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Resumo

A Antartica ¢ um continente no qual a pegada humana tem aumentado com a presenga de
partes vegetais. Embora o estabelecimento de plantas na Antartica ¢ limitado por fatores
abioticos, como a temperatura baixa, o aquecimento acelerado observado nas ultimas
décadas representa uma ameaga ao ecossistema antartico ao reduzir a barreira térmica
natural, podendo favorecer invasdes biologicas. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial fitotoxico de metabolitos secundarios de tapetes de musgos com predominancia
de Sanionia uncinata e iniciar a identificacdo de seus compostos bioativos. Extratos
aquosos, de acetona e acetato de etila de amostras de campo (Amostras Antigas - AA e
Amostras Novas - AN) e de cultura de S. uncinata foram testados em bioensaios de
coledptilos de trigo e em bioensaios de fitotoxicidade com sementes de alface, tomate,
agrido e cebola. Andlises por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), testes
fitoquimicos preliminares e fracionamento cromatografico foram realizadas para
caracterizar os metabolitos e localizar os compostos bioativos. Os extratos organicos AA
demonstraram bioatividade inibitéria em coledptilos e em todas as plantas-alvo testadas,
com inibi¢cdes que alcancaram até 88% em plantulas, sem uma relacdo dose-resposta
linear, sugerindo saturacdo de dose. A bioatividade desses extratos foi influenciada pelas
condi¢des de armazenamento das amostras. Na cultura de S. uncinata, apenas o extrato
aquoso apresentou atividade significativa. Testes fitoquimicos revelaram a presenga de
terpenos em todas as amostras, enquanto fenois e alcaloides ndo foram detectados. O
fracionamento do extrato de acetona AA concentrou a bioatividade em fragdes especificas
(F1, F2, F3 e F6), com a fracdo F3 exibindo a maior inibi¢do (51%) em coledptilos. A
identificacdo dos compostos bioativos por Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massas (LC-MS) e a elucidagdo estrutural dos compostos indicaram a
presenca de bases de cadeia longa (LCBs) do tipo esfingolipidio (SL) enquanto os
terpenos ainda estdo em analise. Os resultados confirmam o potencial fitotoxico dos
tapetes de musgos antarticos e a riqueza de seus metabolitos secundarios, sugerindo um
papel crucial na defesa quimica contra a invasdo bioldgica na Antartica. Este trabalho
oferece uma base para futuras investigagdes sobre a ecologia quimica polar ¢ a

conservagao da biodiversidade antartica.

Palavras-chave: Alelopatia; Sanionia uncinata; Musgos; Antértica; Espécies Invasoras;

Metabolitos Secundarios.
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Abstract

Antarctica is a continent where the human footprint has increased, including the
introduction of plant propagules. Although plant establishment in Antarctica is limited by
abiotic factors such as low temperatures, the accelerated warming observed in recent
decades represents a threat to the Antarctic ecosystem by reducing this natural thermal
barrier, potentially facilitating biological invasions. The aim of this study was to evaluate
the phytotoxic potential of secondary metabolites from moss carpets dominated by
Sanionia uncinata and to initiate the identification of their bioactive compounds. Aqueous,
acetone, and ethyl acetate extracts from field samples (Old Samples — AA and New
Samples — AN) and from S. uncinata cultures were tested in wheat coleoptile bioassays
and phytotoxicity bioassays using lettuce, tomato, watercress, and onion seeds. Thin-
Layer Chromatography (TLC), preliminary phytochemical tests, and chromatographic
fractionation were performed to characterize the metabolites and locate the bioactive
compounds. The AA organic extracts exhibited inhibitory bioactivity in coleoptiles and
in all tested target plants, with inhibition levels reaching up to 88% in seedlings, without
a clear dose—response relationship, suggesting dose saturation. The bioactivity of these
extracts was influenced by the storage conditions of the samples. In the S. uncinata culture,
only the aqueous extract showed significant activity. Phytochemical tests revealed the
presence of terpenes in all samples, while phenols and alkaloids were not detected.
Fractionation of the AA acetone extract concentrated bioactivity into specific fractions
(F1, F2, F3, and F6), with fraction F3 exhibiting the strongest inhibition (51%) in
coleoptiles. The identification of bioactive compounds by Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry (LC-MS) and structural elucidation indicated the presence of long-chain
bases (LCBs) of the sphingolipid (SL) type, while terpene characterization is still
underway. The results confirm the phytotoxic potential of Antarctic moss carpets and the
richness of their secondary metabolites, suggesting a crucial role in chemical defense
against biological invasion in Antarctica. This work provides a foundation for future

investigations into polar chemical ecology and the conservation of Antarctic biodiversity.

Keywords: Allelopathy; Sanionia uncinata; Mosses; Antarctica; Invasive Species;

Secondary Metabolites.
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1. INTRODUCAO

A Antartica ¢ considerada o continente mais frio da Terra com temperatura média
do ar na superficie que pode chegar a -23°C, sendo variavel de acordo com a localizagdo
e época do ano (Perera-Castro et al., 2020). Cerca de 98% do continente ¢ coberta por
gelo, enquanto as regides livres de gelo, chamadas de Vales Secos, possuem clima
desértico com temperaturas médias anuais ainda mais extremas entre -17 a -25°C
(Cassaro et al., 2021). Por outro lado, algumas regides costeiras da Antartida Oriental e
da Peninsula Antartica apresentaram uma varia¢do de temperatura média anual entre -
2,1°C e -11,3°C ao longo dos anos, como registrado no periodo de 1981 a 2010 (Turner
et al., 2020). Além disso, o continente também tem como caracteristicas a alta radiagao

ultravioleta, o congelamento e a secura (Liu et al., 2022).

Apesar dessas caracteristicas adversas, durante a temporada 2019-20, 74.401
turistas visitaram o continente (Horozhankina et al., 2023). A alta temporada de turismo
na Antartica ocorre entre os meses de novembro a margo que pode corresponder a época
reprodutiva de diversos animais (Tejedo et al., 2022; Horozhankina et al., 2023).
Ademais, regides com vida selvagem recebem aproximadamente 20.000 visitantes
(Hughes et al., 2020), aumentando a probabilidade de impactos negativos sobre a fauna

e a flora antarticas.

A pegada humana, que ¢ a extensdo espacial das atividades humanas e seus
impactos associados, tem aumentado na Antartica, e isso ¢ amplamente atribuido a fatores
como o aumento das espécies ndo nativas, as mudancas climaticas, incluindo o
aquecimento global, contaminantes, a intensifica¢ao do turismo e a construcao e operacao
de estacdes de pesquisa (Brooks et al., 2019). Tudo isso contribui para que materiais
vegetais ou partes vegetais — partes da planta que podem germinar e se desenvolver — de

individuos que nao sao nativos do local em que estao inseridos aumentem.

Essas partes vegetais podem chegar a Antartica por navio, por avido e, até mesmo,
através da importacao de alimentos frescos. As espécies invasivas foram encontradas em
locais proximos de estacdes de pesquisa e de turismo (Hughes ez al., 2020). Ja os materiais
vegetais chegam ao continente antartico pelas roupas, equipamentos pessoais de turistas,
de pesquisadores e da tripulagdo de navios e avides (Huiskes ef al., 2014). Durante a
temporada de 2007-2008, sementes foram encontradas em 20% das amostras de turistas

e 45% das amostras de pesquisadores, totalizando 74.148 sementes transportadas para o
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continente antartico. Além disso, fragmentos de bridfitas e liquens representaram 11%
das amostras em turistas e 20% das amostras de pesquisadores, estimando-se um total de

17.468 fragmentos (Huiskes ef al., 2014).

Varios fatores influenciam a ndo germinagao e/ou o nao estabelecimento de
partes vegetais que chegam a Antértica. Um desses € a temperatura que afeta o
desenvolvimento da planta. Embora o estresse abidtico causado pelo frio possa ser
classificado em estresse por resfriamento (0° a 15°C) ou estresse por congelamento (<
0°C) e ocasione o extravasamento celular de diferentes lipideos, ions e proteinas, além
de causar necrose e iniba o crescimento (Bhat et al., 2022), o aquecimento gradual pode
favorecer plantas vasculares invasoras de crescimento mais rapido, que competem com

as espécies nativas.

Desde a década de 1950, as regides da Peninsula Antartica e do Arco de Scotia
registraram as maiores taxas de aquecimento do Hemisfério Sul (Turner et al., 2014,
2016; Convey, 2019). Apesar de apresentar flutuagdes, como um intervalo de
resfriamento (Turner ef al., 2016) seguinte pela retomada do aquecimento no verao
(Cannone et al., 2022), esse evento acarretou em impactos significativos como o

greening.

