região não poluída. Assim se 

faz de interesse crescente a determinação de metais pesados, pois estes podem 

ajudar a avaliar a contribuição da ação antropogênica e das fontes naturais sobre a 

atmosfera inferindo na concentração desses metais (BOUTRON, 1979). Durante os 

últimos anos, numerosos dados de boa qualidade têm sido publicados sobre a 

ocorrência de vários metais pesados no solo antártico (Pb, Cd, Cu e Zn) (GÖRLACH 

et al.,1992). Ocorrências de espécies de briófitas na distribuição de metais pesados 

na Baía do Almirantado, foram constatadas pelas pesquisas realizadas pelo grupo 

Criosolos/PROANTAR (SCHAEFER et al, 2004), e servem de ponto de partida na 

avaliação da resposta das espécies de plantas terrestres ao estresse por metais 

pesados. 

Além da poluição antropogênica, elevado teor de metais pesados podem 

ocorrer naturalmente no solo antártico. Nesses locais, uma vegetação azonal com 

tolerância a metais pesados, incluindo musgos podem ser observados. No entanto, 

os mecanismos de sobrevivência são ainda pouco claros e apenas parcialmente 

descritos (PILON et al., 2009). A concentração elevada desses metais pesados 

acumulados no solo podem constituir um dos poluentes mais tóxicos para os 

organismos em um ambiente (PONNAMPERUMA, 1972) . 
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A maioria dos estudos sobre vegetação Antártica são restritos a ecologia, 

fisiologia e história de vida de musgos e liquens (OCHYRA, 1998). O padrão dentro 

da vegetação está aparentemente relacionado aos fatores ambientais, como 

disponibilidade de água, exposição ao vento e à estabilidade do substrato, porém a 

concentração em excesso de minerais encontrada nas colônias de pinguins é 

decisiva para a distribuição de espécies vegetais. Impactos decorrentes da presença 

humana também na Antártica têm sido registrados por diversos autores. Na Baía do 

Almirantado, Harris et al. (1991) descreveram os impactos ambientais em campos de 

musgos e locais de nidificação de aves, causados pela presença de pesquisadores 

que permanecem nas estações científicas e refúgios, e por turistas que anualmente 

visitam as praias da região. 

Em um estudo sobre monitoramento apresentado por Braun et al. (2012) na 

Ilha Rei George, na Região de Fildes foi demonstrado uma variedade de impactos 

ambientais devido à concentração de estações e a ampla gama de atividades 

humanas. Com a implementação do Protocolo de Madrid em 1998, algumas 

melhorias foram feitas em relação a gestão de resíduos, óleos ou esgoto, porém a 

cooperação insuficiente entre os diversos intervenientes presentes na região levou a 

impactos cumulativos quantificáveis que exigem uma forma mais abrangente e em 

larga escala de gestão.  

Alguns musgos especializados como Mielichhoferia elongata (Hoppe & 

Hornsch.) Nees & Hornsch., Pohlia drummondii (Müll. Hal.) A.L. Andrews e Scapania 

undulata (L.) Dumort. são conhecidos por crescerem em locais poluídos por metais 

pesados (URL, 1956).  Martensson e Berggren (1954) relatam a existência de 

algumas briófitas que acumulam cobre (Cu) e são conhecidas como 

“coppermosses”.  Sassmann (2010) evidencía que o musgo modelo de estudos, 

Physcomitrella  patens (Hedw.) Bruch & Schimp.,  ainda não foi relatado em locais 

com altas concentrações de metais pesados.  

Devido a capacidade que algumas espécies de musgos tem em sobreviver a 

elevados níveis de estresse biótico e abiótico, bem como acumular poluentes 

nocivos na biomassa (por exemplo, metais pesados), eles são usados como 

bioindicadores. Algumas briófitas são utilizadas para controlar as concentrações de 



19 
 

poluentes como dióxido de enxofre no ar (FRAHM, 1998) e também como 

indicadores de poluição ambiental por metais pesados (ACETO et al., 2003). 

 

2.3  Ferro em plantas 

 

A nutrição mineral é um dos fatores mais importantes envolvidos no 

crescimento e desenvolvimento de plantas. Os nutrientes se caracterizam em macro 

e micronutrientes, classificados dessa forma de acordo com a exigência nutricional 

da planta para cada elemento (VIEIRA, 1999).  Além dos macronutrientes (C, H, O, 

N, P, S, K, Ca, Mg), as plantas precisam também de pequenas quantidades de 

micronutrientes (B, Cl, Cu, Mn, Fe, Zn, Mo), e algumas também precisam de Si, Co e 

Se (HANSCH e MENDEL, 2009). Em contraste com os macronutrientes, os 

micronutrientes são apenas necessários em quantidades muito pequenas, enquanto 

a disponibilidade em altas concentrações resulta em efeitos prejudiciais. 

Entre os micronutrientes, o ferro é de grande importância devido a sua 

utilização em vários processos fundamentais. É um elemento essencial para todos 

os organismos vivos, incluindo as plantas, pois é parte integrante de diversas 

enzimas que participam de processos metabólicos como fotossíntese, respiração, 

fixação de nitrogênio, síntese de clorofila, entre outros (TAIZ e ZEIGER, 2004). 

O ferro representa um dos metais mais versáteis na biologia, conhecido como 

metal de transição, se caracterizando pela facilidade em mudar seu estado de 

oxidação, permitindo sua participação em numerosas reações envolvendo a 

transfêrencia de elétrons. As suas funções são baseadas na reação redox reversível 

dos íons de ferro Fe+² (ferroso) e Fe+³ (férrico), na sua habilidade de formar 

complexos octaédricos com vários ligantes e por variar seu potencial redox em 

resposta a diferentes ligantes (HELL e STEPHAN, 2003). 
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2.4  Ferro em soluções nutritivas 

 

 Um problema significativo das soluções nutritivas é a disponibilidade de ferro, 

especialmente em altas concentrações. Quando fornecido na forma de um sal 

inorgânico como FeSO4 ou Fe(NO3)
2, o ferro pode precipitar da solução como 

hidróxido de ferro. Fosfatos de ferro insolúveis serão formados se sais fosfatos 

estiverem presentes. A precipitação do ferro na solução torna-o fisicamente 

indisponivel à planta, a não ser que sais de ferro sejam adicionados com freqüência. 

Pesquisadores mais antigos abordaram o problema adicionando ferro junto com 

ácido cítrico ou tartárico. Compostos como esses são chamados de quelantes, pois 

formam complexos solúveis com cátions, como ferro e cálcio, nos quais o cátion é 

retido por forças iônicas, e não por ligantes covalentes. Cátions que formam 

quelatos são, então, fisicamente mais disponiveis as plantas (SIEVERS e BAILAR, 

1962). Soluções nutritivas mais modernas usam os produtos quimicos ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) ou ácido dietilenotriaminopentacetico (DTPA ou 

ácido pentetico) como agentes quelantes (TAIZ e ZEIGER, 2004). 

 

2.5  Dinâmica do Ferro no solo  

 

O ferro é um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre (MURAD e 

FISCHER, 1988). Embora seja tão abundante, ele é considerado um dos elementos 

mais limitantes ao crescimento e desenvolvimento das plantas, principalmente 

quando depositado no solo devido a poluição (BECANA et al., 1998). 

O metabolismo do ferro é um mecanismo complexo sob um balanço 

homeostático, representando dois problemas principais para as plantas, a deficiência 

como consequência de problemas de solubilidade e, toxicidade devido ao excesso 

de solubilidade em condições anaeróbicas e de baixo pH (SANTOS e COSTA de 

OLIVEIRA, 2007). As plantas necessitam de mecanismos para absorver o ferro do 

solo e atender a demanda para o crescimento e desenvolvimento, e também evitar a 

toxicidade pelo excesso do metal, pois ambas situações podem ser responsáveis 
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por disfunções nutricionais que afetam a fisiologia das plantas (PONNAMPERUMA, 

1972). 

O ferro pode ocorrer nas formas divalente (íon ferroso - Fe²+) ou trivalente (íon 

férrico - Fe³+). A disponibilidade do ferro para as plantas depende fundamentalmente 

da solubilidade dos minerais presentes no solo (HELL e STEPHAN, 2003). De 

acordo com Guerinot e Yi (1994), o principal problema da disponibilidade do ferro 

não é a abundância, mas a solubilidade dos óxidos de ferro, devido a mesma ser 

extremamente baixa em ambientes aeróbicos em pH neutro e alcalino.  

Na Antártica, por exemplo, segundo Aislabie (2003), o pH do solo pode variar 

de fracamente ácido (pH 6,0) em solos do interior, a alcalino, geralmente na região 

costeira (pH 9,0). Becana et al. (1998) afirmam que em solos de pH abaixo do neutro 

e em condições anaeróbicas, ocorre a solubilização e redução do Fe+³ à Fe+², 

liberando o mesmo para a solução do solo aumentando a disponibilidade de ferro 

em níveis que podem ser tóxicos às plantas presentes nesse ambiente. Nesse caso 

de teor elevado de metais pesados no solo, as plantas desenvolveram mecanismos 

de defesa para tolerar o excedente de micronutrientes ou de metais não-essenciais 

que conduziria a efeitos tóxicos. Este mecanismo tem sido descrito como 

homeostase de metais e é comum a todas as plantas superiores (KRÄMER e 

CLEMENS, 2005), porém ainda não descrito em plantas basais. 

Em geral, há duas estratégias principais que as plantas se utilizam para 

trabalhar com níveis elevados de metais, prevenção e tolerância (RÖMHELD, 1987). 

Em musgos, até o momento nenhuma dessas estratégias foram descritas, pois o 

sistema radicular dos musgos é rudimentar e, segundo um estudo realizado por 

Rother et al. (2006) genes responsáveis por quelatos metálicos ainda não foram 

identificados no genoma de P. patens. 

 

2.6  Toxidez por Ferro e alterações morfológicas 

 

O aumento nas quantidades do íon ferroso (Fe²+) no solo, devido ao pH baixo 

pode ser tóxico às plantas que tem seu habitat nesse local (PONNAMPERUMA, 
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1972). A toxidez por ferro, ocasionada por este aumento da concentração do íon 

ferroso na solução do solo pode causar efeitos adversos às plantas. As desordens 

nutricionais associadas com a toxicidade de ferro têm sido divididas em toxidez 

direta e indireta (VAHL, 1999). 

O efeito tóxico do ferro pode ocorrer por absorção excessiva (toxidez direta ou 

bronzeamento), causando o aparecimento de pontos castanho-escuro nas pontas 

das folhas ou por precipitação sobre as raízes das plantas (toxidez indireta ou 

alaranjamento), formando uma crosta de óxido férrico, que reduz a absorção de 

outros nutrientes pela planta (HOWELER, 1973). A toxidez direta é verificada pelas 

folhas apresentando pontuações castanho-escuras, e decorre da absorção e 

utilização excessiva de ferro, causando a morte das células onde ele é depositado 

(VAHL, 1999). 

Já a toxidez indireta pelo ferro se caracteriza pelas folhas apresentarem uma 

coloração alaranjada, que evolui do ápice para a base, em virtude da deposição de 

precipitados sobre as raízes em conseqüência dos altos teores desse elemento na 

solução do solo, formando uma crosta de óxido férrico, que reduz a absorção, 

transporte e/ou utilização de outros nutrientes pela planta, como P, K, Ca e Mg 

(MEURER, 2000). 

Segundo Ponnamperuma et al. (1972) os primeiros sintomas do excesso de 

ferro nas plantas são o bronzeamento das folhas, retardo no crescimento, baixa 

produtividade, esterilidade das espiguetas e, em casos mais severos, morte da 

planta. Se a toxidez ocorrer nos estágios iniciais de desenvolvimento, a planta pode 

sofrer severo retardamento no crescimento. Quanto mais tarde, o crescimento 

vegetativo não é muito afetado, mas no caso da gramínea, Oryza sativa L., o 

rendimento dos grãos é reduzida devido à produção de panículas pequenas e com 

alta proporção de espiguetas estéreis (YOSHIDA, 1981).  

Sousa et al. (2006) comentam que a intensidade dos sintomas causados pela 

toxidez por ferro é determinada em virtude das diferentes condições de pH e do 

conteúdo e reatividade dos óxidos de ferro presentes no solo, sendo verificados 

teores críticos no solo que variam de 30 mgL-¹ a concentrações acima de 500 mgL-1. 
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2.7  Musgos como modelo para estudos de processos biológicos 

 

O uso potencial dos musgos como modelo para estudos de processos 

biológicos em plantas é devido ao padrão relativamente simples de desenvolvimento 

dessas plantas, conveniência para análises de linhagens celulares, resposta similar 

do grupo aos fatores de crescimento e estímulos ambientais como os encontrados 

em outras plantas terrestres, e a facilidade para aplicação de abordagens genéticas, 

resultante da dominância da geração gametofítica no ciclo de vida dessas plantas. 

No momento, houve um crescente aumento das pesquisas utilizando as briófitas em 

estudos moleculares (COVE et al., 1997). Segundo Glime (2007), os botânicos 

contemporâneos estão considerando as briófitas como fontes de genes para a 

modificação de plantas agrícolas para poder enfrentar os variados estresses 

fisiológicos do mundo atual. 

Uma das espécies mais estudadas é P. patens. Modificações pré-

determinadas específicas e altamente precisas em qualquer sequência do genoma 

desta espécie de musgo é possível atualmente por meio de transgênese 

(SCHAEFER et al., 1991). 

 

2.8  Marcadores moleculares 

 

 Segundo Varshney (2005), os marcadores moleculares são definidos como 

sendo “marcadores genéticos baseados num conjunto de marcadores que podem 

detectar polimorfismo de DNA em nível de um loco específico e no nível completo de 

DNA”. As diferentes classes de marcadores moleculares podem diferir com respeito 

a características importantes como: abundância genômica, nível de polimorfismo 

detectado e informação genética, especificidade dos locos, reprodutibilidade, 

requerimentos técnicos, e investimento financeiro. Eles são utilizados para a 

genotipagem de organismos, detecção de variabilidade genética, identificação de 

híbridos, testes de paternidade, diagnósticos genéticos, mapeamento genético e 

seleção assistida por marcadores moleculares (VARSHNEY et al., 2005).  
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Segundo Joshi (2004), atualmente diversos marcadores moleculares estão 

disponíveis e são capazes de acessar a variabilidade e diversidade em nível 

molecular. 

 

2.9  Marcadores Microssatélites (SSR) 

 

Os genomas eucariotos são densamente povoados por seqüências simples 

repetidas, as quais consistem de um a seis nucleotídeos repetidos em tandem, os 

chamados microssatélites. As sequências de DNA que flanqueiam os microssatélites 

são geralmente conservadas entre os indivíduos de uma mesma espécie, permitindo 

seleção de primers específicos que amplificam, via PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase), fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genótipos (BORÉM 

e CAIXETA, 2009). 

 Diferentes estudos tem demonstrado que os microssatélites são amplamente 

distribuidos no genoma das plantas superiores. Morgante e Olivieri (1993) 

analisaram os dados dos bancos EMBL e GenBank e estimaram a freqüência de um 

microssatélite, considerando di e trinucleotídeos, a cada 50 kb. Porém quando este 

trabalho foi desenvolvido, a disponibilidade de sequências nos bancos de dados era 

pequena. 