O esverdeamento (ou greening) ¢ um fendmeno no qual ocorre a expansdo das
areas vegetadas, sendo uma resposta da comunidade vegetal ao aquecimento climatico,
ocasionando em uma maior cobertura e abundancia de plantas em areas que estdo livres
de gelo (Simberloff, 2009; Amaral et al., 2025). Assim, na Admiralty Bay, Ilha Rei
George, uma regido com predominancia de briofitas como a Sanionia uncinata, houve
um aumento de 6,581 vezes na area verde entre os anos de 1989 a 2022. Também foi
evidenciado o aumento excessivo, de 4 a 5 vezes, nas taxas de crescimento de turfeiras
de musgos ao longo de 50 anos (Amesbury et al., 2017) e a proliferacdo e expansao das
duas plantas vasculares nativas da Antartica, Deschampsia antarctica e Colobanthus
quitensis (Parnikoza et al., 2009; Hill et al., 2011; Cannone et al., 2022). Esse fendmeno
parece estar relacionado a capacidade das comunidades vegetais preexistentes de
colonizar com sucesso areas expostas e leitos rochosos em resposta ao aquecimento
(Amaral et al., 2025). Em regides alpinas da Noruega, também foi observado que o
aquecimento ambiental gradual resultou em um aumento na abundancia, riqueza e

equitabilidade de briodfitas ao longo de 18 anos. Contudo, o aquecimento experimental
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abrupto pode suprimir essa expansao, pois possivelmente favorece plantas vasculares que

apresentam crescimento mais rapido (van Zuijlen et al., 2022).

Outro fator limitante ¢ a disponibilidade de agua liquida. A 4gua ¢ essencial para
a fisiologia das plantas por apresentar um papel importante em todos os processos
fisiolégicos além de limitar a produtividade de diversos ecossistemas (Lambers &
Oliveira, 2019). Assim, a 4gua liquida disponivel para os organismos depende de diversas
varidveis como a precipitacdo anual e as perdas por evaporagdo, sublimagdo e
congelamento. Desse modo, na Antartica, a precipitagao acontece como chuva em regides
mais quentes e como neve no resto do continente (Convey et al., 2014). Além disso, a
presenga de crostas bioldgicas do solo (BSCs), formadas por liquens, fungos,
cianobactérias, algas e musgos e encontradas em ecossistemas com baixa produtividade
como a Antartica, esta relacionada a um aumento na retengao de agua no solo, deixando,

assim, a agua mais disponivel para os organismos (Barrera et al., 2022).

Além do mais, outro elemento importante ¢ a ocorréncia ou ndo da fotoinibigao,
principalmente para a realizacdo da fotossintese. Em baixas temperaturas, os processos
fotossintéticos sdo os primeiros a serem inibidos na maioria das plantas. O fotossistema
II (PSII) ¢ danificado quando o resfriamento acontece junto da exposi¢do a altas
intensidades luminosas, ocasionando a fotoinibi¢cao. Ademais, a fotoinibi¢ao ainda ocorre
mesmo se a planta ndo for submetida a grandes intensidades de luz e estiver em um local

com baixa temperatura (Dubey, 2016).

Os tapetes de musgos sdo comuns na Antartica, sendo a Sanionia uncinata a
espécie predominante em muitos deles. Esses tapetes abrigam uma grande diversidade de
organismos microbianos, como algas e fungos, além de microinvertebrados, como
nematoides e tardigrados, e microartrépodes, como acaros e colémbolos (Camara ef al.,
2021). Os tapetes também sdo importantes para o crescimento de Deschampsia antarctica
—uma planta vascular nativa do continente antartico — visto que, em locais sem a presenga
de musgos, a D. antarctica ndo cresceu tdo significativamente quando comparada a
regides com os musgos (Casanova-Katny & Cavieres, 2012). Ademais, os musgos
antarticos mantém a temperatura da superficie do seu dossel acima da temperatura do ar
ambiente, podendo ultrapassar de 15°C ao meio-dia, dependendo do conteudo de dgua do

turfe, contornando, assim, a adversidade causada pelo frio (Perera-Castro et al., 2020).
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Diante desses fatores, outra possibilidade que pode atuar na germinacdo de
materiais vegetais que chegam na Antartica ¢ a presenca de substancias quimicas
liberadas no meio ambiente. As bridfitas produzem diferentes compostos naturais com
potencial biotecnologico, tais como terpenoides, flavonoides, (bis)bibenzilos e lipidios,
que exibem bioatividades antimicrobianas, antifungicas, anticancerigenas,
antibacterianas e antivirais (Horn et al., 2021). Apesar desses produtos serem
reconhecidos por suas propriedades benéficas em outros contextos, com estudos
demonstrando a inibicdo da germinabilidade de esporos entre bridfitas antarticas (Bu et
al., 2017), ainda ha uma lacuna na literatura sobre a acdo direta dessas substancias na

inibicdo da germinacao ou estabelecimento de plantas vasculares exoticas na Antartida.

Esse tipo de interacdo, na qual um organismo doador libera substancias quimicas
no ambiente que influenciam, positiva ou negativamente, o crescimento,
desenvolvimento e reproducdo de outros organismos, chamados receptores, ¢ conhecido

como alelopatia.

Embora bioensaios em laboratorios possam indicar possiveis potenciais
alelopaticos, eles ndo conseguem provar conclusivamente que a alelopatia ocorre de fato
em ambientes naturais, sendo necessario estudos de campos para validar as descobertas
de experimentos laboratoriais (Inderjit & Weston, 2000). Portanto, sera utilizado o termo
“fitoquimicos” para se referir aos compostos extraidos de tecido vegetal por
procedimento quimico ou fisico-quimico, como o uso de solventes organicos, ou por
técnicas que visam potencializar a solubilidade de compostos quimicos, maximizando a

liberacao de substancias bioativas da planta (Reigosa et al., 2013).

O termo briofita sensu lato inclui plantas de trés grupos diferentes: musgos da
Divisdao Bryophyta, hepaticas da Divisdo Marchantiophyta e antdceros da Divisao
Anthocerotophyta. Sdo plantas terrestres avasculares com o gamet6fito como geragio
dominante. Além disso, representam o segundo maior grupo de plantas do mundo com
mais 24.000 espécies, perdendo apenas para as angiospermas (Commisso et al., 2021).
De modo geral, as bridfitas possuem morfologia bastante simplificada e tamanho

diminuto, contudo apresentam alta complexidade quimica (Whitehead et al., 2018).

Considerando o aumento da introdugdo de propagulos exoticos na Antartica e a
necessidade de compreender os mecanismos de resisténcia de espécies nativas, este

estudo investiga o potencial fitotoxico de Sanionia uncinata, um musgo dominante em
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tapetes vegetais antarticos. A identificacdo e caracterizagdo de compostos bioativos

associados a sua acao alelopatica contribuem para ampliar o entendimento da ecologia

quimica polar e oferecer subsidios para estratégias de conservagdo frente ao avango das

mudancas climaticas e da pressdo antropica.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial alelopatico de metabolitos secundarios de tapete de musgo

tendo Sanionia uncinata como espécie dominante provenientes da antértica e identificar

0s compostos bioativos responsaveis por essa atividade.

2.2 Objetivos Especificos

1.

Avaliar a atividade fitotoxica de extratos brutos de Sanionia uncinata, extraido

com diferentes solventes, em bioensaios de coleoptilos de trigo.

Determinar a presenga dos principais grupos fitoquimicos por meio de testes

preliminares nos extratos organicos de Sanionia uncinata.

Comparar o perfil fitoquimico entre os extratos obtidos de tapetes de musgos

coletados em momentos distintos (amostras “nova” e “antiga”).

Investigar os efeitos dos extratos organicos do tapete de musgos no crescimento

de plantas-alvo sensiveis em bioensaios de fitotoxicidade em sementes.

Fracionar o extrato de acetona de Sanionia uncinata por cromatografia em coluna

aberta para purificacdo de compostos.

Caracterizar o perfil de compostos presentes nos extratos brutos e nas fragdes
purificadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS).

Identificar os compostos quimicos bioativos presentes nas fragdes ativas de
Sanionia uncinata utilizando dados de espectrometria de massas e ferramentas

bioinformaticas.
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3. HIPOTESES

1. Tapetes de musgos antarticos contém metabdlitos secundarios com propriedades

fitotoxicas.

2. Esses compostos interferem no crescimento e desenvolvimento de plantas

potenciais invasoras, podendo inibir a germinacdo e elongacao radicular.

3. Apresenca dessas substancias contribui para limitar o estabelecimento de espécies

vegetais que chegam a Antartica por a¢ao antrdpica.

4. A idade do material vegetal (amostras antigas e amostras novas) influencia o perfil

fitoquimico dos extratos.