Com o aumento das informações de sequencias de DNA, novas estimativas 

de freqüência dos microssatélites foram obtidas. Cardle et al. (2000), analisando 

sequências disponíveis de DNA genômico e de ESTs (Expressed Sequence Tags)  

de diferentes espécies vegetais, demonstraram que no genoma  das plantas é 

encontrado um microssatélite a cada 6-7 kb. No entanto, a estimativa de abundância 

de microssatélites depende dos critérios adotados na pesquisa, dependendo das 

variações no número de unidades repetitivas, além de variações de frequência de 

microssatélites em diferentes espécies. 

Segundo Borém e Caixeta (2009), independente da origem da variação e do 

elemento repetitivo, cada microssatélite constitui um loco genético altamente 

variável, multialélico, de grande conteúdo informativo. Essa natureza altamente 

informativa, combinada com a especificidade e rapidez da tecnologia de PCR, fazem 
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desses marcadores uma eficiente ferramenta para estudos de genes eucariotos, 

além da detecção de variabilidade genética. 

Creste et al. (2004) utilizaram marcadores SSR para investigar a variabilidade 

genética e o relacionamento genético entre 58 genótipos de bananeira, incluindo 49 

diplóides (selvagens e cultivados) e nove triplóides. Os diplóides apresentaram 

grande variabilidade genética. A partir do dendrograma, foi possível observar a 

formação de dois grandes grupos, um constituído pelos genótipos diploides e outro 

com triplóides. Entretanto, não foi possível separar os diplóides selvagens dos 

cultivados. 

 

2.10  Marcador baseado em SSR: Inter-SSR Amplification (ISSR)  

 

Para esta técnica, repetições de di ou trinucleotídeos marcados e ancorados 

com dois ou quatro nucleotídeos em uma das extremidades são usadas como 

primers para PCR. Isso permite a amplificação de apenas parte das regiões 

amplificadas pelo marcador, aumentando a reprodutibilidade, que é uma das 

limitações do uso de algumas técnicas baseadas em PCR (BORÉM e CAIXETA, 

2009; ZIETKIEWICZ et al., 1994). 

 

2.11  Regiões EST e a transferência de marcadores 

   

 ProsdocimI et al. (2002), afirmam que muitas vezes, ao invés de ser realizado 

o seqüenciamento genômico de um organismo eucarioto, prefere-se realizar o 

seqüenciamento só das regiões gênicas, utilizando informações oriundas de RNA 

mensageiro (mRNA). Dessa forma é realizada uma biblioteca de cDNA, 

representando o conjunto de mRNAs de uma célula, que são clonados em vetores 

plasmidiais. As sequencias dos cDNA presentes em tais vetores são então 

seqüenciados a partir de suas extremidades 5’ ou 3’ produzindo pequenas 

sequências que irão representar pedaços dos genes expressos no momento da 
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extração do mRNA da célula em questão. Esses pedaços seqüenciados 

representam etiquetas de genes expressos, ou ESTs (Expressed Sequence Tags) e 

uma análise dos genes expressos é uma abordagem bastante utilizada na tentativa 

de entender o funcionamento do metabolismo dos mais diversos organismos. 

Segundo Sim et al., (2009) em um trabalho realizado transferindo marcadores 

EST-SSR entre cereais e uma gramínea, durante as duas últimas décadas, um largo 

número de ESTs foram gerados nos bancos de dados públicos. Essas sequências 

são um excelente recurso para o desenvolvimento de marcadores moleculares. 
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3 OBJETIVO DO ESTUDO 

 

O presente estudo objetivou avaliar as alterações morfológicas e na 

variabilidade genotípica de Polytrichum  juniperinum Hedw. decorrentes do cultivo in 

vitro a diferentes concentrações de Ferro-EDTA. 

- Inferir sobre as principais alterações morfológicas em situações de 

deficiência e toxidez por ferro. 

- Testar a transferência de marcadores EST-SSR entre Physcomitrella patens 

e Polytrichum juniperinum para a aplicação no experimento com material dos 

tratamentos. 

- Caracterizar as alterações na variabilidade genotípica de P. juniperinum em 

resposta ao estresse por ferro in vitro. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  Avaliação morfológica protonemal 

 

4.1.1 Coleta do material vegetal 

 

As amostras de P. juniperinum foram coletadas no interior da cidade de Barão 

do Triunfo - Rio Grande do Sul - Brasil, por pesquisadores do Núcleo de Estudos da 

Vegetação Antártica-NEVA, no inverno do ano 2012. 

 

Figura 2 - Mapa do Rio Grande do Sul com a localização da cidade de Barão 

do Triunfo. 

 

Fonte: Google Earth, adaptado pelo autor, 2013. 

 



29 
 

A coleta consistiu na retirada de gametófitos inteiros com esporófito viável, 

sendo as plantas acondicionadas em sacos plásticos contendo sílica gel, para o 

transporte até o Núcleo de Estudos da Vegetação Antártica localizado na Unipampa 

Campus-SG e, posteriormente as amostras foram processadas em estufa de 

secagem à 35° C. 

 

4.1.2 Preparação do meio de cultura  

 

A preparação do meio de cultivo para P. juniperinum, bem como o 

monitoramento foi realizado no Núcleo de Estudos da Vegetação Antártica, no 

Campus São Gabriel da Universidade Federal do Pampa - UNIPAMPA. 

O meio MS (Murashige e Skoog, 1962) foi utilizado para o cultivo in vitro de P. 

juniperinum. Para a preparação de 1 litro, o meio MS foi suplementado com 

sacarose (30 g.L-1), mio-inositol (100 mg.L-1) e solidificado com ágar (7 g.L-1), 

autoclavado por 20 minutos a 121º C e 1 atm.  

 

4.1.3 Protocolo de desinfecção para P. juniperinum 

 

A desinfecção dos esporófitos foi realizada como descrito por Cvetic et al. 

(2007) por meio da imersão em 2% de hipoclorito de sódio comercial (NaClO) 

durante 5 minutos (Figura 3), e posteriomente lavados cuidadosamente em água 

destilada. Em capela de fluxo lâminar, o meio MS foi vertido em placas de Petri de 

3,45 cm de largura e 1,50 de profundidade. Após o resfriamento do meio, o opérculo 

foi retirado e os esporos lançados no meio nutritivo. 
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Figura 3 - Esporófitos de P. juniperinum imersos em hipoclorito de sódio a 2% 
por 5 minutos. 

 

 Fonte: autor, 2013. 

 

4.1.4  Cultivo e tratamentos realizados 

 

Ao longo de 15 dias de cultivo, houve o desenvolvimento do tecido 

protonemal (Figura 4). Pequenos tufos de 0,5 cm de tecido protonemal foram 

transferidos para cada um dos três tratamentos e o controle, com meio MS alterando 

apenas as concentrações de Fe-EDTA (Tabela 1). 

 

Figura 4 - A e B, crescimento protonemal após 15 dias de cultivo. 

 

Fonte: autor, 2013. 
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Tabela 1 - Diferentes concentrações de Fe-EDTA para cada tratamento para 

o volume de 1 litro de meio MS (Murashige e Skoog, 1962). 

TRATAMENTO VOLUME 

Controle 5 ml.L-1 

Tratamento I 0 ml.L-1 

Tratamento II 10 ml.L-1 

Tratamento III 50 ml.L-1 

Fonte: autor, 2012 

 

Os tratamentos foram os seguintes: Controle (5 ml.L-1 de Fe-EDTA), 

Tratamento I (0 ml.L-1 de Fe-EDTA), Tratamento II (10 ml.L-1 de Fe-EDTA) e 

Tratamento III (50 ml.L-1 de Fe-EDTA). Para cada tratamento foram feitas cinco 

réplicas, mantidas em estufa de fotoperíodo à 25° C (Figura 5) em frascos de vidro 

com 10 cm de comprimento e tampa plástica apropriados para cultivo. 

 

Figura 5 - Frascos de vidro onde foram repicados os explantes de P. 
juniperinum. 

 

Fonte: autor, 2013. 

 

Para uma segunda avaliação, após 15 dias de formação do protonema, o 

mesmo foi transferido para placas de petri, sendo que para cada tratamento se 

utilizou três réplicas (Figura 6). 
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Figura 6 - Imagem do cultivo nos diferentes tratamentos mantidos em placas 

de petri. 

 

Fonte: autor, 2013. 

 

A partir da repicagem do protonema para os tratamentos controle, I, II, e III, as 

réplicas foram monitoradas observando o surgimento do primeiro gametófito. Após o 

40° dia, com o surgimento dos primeiros gametófitos, as réplicas foram analisadas 

mensurando as seguintes variáveis: presença/ausência de gametófitos, número de 

gametófitos, e coloração dos explantes. 

A avaliação do cultivo se deu nos 40 e 45 dias, pois segundo Victoria et al. 

(2011b) os primeiros brotos de gametófito surgem entre o 20-40 dias de cultivo em 

cultura livre de reguladores. Para tanto, não se utilizou reguladores de crescimento, 

pois segundo o estudo realizado pelo mesmo autor, para a melhor regeneração dos 

gametófitos não há necessidade de uso de reguladores de crescimento, pois 

tratamentos utilizando reguladores não apresentam diferença no desenvolvimento 

dos gametófitos.  

Os metais quelados têm sido usados no vasto campo experimental para 

permitir o aumento da absorção do metal pela planta, pois aumenta a sua 

acumulação em diferentes espécies de plantas segundo Alkorta et al., (2004). Neste 
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trabalho foi utilizado EDTA como agente quelante para absorção do metal na forma 

de quelato, ou seja, a molécula se torna fisicamente mais disponível a planta. 

Para o cultivo em placas de Petri, os explantes foram monitorados durante 

cinco semanas, e mantidos em estufa de fotoperíodo à 25°C para análise do 

crescimento e observação da coloração da planta. 

 

4.2  Transferência de marcadores EST-SSR entre Physcomitrella 

patens (Hedw.) Bruch & Schimp. e P. juniperinum 

 

4.2.1 Seleção das regiões EST-SSR e transferência in sílico 

 

Os primers foram gerados a partir de uma busca de regiões EST-SSR no 

genoma de P. patens por Victoria et al., (2011a) utilizando o software SSRLocator 

(VICTORIA et al., 2011a; JANNER et al., 2011). 

 

4.2.2 Transferência de marcadores EST-SSR  

 

O DNA utilizado para este experimento foi extraído de material vegetal de P. 

juniperinum oriundo da cidade de Canela - Rio Grande do Sul - Brasil, localizada na 

encosta inferior do Nordeste do Rio Grande do Sul. Foram utilizados 50 pares de 

primers como descritos na tabela 2. Para a reação de PCR, utilizando 2 µl de DNA 

de P. juniperinum; 1,25 µl dos primers contínuo e reverso; 2,75 µl de água MiliQ® e 

6,25 µl do Mix contendo oligonucleotídeos iniciadores, Taq DNA Polimerase, dNTP 

mix, MgCl, tampão de enzima. O programa de amplificação consistiu no SSRTouch 

com temperatura inicial para desnaturação de 95°C por 5 minutos, com 30 ciclos de 

94° C por 30 segundos, 62° C por 1 minuto (esta temperatura é reduzida a cada 

ciclo, de 50° C até 62°C), 72° C por 30 segundos. A extensão foi feita a 72° C por 10 

minutos. A amplificação do produto foi obtida em gel de agarose corado com 

GelRedTM (Uniscience), utilizando marcador de 50 bp. 
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Tabela 2 - Primers utilizados para a transferência de EST-SSR entre 
Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. e Polytrichum juniperinum Hedw. 