4. REVISAODE LITERATURA

4.1 Classificacio e caracteristicas gerais das briofitas sensu latu

As briofitas, parentes vivos mais proximos dos ancestrais das primeiras plantas do
ambiente terrestre, colonizaram a terra a cerca de 470 a 515 milhdes de anos (Morris et
al., 2018). Atualmente, sdo divididas em trés grupos distintos: musgos da Divisao
Bryophyta, hepaticas da Divisdo Marchantiophyta e antdceros da Divisdao
Anthocerotophyta. Elas também englobam mais de 24.000 espécies descritas, tornando-

as o segundo grupo de plantas mais diversificado (Commisso et al., 2021).

Os gametofitos dos antdceros e das hepaticas sdo organizados em talos enquanto
0s musgos apresentam estruturas ramificadas semelhantes a caules e folhas — chamados,
respectivamente, de caulideos e folideos. Apesar da auséncia de raizes verdadeiras, as
briofitas sdo capazes de se fixar ao substrato com estruturas conhecidas como rizoides,
que possuem fungdes andlogas as raizes (Budke et al., 2018). Assim como as demais
plantas terrestres, seu ciclo de vida apresenta alternancia de geragdes entre gametofito
haploide e esporofito diploide, porém o gametofito € a geragdo dominante (Horst & Reski,

2016).
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4.1.1 Divisdo Bryophyta

Ha cerca de 12.000 espécies de musgos globalmente (Commisso et al., 2021). Os
musgos se diferem das demais briofitas por terem o protonema — a fase inicial do ciclo de
vida —ramificado. Além disso, os musgos foram tapetes que auxiliam na retengao de agua,

que ¢ essencial para a sua reproducdo (Budke et al., 2018; Barrera et al., 2022).

A presenga de musgos do solo contribui para os servigos ecossistémicos porque,
provavelmente, isso esta relacionado a sua capacidade de influenciar microclimas de
superficie como ao aumentar a temperatura na copa do tapete de musgos em ambientes
de frio extremo (Perera-Castro et al., 2020). Ademais, outros papéis essenciais nos
servigos ecossistémicos desempenhados pelos musgos sdo o aumento do sequestro de
carbono, decomposicdo de matérias organica, ciclagem de nutrientes e controle de

fitopatogenos (Eldridge et al., 2023).

Apesar disso, os musgos apresentaram pouco relevancia na biodiversidade do solo
ao serem comparados com os reservatorios de carbono e nutrientes e também suportam
menor biodiversidade de invertebrados em comparagdo a solos nus circundantes. Essas
caracteristicas se devem porque eles produzem metabodlitos secundarios como
flavonoides, carotenoides e outros fenois que apresentam bioatividade antimicrobiana,

antifungica e citotoxica (Eldridge et al., 2023).

4.1.2 Divisdo Marchantiophyta

Estima-se que existam entre 5.000 a 7.500 espécies de hepdaticas pelo mundo
(Soderstrom et al., 2016). Morfologicamente, os gamet6fitos das hepaticas sao diversos,
com espécies talosas, subdivididas em simples e complexas, e folhosas, com
caracteristicas que lembram as dos musgos (Budke et al., 2018). Na Antartica, ha cerca

de 27 hepaticas (Carvalho-Silva et al., 2021).

4.1.3 Divisdao Anthocerotophyta

No mundo, hé aproximadamente 215 espécies de antoceros (Soderstrom et al.,
2016), sendo o menor grupo e menos diverso dentro as bridfitas sensu latu. Eles ndo
apresentam muita variagao morfoldgica, tendo talos achatados (Budke ez al., 2018). Além

disso, sdo geograficamente distribuidos principalmente em regides tropicais (Villarreal et
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al.,2010). O nome da divisao ¢ derivado das palavras gregas: anthos (flor), ceras (chiftre)
e phyta (planta) devido ao formato parecido com um chifre no esporéfito — fase diploide

do ciclo de vida — do antocero (Frangedakis et al., 2021).

4.2 Metabolitos secundarios em briofitas

As bridfitas produzem uma ampla variedade de metabodlitos secundérios que
desempenham papéis cruciais em sua adaptacdo a ambientes extremos, defesa contra
herbivoria e interagdes ecologicas (Whitehead et al., 2018; Asakawa & Ludwiczuk, 2018;
Dziwak et al., 2022; Motti et al., 2023). Esses compostos s3o classificados em trés grupos
principais: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados, cada um com

caracteristicas e fung¢des distintas (Horn ef al., 2021).

4.2.1 Tipos de compostos

4.2.1.1 Terpenos

Os terpenos constituem o maior grupo de metabolitos secundarios em briofitas,
com mais de 1.600 compostos identificados em hepaticas (Asakawa & Ludwiczuk, 2018).
Essa diversidade ¢ atribuida a presenca de corpos oleosos, estruturas exclusivas das

hepéticas que atuam como locais de armazenamento desses compostos (Horn et al., 2021).

Dentre as briofitas, as hepaticas sdo as maiores produtoras de terpenos que
possuem uma ampla atividade bioldgica, tais como atividades antimicrobianas,
antifiingicas e alelopaticas (Han ef al., 2021). Os sesquiterpenos sao o grupo de terpenos
mais diverso em hepaticas, com aproximadamente 900 sesquiterpenos identificados como
eudesmano e aromadendrano (Ludwiczuk & Asakawa, 2019). Além disso, elas produzem
sesquiterpenos especificos da espécie como o dumortano, encontrado pela primeira vez

na espécie argentina Dumortiera hirsuta (Bardon et al., 1999).

Em musgos, os terpenos mais comuns incluem B-citrocitral, a- ¢ B-pineno e
limoneno. Os sesquiterpenos representam o maior grupo, com aproximadamente 100
compostos identificados (Asakawa et al., 2013). Por outro lado, os diterpenos, embora
menos abundantes em musgos, sdo significativos em hepdticas, com cerca de 500

compostos descritos (Commisso et al., 2021).
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4.2.1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo o segundo maior grupo de metabolitos secundérios
produzidos em bridfitas. Apresentam como caracteristica principal a presenca de um
grupo hidroxila (-OH) diretamente ligado a um anel aromatico (Li et al., 2010). Os
compostos fenolicos sdo produtos universais para as plantas e sdo usados como
componentes estruturais da parede celular e formag¢do de polimeros de cuticula

(Kulshrestha et al., 2022).

Os flavonoides — um grupo de compostos fenodlicos — sdo encontrados em musgos,
hepaticas e plantas vasculares, entretanto nao foram identificados em antoceros. Em
briofitas, as suas principais classes sdo flavonas, flavonois, isoflavonas, auronas,
antocianinas e auronidinas, que sdo exclusivas de hepaticas (Horn et al., 2021).
Monoflavonoides sdo comuns em hepaticas enquanto biflavonoides sdo mais encontrados

em musgos (Asakawa et al., 2013).

4.2.1.3 Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados sdo dificilmente encontrados em briofitas. Quando
presentes, desempenham papéis importantes na defesa quimica da planta. Em hepaticas,
foram identificados o alcaloide plagiocianina B de Plagiochila duthiana (Commisso et
al., 2021) e dois derivados de indol prenilados de espécies de Riccardia (Asakawa &
Ludwiczuk, 2018). Enquanto em musgos, foi relatado o alcaloide harmol em Fontinalis
squamosa que possui atividade antifingica (Salm et al., 1998). Em antoceros, foram
encontrados compostos nitrogenados entre eles o alcaloide antocerodiazonina, que possui

atividade antifungica (Trennheuser et al., 1994).

4.2.2 Funcdo ecoldgica dos metabolitos secundarios

Os metabolitos secundarios desempenham papéis cruciais na ecologia das
bridfitas, atuando como mecanismos de defesa, protecdo contra estresse abidtico e

mediadores de interagdes ecologicas.

Terpenos e alcaloides produzidos por bridfitas podem exibir propriedades toxicas

e repelentes, que auxiliam na inibicdo da herbivoria. No extrato feito com mistura de
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metanol e 4gua (80:20) do musgo Dicranum scoparium, foram identificados sete novos
oxilipinas acéticas derivadas de dicranina, incluindo dicranenona A, monoacilglicerol 2 e
oxilipinas aciclicas. Esses compostos atuam como mecanismos de defesa contra a

herbivoria, principalmente de lesmas Arion lusitanicus (Rempt & Pohnert, 2010).

Por outro lado, os flavonoides tém diversas fungdes para as bridfitas. A radiagdo
ultravioleta-B (UV-B) induz a sintese de flavonoides, expressdo de genes que estdo
associados a detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e reparo de DNA,
conferindo protecdo ao musgo antartico Pohlia nutans que, apds 96 horas sob UV-B,
apresentou um conteudo total de flavonoides 1,65 vez maior em relagdo ao controle. A
presenga desses compostos evidencia que musgos antdrticos possuem estratégias
semelhantes a plantas vasculares (Li ef al., 2019). Além disso, no musgo Physcomitrella
patens, usado como planta modelo, auxiliam no crescimento de hidroides e leptoides de
musgos que possuem funcdes parecidas semelhantes as traqueides e células crivadas em

plantas vasculares (Horn ef al., 2021).