Locus Primer 5' - 3' 
Temperatura de 

anelamento Locus Primer 5' - 3' 
Temperatura 

de anelamento  

PHYSSR1F ACCAGTATTAACCGCCTCCC 62.4°C PHYSSR26F CGTCGCACAACAGATGACTT 60.4°C 

PHYSSR1R GTGGAAATCATTTTGCGGAC 58.4°C PHYSSR26R GGTTGAATGCGGAACAGAGT 60.4°C  

PHYSSR2F GATCGTGTTTTGACGGAGGT 60.4°C PHYSSR27F GGCATGCTGAGGAAAATGAT 58.4°C  

PHYSSR2R GGCCACTTTAACAACCCTGA 60.4°C PHYSSR27R AGCATTGCCCTCTCCTTCTT 60.4°C  

PHYSSR3F ACGGGTTGGTAAGCTTGATG 60.4°C PHYSSR28F CTCGAAACCAACACCCATTT 58.4°C  

PHYSSR3R TGTTGGTGGTGACGAGAGACGAG 62.4°C PHYSSR28R GCAACTGAAGCGAAAGGAAC 60.4°C  

PHYSSR4F AAGAGCCAGGGGCTTATGAT 60.4°C PHYSSR29F ACGAGAGGACTAACGGTTGC 62.4°C  

PHYSSR4R AATGGCCTGAGAGAGCTTTGAA 58.4°C PHYSSR29R GTCGAGGAGGAGAGGAGAGG 66.6°C  

PHYSSR5F GAAATGGGCAGAGCATCAAT 58.4°C PHYSSR30F CACACCGCAAGTTCAAAATG 58.4°C  

PHYSSR5R CGGCTTTCATAGCATCCATT 58.4°C PHYSSR30R GGGTTGCTGTAGAGTCTCGC 64.5°C  

PHYSSR6F GGGGAAAAGGAAGAAAGACG 60.4°C PHYSSR31F GTACCTGACTGCACCACCCT 64.5°C  

PHYSSR6R TTAATCCGAGTCCCTCATGC 60.4°C PHYSSR31R GGAAGGTTTGGTTTGTGGAA 58.4°C  

PHYSSR7F CCCCCTTCTAACTGCGTGTA 62.4°C PHYSSR32F AGATATCGAAATCATCGCCG 58.4°C  

PHYSSR7R ATGCAGACGTAGAACCCGAC 62.4°C PHYSSR32R GCAATCGAATAGCTGAAATGA 57.1°C  

PHYSSR8F TGGAGGAGGAGAAAGCAAGA 60.4°C PHYSSR33F TTCCCAGTAGGCAGCAAAGT 60.4°C  

PHYSSR8R CGACAAAGCCCAAAAGGATAA 58.4°C PHYSSR33R GGTGTGGGCAATGTAGACCT 62.4°C  

PHYSSR9F GAACCAAAGTTGCAAACGGT 58.4°C PHYSSR34F TACCCTGTACGTCCCCATA 62.4°C  

PHYSSR9R ACAGCAACAGCAACAGCAAC 60.4°C PHYSSR34R TTCCGTGTCTGCACTTTGAG 60.4°C  

PHYSSR10F CTGGGTTCATGTCACATTGC 60.4°C PHYSSR35F TCACCAGCTAACCTCCATCC 62.4°C  

PHYSSR10R GATTCCAGTTCTTTGCTCGC 60.4°C PHYSSR35R AGGACGGTGTTGTCGAGAGT 62.4°C  

PHYSSR11F TAATTCGGTGAACGGAGGAG 60.4°C PHYSSR36F AGGGTCGTAGTTGTCGTTGG 62.4°C  

PHYSSR11R GACAGACAGACAGCCCCAAT 62.4°C PHYSSR36R CTCGATTCCTTGACGAGAAGC 62.4°C  

PHYSSR12F CATCATCGCATCATCGAATC 58.4°C PHYSSR37F GACAGGGTTTGGAACGTAGG 62.4°C  

PHYSSR12R CCGAATACTCCTCCCTCCTC 64.5°C PHYSSR37R AGAGACACACCCACTCCCAC 64.5°C  

PHYSSR13F CAGAGACGGGGCTTTAACAC 62.4°C PHYSSR38F TCCGTTCTTCACCTCCAATC 60.4°C  

PHYSSR13R CTTGGTCTACGACGACGACA 62.4°C PHYSSR38R TGAGGAACATGAAACCCACA 58.4°C  

PHYSSR14F CTTACGGGTGTGCCTTTTGT 60.4°C PHYSSR39F GCAGTAATTTTGTGGTGGGG 60.4°C  

PHYSSR14R CTCCTTCCCAATTCCTCCTC 62.4°C PHYSSR39R GGTGGCAAAAGGATGAAGAA 58.4°C  

PHYSSR15F TGCAGCAGCCTTGTCTTCTA 60.4°C PHYSSR40F TGGCGTACCACTCCATGATA 60.4°C  

PHYSSR15R TGCACCTCAACTCAGATTGC 60.4°C PHYSSR40R TGTGTCACATGGGGTGGTAG 62.4°C  

PHYSSR16F AACACTTCGGCGATTTTGTC 58.4°C PHYSSR41F AAAAGGATGCTGGCTTCAAAC 56.3°C  

PHYSSR16R CCCGCTCTTCTGATTCTCTG 62.4°C PHYSSR41R TGAAAGGTTCCTGGCATTTC 58.4°C  

PHYSSR17F CGTGTCAGCTCAGGTTACGA 62.4°C PHYSSR42F AGGAGCACAACCTTTGTCGT 60.4°C  

PHYSSR17R CCCATTTCCACGTCAATTCT 58.4°C PHYSSR42R GATCCAACGTGCCCATTTAG 60.4°C  

PHYSSR18F TGACTCGAGAACCGTCCTTT 60.4°C PHYSSR43F AGCAACTTCCGCTTGGTCTA 60.4°C  

PHYSSR18R AGGGCTTTGGCCACCTAGTT 60.4°C PHYSSR43R TACCGCTCTGTGCAGTGTTC 62.4°C  

PHYSSR19F AAATTGCTCACCAGCGAGAT 58.4°C PHYSSR44F TATTCTCGACCAGCCGTTTC 60.4°C  

PHYSSR19R ACATTGGAATCCTTCATCGC 58.4°C PHYSSR44R GGATAACCAAGCAGAGCGAG 62.4°C  

PHYSSR20F AGCCCCCTTTTGCTTGTACT 60.4°C PHYSSR45F CACGTCCTCCAAACAACAACG 60.4°C  

PHYSSR20R AGCTCTCCGTCTCAAAACGA 60.4°C PHYSSR45R TCTCAGGCAGAGAACATCCA 60.4°C  

PHYSSR21F TTCATGAAGAAGTGCTTCGTCG 60.4°C PHYSSR46F TCACCTGGAGCACTTGTGAG 62.4°C  

PHYSSR21R CACCACAAGGTCAAGATCCC 62.4°C PHYSSR46R CATTGCGTTAAATCCCCACT 58.4°C  

PHYSSR22F GTCCCCTTGTGATGTGGTGT 62.4°C PHYSSR47F AAGGTTGCGAGCTTGAATGT 58.4°C  

PHYSSR22R CAACAGCGTCAACGTCATCT 60.4°C PHYSSR47R GCGAGTGGGTATCATCAGGT 62.4°C  

PHYSSR23F TGTCAGTCTGTCTGTCTTGCG 62.6°C PHYSSR48F TCTCCCTCTCCCCGCTATGTA 62.4°C  

PHYSSR23R TGCAATGGATCACCTGAAAA 56.3°C PHYSSR48R CGGATCCTGCATGAAAACTT 58.4°C  

PHYSSR24F GAGCTTGGCCGTGTAAACAT 60.4°C PHYSSR49F CAAGGGCAGCTTGTATGTGA 60.4°C  
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Cont. Tabela 2. 

PHYSSR24R TCAAAATCTGCGCAACAAAG 56.3°C PHYSSR49R CAGGGACGTGGTTTGAGTTT 60.4°C  

PHYSSR25F AGGAGGAGGAAGGCTTCAAA 60.4°C PHYSSR50F TCCATCACCTGCAACAAT 58.4°C  

PHYSSR25R AACACCATGCCACATACCAC 60.4°C PHYSSR50R GGACCAGTGATTGAAATGGC 60.4°C  

   

Fonte: autor, 2013. 

 

4.3  Avaliação de alteração na variabilidade em resposta ao estresse 

por ferro 

 

4.3.1 Seleção de primers 

 

Os primers utilizados nessa avaliação foram sequências ISSR e SSR, no qual 

as sequencias são descritas na tabela 3. Os primers SSR utilizados foram testados 

em P. juniperinum conforme a transferência de EST-SSR acima descrita, e 

escolhidos destes apenas três que continham amplificações mais claras. 

 

Tabela 3 - Primers utilizados para a amplificação de regiões ISSR em P. 
juniperinum. 

Locus Sequencia 5' - 3' Temperatura de anelamento 

ISSR1 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAA 53.5°C 

ISSR2 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAC 52.8°C 

ISSR4 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAT 52.3°C 

ISSR9 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA 53.0°C 

ISSR10 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGC 55.3°C 

ISSR11 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGG 55.1°C 

  

Fonte: autor, 2011. 

4.3.2  Extração de DNA  
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O DNA de P. juniperinum submetido aos diferentes tratamentos foi extraído 

com Qiagen Dneasy Plant Mini Kit conforme protocolo de instruções do fabricante. 

Utilizou-se 50 mg de tecido oriundo do gametófito e/ou tecido protonemal.  O DNA 

foi purificado e conservado à -20° C. 

 

4.3.3  Análise Molecular 

 

A análise molecular realizou-se através de reações em cadeia da polimerase 

(PCR), na qual foram analisados 3 locos SSR, e 6 locos ISSR. A reação conteve 

volume final 12 µl, utilizando 6,25 µl de MIX contendo oligonucleotídeos iniciadores, 

Taq DNA Polimerase, dNTP mix, MgCl, tampão de enzima. Além de 2µl de DNA, 

1,25µl de cada primer e 2,75µl de água MiliQ®. 

O programa de PCR utilizado para as regiões SSR foi SSRTouch começando 

por 95° C  por 5 minutos, com 30 ciclos de 94° C por 30 segundos, 62° C por 1 

minutos (esta temperatura é reduzida a cada ciclo, de 50°C até 62°C), 72° C por 30 

segundos. A extensão foi feita a 72° C por 10 minutos. 

O programa para as regiões ISSR utilizou 95° C por 2 minutos, a amplificação 

com 30 ciclos de 50°C por 30 segundos, 75° C por 2 minutos,  95° C por 1 minuto. A 

extensão foi feita a 72° C por 7 minutos. 

 

4.3.4 Corrida eletroforética 

 

A avaliação foi realizada utilizando géis de poliacrilamida à 6,5%, e também 

de agarose a partir do produto de PCR. A solução contendo 7,5 ml poliacrilamida 

40%, 200 µl de APS (persulfato de amônia) à 2%, 30 µL de TMED, 22 ml de TBE à 

0,5%. A solução foi vertida em suporte de acrílico vertical, montada com placas de 

vidro e pentes para a formação de poços para posterior aplicação das amostras. 

Tambem foram utilizados géis de agarose a 3% como descrito na pesquisa acima. 

Após a polimerização do gel, adicionou-se tampão TBE 0,5% na cuba eletroforética 
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e aplicou-se 3 μL do produto de PCR com 1,5 μL do corante GelRed®. Foi utilizado 

2 µl do marcador de peso molecular (ladder) 50 pb (Concentração: 0,05 μg/μl) para 

identificação do tamanho dos produtos de PCR amplificados. Para a corrida 

eletroforética se utilizou uma voltagem de 150 Volts, na qual os fragmentos de DNA 

eletronegativos migram por repulsão do pólo negativo para o pólo positivo da cuba 

eletroforética. Após aproximadamente 60 minutos de corrida eletroforética o 

resultado foi visualizado por transiluminação com luz ultravioleta. 

 

4.3.5  Análise dos amplicons 

 

Os dados de presença/ausência de bandas obtidos na análise de SSR e ISSR 

de P. juniperinum permitiram avaliar a alteração na variabilidade genotípica com o 

auxílio do programa computacional NTSYS pc 2.1 (ROHLF, 2000). Para a avaliação 

dos amplicons associados a resposta ao tratamento foi criada uma matriz na qual foi 

computada para análise no programa, na qual foi construído um fenograma pelo 

método UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Avaliação morfológica protonemal 

 

5.1.1 Monitoramento dos cultivos 

 

As concentrações de Fe-EDTA para cada tratamento foram estipuladas de 

maneira que se pudesse facilitar a observação mais evidente de alterações na 

planta. A planta varia seu aspecto comparando as réplicas e, quanto a realização de 

tratamentos mais fracionados podería haver dúvida na análise de cada tratamento, 

tornando confuso o resultado e sem significado para a avaliação. 

 

5.1.2 Parâmetros de avaliação 

 

5.1.2.1 Presença/Ausência de gametófitos 

 

Foram realizadas duas avaliações em cada réplica no 40° dia e 45° dia de 

cultivo de presença/ausência de gametófitos regenerados (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Tabela indicando para cada réplica dos tratamentos a presença (+) 
ou ausência (-) de gametófitos. 

MONITORAMENTO 

CONTROLE TRATAMENTO I TRATAMENTO II TRATAMENTO III 

R1 R2 R3 R4 R5 R1 R2 R3 R4 R5 R1 R2 R3 R4 R5 R1 R2 R3 R4 R5 

Avaliação I +  +  + +  +   + +   - +  -  -  -  -  -  -  -  -    - -    - 

Avaliação II + +  +  +  +  + +   - +  + - -  -  -  -  - - -  - -  

Fonte: autor, 2013. 
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No controle, a partir da repicagem do protonema, a briófita se desenvolveu 

apresentando gametófitos no 40°dia de cultivo (Figura 7A). No tratamento I, os 

gametófitos emergiram igualmente como no controle desenvolvendo-se bem (Figura 

7B e 7C). Na réplica 3 não ocorreu o desenvolvimento da planta e, na réplica 5 

houve um retardo no desenvolvimento. Para os tratamentos II e III, a briófita não 

apresentou gametófitos, apenas desenvolveu o explante com certo retardo, o que 

indica que sob condições de estresse, P. juniperinum tende a formar apenas o 

protonema em vez do desenvolvimento normal da planta, se mostrando bastante 

sensível a concentrações elevadas de ferro (Figura 7D, 7E e 7F). 

Figura 7 - Cultivo de P. juniperinum. A: crescimento no 43° dias de cultivo em 
condições de controle. B: detalhe do crescimento dos gametófitos no tratamento I no 
45°dia de cultivo. C: tratamento I, no 35° dias, D: cultivo no 45° dia no tratamento II. 
E: tratamento III, no 45° dia de cultivo. F: tratamento III, no 35 dias. 

 

Fonte: autor, 2012. 
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5.1.2.2  Número de gametófitos  

 

Para a análise do número de gametófitos, efetuou-se análise de variância e a 

comparação de médias pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o 

programa estatístico Sisvar® (FERREIRA, 2000). Conforme o teste de Tukey, na 

comparação das médias é possivel observar que os tratamentos seguidos da 

mesma letra não difere entre si, ao nível de significancia a 5%. A tabela a seguir 

representa a variação do número de gametófitos em relação a cada tratamento 

(Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Teste de Tukey aplicado a relação entre o número de gametófitos 
de acordo com o tratamento, após 45 dias de cultivo. 

     Controle       Tratamento I      Tratamento II       Tratamento III 

32,8 a     42,0 a     0,0 b     0,0 b 

* Médias seguidas de mesma letra minúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey 

(α=0,05). 

Fonte: Autor, 2013. 

 

Pode-se observar que não houve aumento significativo do número de 

gametófitos entre o período de tempo das duas avaliações. Porém em relação a 

variação do número de gametófitos entre os tratamentos houve alteração. Sendo 

que na ausência do metal foi observado um maior número de gametófitos em 

relação ao controle. Porém estatísticamente tais valores não diferem entre si, 

indicando que a deficiência de ferro na fisiologia de P. juniperinum não é elemento 

limitante para a emergência de gametófitos in vitro. 
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5.1.2.3  Coloração dos explantes 

 

Os tratamentos II e III demonstraram alterações na coloração do explante se 

comparado ao controle e tratamento I. Para o tratamento II, os explantes 

demonstraram a borda escurecida a partir da 5° semana de cultivo. Sendo que no 

tratamento III o explante que teve seu desenvolvimento bastante afetado, 

apresentou coloração bastante escura, caracterizado por um bronzeamento do 

protonema (Figura 8). Também houve um escurecimento do meio de cultura devido 

a precipitação do metal, por este estar em quantidade elevada no meio de cultura 

conforme mostra a figura 7E. 
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Figura 8 - Comparação da coloração dos explantes mantidos em placas de 
petri após 5 semanas de cultivo. Sendo, respectivamente, A e B (controle e 
tratamento I). A e C (controle e tratamento II), A e D (controle e tratamento III). 

 

Fonte: autor, 2013. 

Em plantas da linhagem basal são poucos ou quase inexistentes os relatos de 

estudos avaliando o aspecto morfológico de musgos quanto a deficiência e 

toxicidade de metais pesados in vitro ou in vivo. Porém musgos como Mielichhoferia 

elongata (Hoppe & Hornsch.) Nees & Hornsch., Pohlia drummondii (Müll. Hal.) A.L. 

Andrews e Scapania undulata (L.) Dumort. são conhecidos por crescerem em locais 

poluidos com altas concentrações por metais pesados, sem alterações na sua 

morfologia (URL,1956).  
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Em P. patens, Sassmann (2010) realizou um estudo para avaliar as 

alterações fisiológicas na planta in vitro à diferentes concentrações de metais 

pesados observando  que o musgo consegue tolerar altas concentrações de cobre e 

zinco acumulando esses metais no seu tecido. Quanto a concentrações elevadas de 

Ferro, a planta não apresentou respostas metabólicas, sugerindo que esta planta 

possa ser sensível ao metal. Nesse trabalho, a fim de avaliar o aspecto morfológico 

de P. juniperinum à diferentes concentrações de Fe-EDTA, foi observado que o 

musgo é sensível a concentrações apartir de 10 ml.L-1 (37,2 g.L-1) in vitro, 

apresentando como principais alterações em sua morfologia a ausência de 

gametófitos, alterações na coloração e retardo no desenvolvimento dos explantes. 

Quanto a deficiência induzida in vitro, o musgo não apresenta alterações, tendo seu 

desenvolvimento normal apresentando gametófitos apartir do 40° dia de cultivo.  