Ademais, os produtos naturais também influenciam nas interagdes ecoldgicas. O
musgo Hypnum plumaeforme é conhecido por formar coldnias exclusivas, inibindo outras
plantas. As partes aéreas de H. plumaeforme extraidas com acetona e depois particionada
com acetato de etila (EtOAc) mostrou a presenga de momilactonas A e B, que foram
identificadas por espectrometria de massa, até entdo somente encontradas em arroz
(Oryza sativa). Os extratos de acetato e momilactona B foram testados em quatro espécies,
sendo Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum (angiospermas), Jungermannia subulata
(hepatica), Physcomitrella patens e H. plumaeforme (musgos), e sua atividade inibitdria
foi avaliada em microplacas. A tinica espécie que nao apresentou inibigdo do crescimento
quando expostas a esses extratos foi a H. plumaeforme, indicando mecanismos de

autoprotecao (Nozaki et al., 2007).

4.2.3 Musgos antarticos e producdo de metabdlitos secundarios

Os musgos antarticos também produzem compostos aleloquimicos. Em espécies
como Bryum pseudotriquetrum, ja foram isolados e identificados os principais compostos
flavonoides presentes nesse musgo. No seu extrato metalonico, foram identificados
quinze flavonoides, sendo quatro novos produtos naturais descobertos: kaempferol 3-O-

galactoside-4'-O-glucosideo, scutellarein 7-O-glucosideo-6"-malonil éster, apigenin 7-O-
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neohesperidosideo-6"-malonil éster e luteolin 7-O-neohesperidosideo-6"-malonil éster.
Outros compostos identificados incluiram flavona-C-glicosideos (estelarina 2, lucenina 2,
vicenina 2) e outros flavona-O-glicosideos. Entretanto, variagdes da composi¢ao de
produtos naturais de B. pseudotriquetrum foram observadas em outros habitats, indicando
que fatores ambientais podem influenciar a composi¢do de flavonoides dependendo da

localizagdo geografica (Stein & Zinsmister, 1990).

Os mecanismos quimicos que permitem a sobrevivéncia do musgo Ceratodon
purpureus tanto na Antartica quanto em desertos australianos também foram investigados.
Por meio da extracdo intracelular com metanol e hidrélise alcalina para compostos ligados
a parede celular, foram isolados nove compostos: cinco biflavonoides e quatro fendis.
Dois dos biflavonoides estavam ligados as paredes celulares do musgo antartico, sendo o
primeiro isolamento do tipo em paredes celulares de musgo, bem como de uma briofita
antartica. No entanto, nas amostras australianas, esses compostos foram detectados
apenas intracelulares. Os compostos fendlicos encontrados atuam como protetores contra
a radiacdo ultravioleta, além de apresentarem atividade antioxidante (Waterman et al.,

2017).

O potencial alelopatico e a atividade citostatica do musgo antartico Sanionia
georgicouncinata, amplamente distribuido nas Ilhas Argentinas (Arquipélago Wilhelm),
foram investigados no contexto do aumento de temperaturas e risco de introdugdo de
plantas invasoras na Antartica. Os extratos aquosos nas concentragdes de 1:10, 1:50 e
1:100 (massa de planta:volume de 4gua) foram usados em bioensaios com sementes de
Cucumis sativus (pepino), Raphanus sativus (rabanete), Triticum vulgare (trigo) e
Amaranthus paniculatus. Observou-se que apenas a raiz do rabanete apresentou inibi¢ao
significativa com extrato 1:50. Em contraste, os extratos 1:50 e 1:100 estimularam o
crescimento das raizes de amarantos. Além disso, os extratos 1:10 e 1:50 reduziram
significativamente o numero de raizes laterais em pepino. Desse modo, os efeitos
alelopaticos observados de S. georgicouncinata foram baixos, mas apresenta atividade

citostatica significativa dos extratos analisados (Dziuba et al., 2021).

A espécie Sanionia uncinata Hedw. (Amblystegiaceae) ¢ um musgo que forma
densos tapetes e ¢ extremamente abundante na Antartica, sendo encontrado em diversos
hébitats (Samecka-Cymerman et al., 2011). O extrato de S. uncinata apresenta varios
compostos fenolicos como flavonoides, podendo ser uma fonte promissora de

antioxidantes naturais para reduzir os efeitos prejudiciais causados pelas espécies reativas
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induzidas por UV. Os flavonoides tém aplicagdes terapéuticas e cosméticas ja que sao
estruturalmente semelhantes aos filtros quimicos (Bhattarai et al., 2008; da Silva

Fernandes et al., 2019).

No entanto, grande parte do potencial alelopatico dos metabolitos secundarios de
bridfitas antarticas permanece pouco explorado j4 que a maioria desses compostos tem
sido investigada principalmente por suas atividades para fins antropicos como
terapéuticos e cosméticos. Além disso, ha uma escassez de dados sobre os aleloquimicos

presentes nos musgos da Antartica.

4.3 Alelopatia

4.3.1 Definicdo e histéria de alelopatia

O termo alelopatia, do grego allelo (mutuo) e pathos (sofrimento), foi usado pela
primeira vez pelo botanico Hans Molisch em 1937 (Hierro & Callaway, 2021). Entretanto,
a observacao dos efeitos alelopaticos remonta ao filésofo grego Teofrasto em 300 a.C. no
qual percebeu que as plantas de grao de bico prejudicavam o solo e outras ervas daninhas
ao redor. J4 em 1 d.C., o estudioso romano Plinio notou que a nogueira inibia o

crescimento de plantas proximas (Khamare et al., 2022).

Ao longo da historia, o conceito sofreu diversas alteragdes. Segundo Molisch,
alelopatia ¢ uma interacdo quimica entre as plantas que podem ter efeitos positivos,
negativos ou neutros (Hierro & Callaway, 2021). Assim, alelopatia pode ser definida
como uma interagdo quimica na qual uma planta doadora interfere direta ou indiretamente
de forma positiva ou negativa no desenvolvimento de outra planta, chamada de planta
receptora, por meio de substancias quimicas produzidas pela planta doadora que sdo
langadas para o meio ambiente (Rice, 2012). Também estdo contemplados nessa definicao
as algas, os fungos, os microrganismos e os animais (Cheng & Cheng, 2015). Ou seja, a

alelopatia ndo € uma interacdo exclusiva das plantas.

Os aleloquimicos sdao substancias ndo necessarias para a nutricao e produzidas
como metabdlitos secundarios de plantas (Cheng & Cheng, 2015). Possuem diferentes
estruturas, sendo classificados como: (1) acidos organicos soluveis em agua, alcoois de

cadeia linear, aldeidos alifaticos e cetonas; (2) lactonas insaturadas simples; (3) acidos
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graxos de cadeia longa e poliacetilenos; (4) quininas; (5) fenolicos; (6) dcido cindmico e

seus derivados; (7) cumarinas; (8) flavonoides; (9) taninos; (10) esteroides e terpenoides.

Normalmente, os aleloquimicos sao encontrados em folhas, raizes, cascas, frutos,
flores e exsudatos radiculares das plantas. Além disso, podem ser liberados para o meio
ambiente por volatilizagdo, lixiviagdo, exsudagao radicular e decomposi¢ao de residuos

vegetais (Weir ef al., 2004).

Ademais, os aleloquimicos tém uma variedade de modos de acdo, eficacia e
absorcao (Weir ef al., 2004). A sorgoleona, por exemplo, ¢ um produto natural exsudado
pelas raizes do sorgo (Sorghum bicolor) capaz de inibir o transporte de elétrons do
fotossistema II (PSII) em tilacoides de espinafre com eficacia parecida ao diuron, um
herbicida sist€émico. As concentragdes Iso foram de 0,10 mM para a sorgoleona e 0,12
mM para o diuron, indicando uma poténcia similar (Nimbal et al., 1996). Apesar de varios
aleloquimicos terem sido identificados ao longo dos anos, muitos ainda ndo t€ém o seu

mecanismo de acao claro.

4.3.2 Alelopatia em briofitas

A alelopatia, mediada por metabolitos secundarios, ndo ¢ uma interagcdo quimica
exclusiva de plantas vasculares, estando também presente em bridfitas. A vasta
diversidade de metabdlitos secundarios produzidos por bridfitas, como terpenos,
flavonoides e compostos fenolicos (discutidos na se¢ao 4.2), torna-os possiveis fontes de
aleloquimicos capazes de influenciar no crescimento e desenvolvimento de outros

organismos.