Segundo Pathirana et al. (2002), a indução de calos em certa cultivar de arroz 

(RoM1) sob estresse por Fe-EDTA in vitro à concentrações de 27,8, 55,6 e 83,4 

mgL-1 FeSO4.2H2O diminui significativamente, sendo que a altura e produção de 

sementes em plantas produzidas a partir de calos sob tais condições foram 

expressivamente reduzidos. Em dicotiledonias, Pestana et al., (2012) observaram 

que a deficiência de ferro induzida em Fragaria L. in vitro apresentou clorose férrica 

na plântula bem como alterações na morfologia externa da raiz. A clorose surge em 

folhas mais jovens, caracterizando-se pelo aparecimento de um fino reticulado no 

qual apenas as nervuras permanecem verdes, devido a baixa mobilidade do ferro na 

planta. 

Assim, P. juniperinum não se mostra tolerável ao Ferro quando se avalia a 

morfologia. Sassmann (2012) reporta que P. patens não se apresenta tão sensível a 

nível fisiológico a metais como Cd, Cu, Zn, porém quanto ao ferro em sua fisiologia, 

a planta parece ser sensível a altas concentrações, assim como o observado no 

presente estudo. 

 P. juniperinum parece não necessitar do ferro no seu desenvolvimento, pois 

na deficiência do elemento, o musgo não alterou a morfologia. Esse resultado pode 

ser corroborado por Sassmann (2012), que obteve um efeito ligeiramente positivo no 

acúmulo de biomassa em P. patens na deficiência de metais como Zn, Cu, Cd, 
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sendo que em concentrações elevadas desses metais, neste mesmo estudo houve 

um decréscimo da biomassa. 

A alteração na coloração dos protonemas de P. juniperinum sob condições de 

ferro em excesso, pode indicar alterações na maquinaria celular. Para Martinez-

Abaigar et al. (2011), a exposição a metais pesados pode causar aumento de danos 

celulares associados a outros fatores de estresse abiótico, como por exemplo 

exposição a radiação UV. Estes metais atuam em diversos mecanismos similares, 

como a produção de espécies reativas de oxigênio, dano no DNA, ou alterações 

fotosintéticas (Otero et al., 2006).  

 Estes resultados sugerem a utilização de P. juniperinum como espécie 

bioindicadora de áreas com ferro pouco disponível ou mesmo ausente, pois esta 

demonstrou ser sensível a grandes concentrações deste metal.  

 

5.2  Transferência de marcadores EST-SSR entre Physcomitrella 

patens Brid. e Polytrichum juniperinum Hedw. 

 

A partir dos 50 pares de primers EST-SSR prospectados em bancos de EST 

de Physcomitrella patens foi obtido 28 pares (56%) com amplificações positivas em 

DNA extraído de P. juniperinum. A figura 9 mostra a amplificação dos primers 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 24, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 40, 42, 43, 45, 46, 

47, de regiões EST-SSR em P. juniperinum. 

Figura 9 - Gel de agarose a 3%, utilizando o marcador 50bp. 

Fonte: autor, 2013. 
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P. juniperinum representante da Classe Polytrichopsida obteve satisfatória 

porcentagem de amplificação de regiões EST-SSR de Physcomitrella patens apesar 

da espécie ser representante da Classe Bryopsida, podendo indicar uma elevada 

taxa de conservação de sequências entre as duas espécies. Esta evidência 

necessita ser confirmada através do sequenciamento das regiões amplificadas em 

P. juniperinum. 

Este resultado se comparado a Thiel et al. (2003) que mostrou alta taxa de 

transferência de EST-SSR entre Hordeum vulgare L. e Oryza sativa L., ambas da 

família Poaceae e representantes de linhagem recente de plantas terrestres, foi 

obtido 40% de transferência. Tal resultado pode indicar que regiões SSR são 

conservadas no genoma de musgos. Nesse estudo utilizando espécies de classes 

distintas obteve-se uma porcentagem de amplicons considerável, na pesquisa 

mencionada acima, os representantes da linhagem superior de plantas e 

pertencentes a mesma família possuem uma menor taxa de transfêrencia de 

marcadores EST-SSR. 

Assim, pode-se inferir que apesar da possibilidade de transferência diminuir 

com o aumento da distância filogenética (VARSHNEY et al., 2005), o genoma de 

musgos pode possuir alta taxa de conservação de sequências repetidas entre 

classes distintas. O resultado aqui apresentado, difere de iniciativas anteriores sobre 

a transferibilidade de EST-SSR inter-espécie para inúmeras plantas das linhagens 

mais recentes em plantas terrestres, incluindo Triticum aestivum L., Hordeum 

vulgare, Festuca arundinaceae, Oryza sativa, Medicago truncatula Gaertn. e Pinus 

taeda L. onde a possibilidade de transferência diminuiu com o aumento da distância 

filogenética na qual o sucesso da taxa de transferência diferia de 96% a 40% (THIEL 

et al., 2003; SAHA et al., 2004; VARSHNEY et al., 2005).  

Os primers que obtiveram amplificação para o presente estudo foram 

transferidos com sucesso, sendo alguns deles utilizados para a avaliação de 

variabilidade em resposta aos tratamentos com ferro em P. juniperinum, porém 

estudo posterior é necessário a realização de sequenciamento de tais regiões para 

se inferir que fragmentos estão sendo amplificados e validar a transferência de EST-

SSR entre espécies representativas de linhagens basais das plantas terrestres. 
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5.3  Avaliação de alterações na variabilidade genotípica em resposta ao 

estresse por ferro 

 

Dos 28 primers EST-SSR transferidos para P. juniperinum, foram escolhidos 

os primers PHYSSR8F/8R, PHYSSR11F/11R, PHYSSR48F/48R (Figura 10) para a 

avaliação de alteração na variabilidade utilizando o DNA da espécie cultivada in vitro 

submetida aos tratamentos com diferentes doses de ferro. 

 

Figura 10 - Gel de poliacrilamida à 6,5% com amplificações dos primers SSR 
8, 11, 48. Foi utilizado o marcador 50bp. 

 

Fonte: autor, 2013. 

 

Da análise de SSR utilizando três primers foi obtido um total de 16 

amplificações, sendo encontrada apenas uma banda monomórfica no primer 

PHYSSR11F/11R  (25% do total de bandas). O controle apresentou o menor número 

de amplificações (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Relação de bandas monomórficas e polimórficas entre os primers 
SSR associados ao tratamento. 

 

Primers + tratamentos N° bandas monomórficas N° bandas polimórficas 

SSR 8F/8R + Controle 0 0 

SSR 8F/8R + tratamento I 0 2 

SSR 8F/8R + tratamento II 0 1 

SSR 8F/8R + tratamento III 0 1 

SSR 11F/11R + Controle 1 0 

SSR 11F/11R + tratamento I 1 0 

SSR 11F/11R + tratamento II 1 0 

SSR 11F/11R + tratamento III 1 0 

SSR 48F/48R + Controle 0 0 

SSR 48F/48R + tratamento I 0 1 

SSR 48F/48R + tratamento II 0 4 

SSR 48F/48R + tratamento III 0 3 
Fonte: autor, 2013. 

 

O baixo número de bandas monomórficas entre o controle e os demais 

tratamentos evidencia o potencial da técnica de microssatélite para detecção da 

alteração na variabilidade genotípica em resposta aos tratamentos. Segundo 

Tanksley et al., (1989) os marcadores moleculares tem sua utilidade baseada em 

encontrar fortes ligações entre genes de interesse. Tais ligações permitem a 

inferência da presença do gene desejado através da identificação do marcador. 