Essas interagdes podem se manifestar de diversas formas no ambiente. Em um
estudo realizado com os extratos aquosos dos gametofitos de trés espécies de musgos
(Sphagnum palustre, Sphagnum magellanicum e Polytrichum strictum) de turfeiras no
nordeste da China, observou-se que todos os extratos apresentaram efeitos inibitorios na
germinabilidade dos esporos de outras bridfitas (Bu ef al., 2017). O musgo P. strictum
exibiu um efeito alelopatico mais intenso do que as espécies de Sphagum testadas. A
alelopatia, junto da maior tolerancia a seca de P. strictum, sugere um mecanismo no qual
a espécie tenha uma vantagem no estabelecimento e expansdo sobre as espécies de

Sphagnum nessas turfeiras.
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Outro exemplo de alelopatia em bridfitas envolve liberagdo de Compostos
Organicos Volateis (VOCs). O musgo Sphagnum flexuosum, que coexiste naturalmente
com Hamatocaulis vernicosus, afeta o crescimento de H. vernicosus. Os VOCs liberados
por S. flexuosum tiveram um impacto direto em H. vermicosus ao aumentar seu
crescimento em comprimento. Essa mudanga morfologica pode ser uma resposta
adaptativa de H. vernicosus para evitar o sombreamento por um competidor. H.
vernicosus também alterou sua emissao de VOCs, produzindo mais compostos como o
MTCC (metil 2,6,6-trimetil-1-ciclohexeno-1-carboxilato). O MTCC possui similaridade
estrutural com o B-ciclocitral (2,6,6-trimetil-1-ciclohexeno-1-carbaldeido), conhecido por
seu papel na sinalizagao de estresse e alelopatia em plantas vasculares (Vicherova et al.,

2020).

Esses exemplos demonstram que a alelopatia em bridfitas ndo apenas modula a
competi¢ao interespecifica, mas também pode induzir respostas adaptativas e até mesmo
comunicagdo quimica entre espécies, revelando a complexidade de suas interagdes

ecoldgicas em diversos biomas.

4.4 Potencial alelopatico das briofitas antarticas

A Antartica € um ecossistema de amplo estudo das estratégias de sobrevivéncia e
interagdes ecoldgicas decorrentes de suas condigdes ambientais extremas (Convey ef al.,
2014). Contudo, o continente enfrenta um risco elevado de introdugao e estabelecimento
de espécies invasoras devido as mudancas climaticas e ao aumento da pegada humana na
regido (Frenot, 2004; Brooks et al., 2019). Desse modo, compreender os mecanismos de

defesa de espécies nativas torna-se essencial para a conservagao de seu ecossistema.

Estudos sobre a quimica de organismos antarticos ja relataram uma notavel
capacidade de produzir metabodlitos secundarios com uma vasta gama de atividades
bioldgicas (dos Santos et al., 2021). Muitos desses compostos sdo reconhecidos por suas
funcdes protetoras contra a radiacdo UV, estresse oxidativo ou antimicrobianos (Ivanova
et al., 2007; Bhattarai et al., 2008; Fernandes et al., 2017), entretanto a investigagdo de

seu papel na alelopatia de ecossistemas polares ainda ¢ escassa.

O estudo com Sanionia georgicouncinata, espécie do mesmo género que a
Sanionia uncinata e também presente em ilhas antarticas, investigou seu potencial

alelopatico (Dziuba et al., 2021). Conforme detalhado na se¢do 4.2.3, os extratos aquosos
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de S. georgicouncinata foram avaliados quanto ao seu potencial alelopatico e citostatico.
Embora os efeitos alelopaticos tenham sido baixos, a inibig¢do significativa em raizes de
rabanete, além de atividade citostatica, indica que o género Sanionia possui a capacidade

bioquimica de produzir compostos com potencial bioativo.

No entanto, grande parte do potencial alelopatico dos metabolitos secundarios de
briodfitas antarticas permanece pouco explorado ja que a maioria desses compostos tem
sido investigada principalmente por suas atividades para fins antrdpicos como
terapéuticos e cosméticos (Fernandes et al., 2017; Teodoro et al., 2024). Portanto, esta
pesquisa se propde a preencher essa lacuna, investigando o potencial alelopatico do tapete
de musgo com Sanionia uncinata, para contribuir com uma compreensao mais completa

dos mecanismos de resisténcia de espécies nativas da Antartica.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta do material vegetal

Foram realizadas duas coletas em datas distintas, ambas conduzidas pelo projeto
de pesquisa BryoAntar, vinculado ao Laboratério de Criptogamas da Universidade de

Brasilia.

A primeira coleta ocorreu em 2023 no verdo na Ilha Rei George, Antartica, durante
a 41* Operacao Antartica (OPERANTAR XLI). As amostras foram coletadas no Reftgio
1 e no Parque de Tanques em margo de 2023 e identificadas pelo taxonomista especialista
Dr. Paulo Eduardo A. S. Camara. Apds as coletas, as amostras foram armazenadas em
temperatura ambiente por um periodo de seis meses e, posteriormente, transferidas para

o congelador para preservacao. Essas amostras foram designadas Amostras Antigas (AA).

A segunda foi realizada no verdo de 2024, durante 42" Operacdo Antértica
(OPERANTAR XLII), também na Ilha Rei George. As amostras foram coletadas e
identificadas pelo Dr. Paulo Eduardo A. S. Céamara, perto da Estacdo Antartica
Comandante Ferraz (EACF). Diferente da primeira coleta, estas amostras foram mantidas
sob congelamento continuo desde 0 momento da coleta em campo até o armazenamento
final no laboratorio, visando preservar integralmente seus constituintes quimicos. Estas

foram nomeadas como Amostras Novas (AN).
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5.2 Cultura de Sanionia uncinata

O material Sanionia uncinata utilizado nos experimentos foi uma cultura pura

cedida pelo PROJETO BRIOTECH da Universidade Catoélica de Brasilia (UCB).

Essa cultura foi mantida sob condi¢des controladas, com temperatura de 20 °C e
fotoperiodo de doze horas, em meio de cultura BDC, sob agitacdo constante a 130 rpm.
O material foi transferido para nossa pesquisa apos o periodo de cultivo de 2 de janeiro a

3 de setembro de 2024.

5.3 Extracao do material

Diferentes métodos foram testados para encontrar o composto bioativo do material
vegetal. Foram usados como solventes com diferentes polaridades dgua destilada, acetato
de etila e acetona (Harborne, 1998), sendo a proporg¢ao planta-solvente de 1:40 para todos
os solventes. Todas as extracdes foram realizadas em capela de exaustdo, em temperatura

ambiente.

Para cada solvente, 4 gramas do material vegetal de AA e AN foram trituradas em
um gral de pistilos, utilizando 160 mL de cada solvente. Os extratos ficaram 25 minutos
no ultrassom para melhor eficiéncia da extragdo (United Nations Industrial Development
Organization, et al., 2008), sendo filtrados e armazenados em um Falcon. A amostra
extraida com 4gua destilada foi liofilizada, enquanto as extraidas com acetato de etila e

acetona foram secos na capela ou em SpeedVac para remogao do solvente.

Os tubos foram identificados de acordo com o solvente utilizado. Os extratos
foram comparados entre si e aquele que apresentou o resultado significativo em relacao

ao controle no bioensaio preliminar foi selecionado para analises posteriores.

No caso das amostras de cultura de S. uncinata, o material foi inicialmente
liofilizado. Por limitagdo do material, foram utilizados 10 mg do material liofilizado que
foram distribuidos em trés tubos Erlenmeyer distintos. Para cada tubo, foram adicionados
20 mL de agua destilada, 15 mL de acetato de etila e 15 mL de acetona, respectivamente,
garantindo que as amostras ficassem completamente submersas. A partir dessa etapa, os
procedimentos foram os mesmos descritos anteriormente para as amostras AA e AN:

aplicagdo de ultrassom, filtracao e armazenamento de acordo com o solvente utilizado.
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5.4 Bioensaio de coleoptilos de trigo

O bioensaio de coleodptilo de trigo (Hancock et al., 1964) foi usado inicialmente
para verificar qual dos extratos preparados apresentou maior atividade fitotoxica geral.
Aproximadamente 100 sementes de trigo (7riticum spp.) foram germinadas em caixas
Gerbox com papel filtro junto de 15 mL de 4agua destilada. As placas foram envolvidas
em papel aluminio para evitar que tivessem contato com a luz e crescessem estioladas,

incubadas por 4 dias a 25°C (Hancock et al., 1964).

As placas foram abertas em uma sala sob luz verde para evitar o crescimento dos
coledptilos (Folta & Maruhnich, 2007). Os coleoptilos foram selecionados e cortados com
uma guilhotina Van de Wij com um papel filtro umedecido. Foi cortado 4 mm dos
coleoptilos a uma distancia de 2 mm da extremidade apical (Nitsch & Nitsch, 1956). Os
fragmentos foram colocados em uma placa de Petri com 4gua destilada durante o processo

de producdo de decapitacao.

Em tubos de ensaios, foram usados 2 mL do extrato nas concentragdoes de 100,
200, 400, 800 e 1.600 ppm com trés repeticdes de cada e 5 fragmentos de coledptilos em
cada tubo. No controle, foi usada solugdo aquosa de sacarose com trés repeticdes € 5
coledptilos em cada tubo. Os tubos foram fechados e colocados em um rotor envolvidos
com papel aluminio. O rotor foi ligado e mantido em uma rotagao constante de 6 rpm por

24 horas a 22°C.

Apbs as 24 horas, os coledptilos foram retirados dos tubos, sendo secados e
colocados sobre uma planilha numerada em fun¢do do produto e concentragdo. Depois,
foram realizadas fotos, transferindo-as para o computador e analisando-as pelo programa
ImagelJ o qual mediu o comprimento dos coledptilos em milimetros. A bioatividade foi
analisada no programa PHOTOMED®, o qual calculou a porcentagem de atividade dos

tratamentos em relacdo ao controle utilizando a seguinte férmula:
% inibicdo = [(XT-XC)/XC] % 100%
Onde:
e % inibicdo ¢ a porcentagem de inibigdo.

e XT ¢ o comprimento médio dos coledptilos no tratamento.
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e XC ¢ o comprimento médio dos coledptilos no controle.

A significancia estatistica dos resultados foi avaliada por meio do Teste t de

Student, considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Para os extratos provenientes da cultura de S. uncinata, a metodologia seguiu os
mesmos passos descritos, com a diferenca nas concentracoes testadas. Devido a menor

quantidade de amostra disponivel, foram utilizadas concentragdes de 200, 400 e 800 ppm.

5.5 Bioensaio de fitotoxicidade em sementes

Os extratos AA que apresentaram resultados significativos em relacao ao controle
no bioensaio de coledptilo foram avaliados sua atividade em germinacdo e crescimento
de plantas-alvo padrdo. Para isso, foram preparados extratos nas mesmas concentragdes
do bioensaio de coledptilo de 100, 200, 400, 800 e 1.600 ppm. E importante salientar que,
para este bioensaio, os extratos provenientes da cultura de Sanionia uncinata nao foram

utilizados.

As espécies-alvos padrao que foram utilizadas sdo a alface (Lactuva sativa), o
tomate (Solanum lycopersicum), o agrido (Nasturtium officinale) e a cebola (Allium cepa)

por serem sensiveis e facilmente encontrados em lojas agropecuarias (Macias et al., 2000).

Para cada planta-alvo, foram colocadas 20 sementes em cada placa de Petri de 50
mm de didmetro com um papel filtro. Cada placa recebeu 1 mL de extrato nas
concentragdes de 100, 200, 400, 800 e 1.600 ppm e o controle, 1 mL de agua destilada.
Foram feitas 4 repeti¢des por dose e por controle. As placas foram fechadas e envolvidas
por papel filme e, depois, por papel aluminio, armazenadas em uma caixa e colocadas

para germinar no escuro por 4 dias.

Depois do periodo de crescimento, as plantas foram congeladas e em seguida
esticadas. Foram tiradas fotos das plantulas de cada planta-alvo que foram contadas e
esticadas sobre uma planilha com régua para calibragdo, tendo o comprimento das partes
aérea e radicular medidas pelo programa ImageJ. Considerou semente germinada as que

tinham emissdo de radicula.

A porcentagem de inibicdo da germinacdo e do crescimento da parte aérea e

radicular foi calculada utilizando o programa FITOMED, com base na seguinte formula:
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% inibicdo = [(XT-XC)/XC] x 100%
Onde:
e % inibicdo representa a porcentagem de inibicao.
e XT ¢ amédia do comprimento (ou nimero de germinagao) dos tratamentos.
e XC ¢ a média do comprimento (ou niimero de germinacao) do controle.

A andlise estatistica para comparagdo entre os tratamentos e o controle foi
realizada utilizando o Teste de Welch, considerando um nivel de significancia de 5%

(p<0,05).

O bioensaio com as amostras da cultura de S. uncinata nao foram realizados por

limitagdes da quantidade do material.

5.6 Cromatografia de camada delgada (CCD)

A Cromatografia de Camada Delgada (CCD) foi empregada para a analise
preliminar dos extratos organicos. Para tanto, utilizou-se uma placa de fase normal DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, composta por silica gel de 0,20 mm de
espessura, como fase estacionaria. As placas foram cortadas em dimensdes apropriadas

para a corrida cromatografica, com altura de 5 cm.

A fase movel foi constituida por uma solucao de hexano (80%) e acetona (20%)
(v/v). Os extratos organicos analisados, selecionados com base nos resultados

significativos dos bioensaios, foram os seguintes:
e Ponto 1: extrato da amostra AA com acetona.
e Ponto 2: extrato da amostra AA com acetato de etila.

A aplicag@o das amostras foi realizada por meio de capilar de vidro. As placas
foram, entdo, desenvolvidas em uma cuba cromatografica com tampa contendo a fase

movel.

Apo6s a corrida cromatografica, as placas foram reveladas por imersdao em uma

solugdo de oleum, preparada com 200 mL de agua destilada, 10 mL de acido sulfurico e
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40 mL de 4cido acético. Em seguida, as placas foram aquecidas a 180 °C com um

aquecedor para a visualizacao dos compostos.

5.7 Fracionamento do extrato de acetona da amostra AA

O fracionamento do extrato de acetona da amostra AA foi realizado por
cromatografia em coluna aberta. Para a obtencao do material a ser fracionado, 129,8232¢g
de material vegetal da amostra AA foram extraidos em 1,5 L de acetona. O extrato ficou
25 minutos em ultrassom para otimizar a extragdo. Apos esse periodo, o material foi
filtrado. O solvente (acetona) foi entdo removido do filtrado por secagem em capela de

exaustdo, resultando em um extrato bruto de acetona concentrado.

Para o carregamento na coluna, o extrato bruto seco foi dissolvido em um volume

minimo de hexano.

A coluna de vidro utilizada foi empacotada com silica gel, formando uma fase
estaciondria com 30 centimetros de altura. Antes da aplicacdo da amostra, a coluna foi

pré-equilibrada com 100 mL de hexano.

A eluigdo foi realizada em modo de gradiente de polaridade, utilizando misturas
de solventes conforme detalhado na Tabela 1. As fracdes eluidas foram coletadas

individualmente.

Tabela 1. Gradiente de Eluicao Utilizado na Cromatografia de Coluna do Extrato
de Acetona da Amostra Antiga (AA)

Estagio Acetona Hexano Metanol Frascos
1% I mL 99 mL - 0
2% 2mL 98 mL - 1-7
4% 4 mL 96 mL - 8—-15
8% 8 mL 92 mL - 16 —21
16% 16 mL 84 mL - 22 -28
32% 32 mL 68 mL - 29 -36
64% 64 mL 36 mL - 37-43

100% - 100 mL - 44 - 50



34

100% - - 100 mL 51-57

Apos a coleta, cada uma das fragdes obtidas foi analisada por cromatografia de
camada delgada (CCD), seguindo a metodologia descrita na secdo 5.6, para monitorar o
perfil cromatografico e a presenca de compostos. Com base na similaridade visual das
bandas na CCD, fra¢des com perfis semelhantes foram agrupadas de acordo com a Tabela
2. As fragdes agrupadas foram entdo submetidas a uma nova analise por CCD para
confirmacao da homogeneidade e, posteriormente, a um bioensaio de coleoptilos de trigo
na concentracao unica de 332 ppm por limitacdo da quantidade das fracdes, conforme

descrito na se¢do 5.4, para avaliar a atividade fitotdxica das fragdes purificadas.

Tabela 2. Agrupamento das Fracées Coletadas da Cromatografia de Coluna do
Extrato de Acetona da Amostra AA Essa tabela nao é muito usual. O que
costumamos a dizer ¢ que as fracoes foram realizada conforme similaridade em
CCDh

Fracio agrupada Fracdes individuais (Numero do
Frasco)
9,20,21,22,23
25
26,27, 28
30
31,32, 33, 34, 35, 36
37,38, 39
41, 42,43, 44
48, 49, 50, 51

R N SN N A W N -

5.8 Testes fitoquimicos preliminares

Foram realizados testes generalistas para a identificacdo de fenois, terpenos e
alcaloides. O conteudo liofilizado do extrato AA foi dissolvido em 8 mL de agua destilada,
divididos em trés tubos contendo 2 mL de extrato cada. Os resultados foram expressos

em forma de presenca (+) e auséncia (-).
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5.8.1 Fenol

Em um tubo, foram adicionadas duas gotas de solugdo FeCls a 1%. Mudanga na

coloragdo ou formacao de precipitado indica resultado positivo.