Entre os primers SSR utilizados neste estudo, para dois deles não foi 

encontrada função anotada, porém quanto a anotação em relação a função da 

região em que os primers SSR estariam amplificando, PHYSSR8F-R tem sua função 

anotada. A região que contém este microssatélite tem sua expressão em condições 

de má formação de protonema, e caulídios em P. patens. Tal função pode estar 

relacionada a danos na maquinaria causada pelo ferro, como já citado acima, o ferro 

pode causar danos no DNA, esses danos são refletidos no fenótipo e 

consequentemente no genótipo da planta. Nesse estudo, é provável que tal região 

não tem sua expressão a condições  de cultivo controle. 
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Figura 11 - Gel de agarose à 3% com amplificação dos primers 1, 2, 4, 9,10, 
11. Foi utilizado o marcador 50bp. 

 

Fonte: autor, 2013. 

 

Para a análise de ISSR foram obtidos um total de 17 amplificações (Figura 

11), na qual 11 do total foram do tratamento I (64,70%) e, o restante dos tratamentos 

II e III. O tratamento controle não apresentou amplificações nesta análise (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Relação da amplificação dos primers ISSR polimórficos em 
resposta ao tratamento. 

Primers       Controle      Tratamento I      Tratamento II    Tratamento III 

ISSR 1 0 3 2 1 
ISSR 2 0 2 3 0 
ISSR 4 0 3 0 0 
ISSR 9 0 2 0 0 

ISSR 10 0 0 0 0 
ISSR 11 0 1 0 0 

Fonte: Autor, 2013.                               

 

Através da análise dos dados pode-se observar que o tratamento controle 

obteve uma baixa ou inexistente expressão de alelos nas regiões SSR e ISSR. 

Porém o tratamento I, II, e III mantiveram um padrão de amplificação, com um ou até 

quatro alélos expressos. A ausência de amplificação dos primers do tratamento 

controle pode estar associado a condição de fonte de ferro (5 ml.L-1) a qual P. 

juniperinum foi submetido, sugerindo que estas regiões não se expressam nesta 

condição fisiológica.  



49 
 

A partir do fenograma baseado no método de agrupamento UPGMA foi 

possível observar que o tratamento controle apresentou maior diferença genética em 

comparação aos demais tratamentos (Figura 12). A taxa de polimorfismo dos 

tratamentos com distintas concentrações de ferro mostrou diferenças significativas 

em comparação com o tratamento controle. Assim pode-se afirmar que a planta 

reagiu ao tratamento, sugerindo que a ausência e as maiores concentrações deste 

metal, a variabilidade genotípica é alterada. 

 

Figura 12 - Fenograma da relação cofenetica dos tratamentos/variabilidade. 

 

Fonte: autor, 2013. 

 

Os locos SSR já foram descritos estarem associados ou envolvidos com 

genes responsáveis por processos metabólicos e celulares. Segundo a análise de 

Victoria et al., (2011a) com a comparação das sequencias do genoma de P. patens, 

as sequências que continham SSR incluíram associação com genes responsáveis 

por processos metabólicos. A expressão de genes envolvidos em processos 

metabólicos pode incluir genes responsáveis pela quelação do ferro e redução do 

Fe3+a Fe2+, ou seja, atuante tanto na estratégia I e II das plantas. 
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Os genes NAS (Nicotianamina sintase) estão envolvidos tanto na estratégia I 

e II das plantas superiores, atuando na síntese de Nicotianamina, precursora e 

essencial na síntese dos ácidos mugineicos. A NA pode se ligar a vários metais, 

dentre eles Fe2+ e Fe3+, mas não é secretada, sugerindo uma provável participação 

no transporte intra e intercelular de metais em espécies tanto da estratégia I como 

da II. Fitosideróforos são liberados na rizosfera das raízes de plantas sob deficiência 

de ferro, com o objetivo de aumentar a absorção de ferro. Também em outro estudo 

(PICH et al., 2001) com plantas de tomate e ervilha  foi relatado que a concentração 

de NA aumenta em resposta ao incremento na absorção do nutriente, indicando que 

este composto pode desempenhar uma importante função na tolerância ao excesso 

de ferro. 

No presente estudo existe a probabilidade de genes NAS estar sendo 

expressos nas condições de deficiência de ferro e toxidez por ferro. Tal evidência 

pode estar de acordo com o estudo realizado por Victoria et al., (2012) no qual em 

uma análise in sílico foram encontrados homólogos de NAS no genoma de P. 

patens. Porém, para a confirmação de tal hipótese é necessário fazer uso das 

ferramentas da engenharia genética. O sequenciamento das regiões adjacentes às 

microssatélites irá propiciar a manipulação das sequências e, a partir do nocaute ou 

inativação do gene associado ao SSR, será possível inferir sobre a ativação e 

inativação de tal gene no genoma de P. juniperinum, seu real efeito sobre a fisiologia 

na expressão de um caráter específico, e se existem outros genes ou proteínas 

envolvidas no transporte de ferro em musgos, por exemplo, genes FRO, proteínas 

ferritina e genes ZIP/IRT. Também será necessário avaliar a expressão dos outros 

25 primers restantes da transferência de marcadores, no DNA da planta submetida 

aos tratamentos e, a partir daí fazer uma análise no banco de dados sobre as 

possíveis funções das regiões amplificadas. Tanto o excesso quanto a deficiência de 

ferro são prejudiciais ao crescimento vegetal, a caracterização da expressão destes 

genes em P. juniperinum contribuirá na elucidação dos mecanismos moleculares 

envolvidos na homeostasia de ferro nas plantas basais. 

Do ponto de vista da biologia molecular, muitos aspectos ainda não foram 

elucidados, principalmente com plantas da linhagem basal, tais como o número e o 

efeito de genes envolvidos na expressão de um caráter específico, localização, e 

função fisiológica de cada.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

De acordo com a análise morfológica de Polytrichum juniperinum submetido a 

diferentes concentrações de Fe-EDTA in vitro, a espécie se mostrou sensível a 

concentrações acima de 10 ml.L-1 de Fe-EDTA, observando ausência do número de 

gametófitos e escurecimento do explante. Quanto a situação de deficiência de ferro, 

a planta não apresentou alterações, tendo seu desenvolvimento normal, indicando 

que a deficiência de ferro na fisiologia de P. juniperinum não é elemento limitante 

para a emergência de gametófitos in vitro.  Assim, pode-se inferir que P. juniperinum 

pode ser utilizado como planta bioindicadora de áreas pobres em ferro. 

Para a análise de alteração na variabilidade genética, foi observado que a 

espécie teve sua variabilidade genotípica alterada pela toxidez e deficiência por 

ferro. Para tal análise foi necessário a transferência de marcadores EST-SSR entre 

Physcomitrella patens Hedw. e P. juniperinum, sendo transferido com sucesso 56% 

do total de primers. Tal resultado pode indicar que apesar da possibilidade de 

transferência diminuir com o aumento da distância filogenética o genoma de musgos 

pode possuir alta taxa de conservação de sequencias repetidas entre classes 

distintas. Além disso, também observou-se que a utilização de marcadores SSR e 

ISSR tornam-se uma técnica eficiente para avaliar a alteração de variabilidade 

genotípica. A partir da análise do fenograma, foi observado que o tratamento 

controle diferiu dos demais indicando que a variabilidade genética foi alterada sob 

condições de estresse em P. juniperinum.  

Neste trabalho não se obteve amplificações do tratamento controle, o que 

pode indicar, que genes responsivos ao estresse por metais como os da família 

gênica NAS, podem estar atuando tanto na estratégia I e II de absorção de metais. 

Contudo, percebe-se a carência de estudos utilizando plantas basais do ponto de 

vista molecular, assim este trabalho necessita de continuidade, e a partir das 

ferramentas da engenharia genética, buscar analisar o efeito na expressão de um 

caráter específico sobre a fisiologia de P. juniperinum sob deficiência e toxidez por 

ferro, e se existem outros genes ou proteínas envolvidas no transporte de ferro em 

musgos. 
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