5.8.2 Terpeno

Em um tubo, foi adicionado gotas de uma solucdo formada por 0,5 mL de
anisaldeido, 10 mL de acido acético, 85 mL de metanol ¢ 5 mL de acido sulftrico.

Mudanga de coloragdo ¢ resultado positivo.

5.8.3 Alcaloide

Em outro tubo, foi adicionado gotas de Dragendorft formado pela mistura de
solucdes A e B. A solucdo A continha 0,85 g de nitrato de bismuto em 10 mL de acido
acético e 40 mL de agua destilada, enquanto a solucao B era constituida por 8 g de iodeto
de potassio e 30 mL de 4gua. Ambas as solugdes foram misturadas em proporcao de 1:1.

A mudanga de cor ¢ indicativa da presenca de alcaloides.

5.9 Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS)

As analises de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-
MS) foram realizadas com o objetivo de iniciar a identificacdo dos compostos presentes
nos extratos de acetato de etila e de acetona das amostras AA e fragdes com atividade

biologica.

As anélises de LC-MS foram realizadas no Laboratério de Quimica Medicinal e
Tecnologica do Instituto de Quimica (IQ) da Universidade de Brasilia (UnB). Para cada
amostra, foram obtidos dados de massa molecular (m/z) e seus respectivos tempos de
retencdo, além de perfis de fragmentacdo, permitindo a inferéncia da estrutura dos

compostos.

Os dados gerados por LC-MS foram posteriormente processados e interpretados
utilizando, auxiliando na identificacdo dos compostos com base em suas massas exatas e
padrdes de fragmentagdo, conforme descrito na se¢do 5.10 (Identificacdo dos Compostos

Bioativos).
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5.10 Identificacdo dos compostos bioativos

A identificagdo dos compostos bioativos foi realizada em colaboragdo com o
Laboratorio de Quimica Medicinal e Tecnoldgica do Instituto de Quimica (IQ) da
Universidade de Brasilia (UnB), o mesmo laboratorio que foi responsavel pelas andlises

de LC-MS.

Para a identificagdo dos compostos, os dados de LC-MS foram processados e
analisados utilizando os softwares Sirius e PeakView. Estes programas permitiram a
elucidagao estrutural preliminar dos metabolitos secundarios com base em suas massas
exatas, padroes de fragmentacdo e comparagdo com bancos de dados espectrais e
bibliotecas de compostos. A correlagdo entre os perfis quimicos e a atividade fitotoxica
observada nos bioensaios foi um critério fundamental para a identificacdo dos compostos

considerados bioativos.

6. RESULTADOS

6.1 Bioensaio de coledptilos

Os resultados dos bioensaios das amostras AA e AN com os diferentes extratos
analisados pode ser visto na Figura 1. Na Figura 2, sdo mostrados os resultados dos

bioensaios das amostras com a cultura de Sanionia uncinata.
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Figura 1. Bioatividade (%) dos extratos brutos de musgos das amostras AA (amostras
antigas) (em azul) e AN (amostra novas) (em laranja) da Antartica sobre o crescimento de
coleoptilos de trigo em diferentes concentracdes. As barras representam a média da
bioatividade (%), e as linhas verticais indicam o desvio padrao. Letras abaixo das barras
denotam diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle, de acordo com o Teste t de
Student, onde: a=p <0,01; b=10,01 <p <0,05; e n.s. =p > 0,05. O eixo X representa as
concentracdes dos extratos em partes por milhdo (ppm). (A) Bioatividade do extrato aquoso. (B)
Bioatividade do extrato de acetato de etila. (C) Bioatividade do extrato de acetona.

No extrato aquoso (Fig. 1, A), para a amostra AA (azul), ndo foi observada
bioatividade estatisticamente significativa (n.s.) em nenhuma das concentragdes
analisadas. Para a amostra AN (laranja), foram observadas inibi¢des significativas (b) de
22% na concentracdo de 100 ppm e de 25% na concentragdo de 800 ppm. Por outro lado,
o extrato de acetato de etila (Fig. 1, B) apresentou inibi¢des significativas (b) nas
concentragdes de 100 ppm (34%), 200 ppm (37%) e 400 ppm (34%) para a amostra AA,
enquanto o extrato de acetona (Fig. 1, C) registrou-se inibi¢des significativas (b) nas
concentragdes de 800 ppm (37%) e 1.600 ppm (51%) para a amostra AA. Em contraste,
para a amostra AN, ndo foi detectada bioatividade estatisticamente significativa (n.s.) em

nenhuma das concentracdes testadas.
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Bioatividade do extrato agquoso da cultura de
Sanionia uncinata em coledptilos de trigo
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Figura 2. Bioatividade (%) dos extratos da cultura de Sanionia uncinata sobre o
crescimento de coledptilos de trigo em diferentes concentracdes. As barras representam a
média da bioatividade (%), e as linhas verticais indicam o desvio padrao. Letras abaixo das
barras denotam diferenca estatistica significativa em relagao ao controle (0% de bioatividade),
de acordo com o Teste t de Student, onde: a=p <0,01; b=0,01 <p <0,05;en.s.=p>0,05.0
eixo X representa as concentra¢des dos extratos em partes por milhdo (ppm). (A) Bioatividade
do extrato aquoso da cultura de Sanionia uncinata. (B) Bioatividade do extrato com acetato de

etila da cultura de Sanionia uncinata. (C) Bioatividade do extrato com acetona da cultura de
Sanionia uncinata.
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Observou-se uma inibicao significativa (b) de 34% na concentragdo de 800 ppm
no extrato aquoso da cultura de Sanionia uncinata. Nas concentracdes de 400 ppm (10%)
e 200 ppm (10%), ndo foi detectada bioatividade estatisticamente significativa (n.s.) (Fig.
2, A). No extrato com acetato de etila da cultura de Sanionia uncinata, nao foi detectada
bioatividade estatisticamente significativa (n.s.) em nenhuma das concentragdes testadas.
Os extratos apresentaram bioatividade variando de 0% a 8% (200 ppm, 800 ppm) a cerca
de 15% (400 ppm), porém sem significancia estatistica (Fig. 2, B). Também nao foi
observada bioatividade estatisticamente significativa (n.s.) no extrato com acetona da
cultura de Sanionia uncinata (Fig. 2, C) em nenhuma das concentragdes testadas. Os
extratos apresentaram bioatividade variando de 0% (200 ppm) a cerca de 5% (800 ppm)

e 10% (400 ppm), porém sem significancia estatistica.

6.2 Bioensaio de fitotoxicidade em sementes

Para esse bioensaio, foi escolhido, inicialmente, o extrato com acetona da amostra
AA. Posteriormente, o extrato com acetato de etila foi analisado que pode ser visto nas

Figuras 3 e 4 respectivamente. Os extratos da amostra AN nao foram analisados.
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Bioatividade do extrato de acetona da amostra AA em sementes de tomate

T
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de agrido
100ppm 200ppm A00ppm B00ppm 1,600ppm
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Figura 3. Bioatividade (%) do extrato de acetona da amostra antiga (AA) de musgos da

Antartica sobre o crescimento da parte radicular e da parte aérea de plantulas de alface

(Lactuca sativa), tomate (Solanum lycopersicum), agrido (Nasturtium officinale) e cebola
(Allium cepa). As barras representam a média da bioatividade (%), e as linhas verticais indicam
o desvio padrao. Letras abaixo das barras denotam diferencga estatistica significativa em relago
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ao controle (0% de bioatividade), de acordo com o Teste de Welch, onde: a=p <0,01; b=0,01
<p <0,05; en.s.=p>0,05. O cixo X representa as concentragdes dos extratos em partes por
milhdo (ppm). (A) Bioatividade em plantulas de Alface (Lactuca sativa). (B) Bioatividade em
plantulas de Tomate (Solanum lycopersicum). (C) Bioatividade em plantulas de Agriao
(Nasturtium officinale). (D) Bioatividade em plantulas de Cebola (A4//ium cepa).

Em plantula de alface, para a parte radicular, observou-se inibicdo altamente
significativa (a) do extrato de acetona da amostra AA em todas as concentragdes, variando
de aproximadamente 26% (1600 ppm) a 35% (200 ppm). Os desvios padrao variaram de
1,8 a 6,9. Para a parte aérea, a inibig¢ao foi igualmente altamente significativa (a) em todas
as concentragdes, com valores entre 49% (1600 ppm) e 53% (100 ppm). Os desvios
padrdo variaram de 1,5 a 3,4 (Fig. 3, A). Por outro lado, em plantulas de tomate, para a
parte radicular, ndo houve inibicdo estatisticamente significativa (n.s.) do extrato de
acetona da amostra AA nas concentracdes de 100 ppm (14%), 200 ppm (35%) e 400 ppm
(19%). No entanto, observou-se inibi¢do altamente significativa (a) de aproximadamente
37% a 800 ppm, e inibi¢cdo significativa (b) de 41% a 1600 ppm. Os desvios padrao
variaram de 4,7 a 43,4. Para a parte aérea, a inibicao foi altamente significativa (a) nas
concentragdes de 100 ppm (42%), 400 ppm (49%) e 800 ppm (57%), e significativa (b) a
200 ppm (52%). A concentracdo de 1600 ppm (43%) ndo apresentou inibicao

estatisticamente significativa (n.s.). Os desvios padrao variaram de 1,5 a 48 (Fig. 3, B).

No agrido, a inibicdo da parte radicular do extrato de acetona da amostra AA foi
altamente significativa (a) em todas as concentracgdes, variando de aproximadamente 80%
(100 ppm e 1600 ppm) a 85% (800 ppm). Os desvios padrao foram baixos, entre 2,8 e
8,2. Para a parte aérea, também houve inibi¢do altamente significativa (a) em todas as
concentragdes, variando de 81% (1600 ppm) a 88% (400 ppm). Os desvios padrao foram

consistentemente baixos, entre 0,6 e 4,2 (Fig. 3, C).

Para as plantulas de cebola, observou-se inibi¢ao altamente significativa (a) do
extrato de acetona da amostra AA em todas as concentragdes, variando de 72% (1600
ppm) a 74% (100 ppm) na parte radicular. Os desvios padrao variaram de 3,6 a 10,9. Para
a parte aérea, a inibi¢ao foi altamente significativa (a) nas concentragdes de 100 ppm
(55%), 400 ppm (47%), 800 ppm (50%) e 1600 ppm (42%). A 200 ppm, a inibi¢do foi
significativa (b) em aproximadamente 42%. Os desvios padrdo variaram de 6,7 a 15,4

(Fig. 3, D).
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Bicatividade do extrato de acetato de etila da amostra AA em sementes de
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Figura 4. Bioatividade (%) do extrato de acetato de etila da amostra antiga (AA) de
musgos da Antartica sobre o crescimento da parte radicular e da parte aérea de plantulas
de agrido (Nasturtium officinale) e cebola (Allium cepa). As barras representam a média da
bioatividade (%), e as linhas verticais indicam o desvio padrao. Letras abaixo das barras
denotam diferenga estatistica altamente significativa em relagdo ao controle (0% de
bioatividade), onde: a=p <0,01; b=10,01 <p < 0,05; en.s. =p >0,05. O eixo X representa as
concentragdes dos extratos em partes por milhdo (ppm). (A) Bioatividade em plantulas de
Agrido (Nasturtium officinale). (B) Bioatividade em plantulas de Cebola (A/lium cepa).

A inibi¢do da parte radicular do extrato de acetato de etila da amostra AA em
plantulas de agrido foi altamente significativa (a) em todas as concentragdes, com valores
que variaram de 74% (800 ppm e 1600 ppm) a 90% (200 ppm). Os desvios padrao foram

relativamente baixos, entre 3,2 e 7,3. Para a parte aérea, a inibicdo foi igualmente
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altamente significativa (a) em todas as concentragdes, com valores entre 78% (400 ppm)

e 87% (200 ppm). Os desvios padrao variaram de 2,1 a 4,3 (Fig. 4, A).

Em plantulas de cebola, para a parte radicular, a inibigdao do extrato de acetato de
etila da amostra AA foi altamente significativa (a) em todas as concentragdes, variando
de 76% (400 ppm) a 82% (200 ppm). Os desvios padrao foram consistentemente baixos,
entre 2,3 e 7,0. Para a parte aérea, também houve inibi¢do altamente significativa (a) em
todas as concentracdes, variando de 61% (400 ppm) a 73% (200 ppm). Os desvios padrao
variaram de 6,8 a 12,4 (Fig. 4, B).

6.3 Cromatografia de camada delgada (CCD)

Os resultados da cromatografia de camada delgada (CCD) das amostras AA e da

cultura de Sanionia uncinata podem ser observadas nas Figuras 5 e 6 respectivamente.

Figura 5. Cromatograma em camada delgada (CCD) dos extratos organicos da amostra
antiga (AA) de musgo. A placa de silica gel foi desenvolvida utilizando hexano:acetona (80:20
v/v) como fase movel, e revelada por imersdo em solucdo de oleum seguida de aquecimento.
Pista 1: extrato de acetona da amostra AA. Pista 2: extrato de acetato de etila da amostra AA.

Os circulos azuis na Figura 5 destacam as manchas mais proeminentes dos

compostos. Observa-se que a Pista 1 (extrato de acetona) apresenta uma mancha principal
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mais intensa e de coloracdo alaranjada em comparag@o com a Pista 2 (extrato de acetato

de etila), sugerindo uma maior concentragdo ou uma diferenga no perfil de compostos

presentes nessa fracdo de polaridade.

[} o
3

Figura 6. Cromatograma em camada delgada (CCD) dos extratos orgéanicos da cultura de
Sanionia uncinata. A placa de silica gel foi desenvolvida utilizando hexano:acetona (80:20 v/v)
como fase movel, e revelada por imersdo em solucdo de oleum seguida de aquecimento. Pista
1: extrato de acetona da cultura de Sanionia uncinata. Pista 2: extrato de acetato de etila da
cultura de Sanionia uncinata.

O cromatograma da Figura 6 revela perfis de compostos distintos para cada extrato.
A Pista 1 (extrato de acetona) exibe varias bandas bem resolvidas e de diversas coloragdes
(tons de roxo, verde e azul), indicando a presenca de uma variedade de metabolitos
secundarios. Em contraste, a Pista 2 (extrato de acetato de etila) mostra um perfil mais
difuso e agrupado, com uma banda azul-esverdeada proeminente, sugerindo uma menor
resolucdo ou uma distribuigao diferente de compostos nessa polaridade. Ambas as pistas

apresentam material na linha de base, indicando compostos de alta polaridade retidos.
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6.4 Fracionamento do extrato de acetona da amostra AA

Os resultados da cromatografia de camada delgada (CCD) do fracionamento do
extrato de acetona da amostra AA, seguindo as especificagdes descritas na Tabela 2, ¢

apresentado na Figura 7.

Figura 7. Cromatograma em camada delgada (CCD) das fracées agrupadas obtidas da
cromatografia de coluna do extrato de acetona da amostra antiga (AA) de musgo. A placa
de silica gel foi desenvolvida utilizando hexano:acetona (80:20 v/v) como fase moével, e
revelada por imersdo em solucdo de oleum seguida de aquecimento, conforme descrito na se¢ao
5.6. As pistas representam fragdes agrupadas de acordo com a similaridade dos perfis
cromatograficos observados em CCD, além do extrato bruto utilizado como referéncia.

O cromatograma demonstra a separagao efetiva dos componentes do extrato bruto
nas diversas fragdes agrupadas (Fig. 7). Observa-se uma varia¢ao nos perfis de manchas
entre as pistas, com diferentes coloragdes (tons de roxo, azul, verde e laranja/marrom),
indicando uma boa resolug@o e heterogeneidade quimica dos compostos presentes em
cada agrupamento de fragdes. O perfil da pista de referéncia (Rel) reflete a complexidade
do extrato bruto, enquanto as pistas das fragdes agrupadas mostram os compostos

enriquecidos e/ou purificados.
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Os resultados do bioensaio de coleodptilos de trigo para o fracionamento das
amostras AA no extrato de acetona na concentracdo de 332 ppm podem ser observados

na Figura 8.

Bioatividade das fragdes do extrato com acetona em
coledptilos de trigo a 332ppm
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Figura 8. Bioatividade (%) das fracdes agrupadas do extrato de acetona (amostra AA)
sobre o crescimento de coledptilos de trigo na concentracio de 332 ppm. As barras
representam a média da bioatividade (%), e as linhas verticais indicam o desvio padrdo. Letras
abaixo das barras denotam diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle (0% de
bioatividade), de acordo com o Teste t de Student, onde: a=p <0,01; b=0,01 <p <0,05; en.s.
=p>0,05.

As fracdes F1 e F2 apresentaram inibig¢des altamente significativas (p < 0,01) de
34% e 38%, respectivamente. A fracdo F3 demonstrou a maior inibi¢do entre todas as
fragdes testadas, de 51%, sendo este efeito significativo (p < 0,05). Entretanto, as fracdes
F4 e F5 exibiram inibi¢des de 32% e 26%, respectivamente, porém estas ndo foram
estatisticamente significativas (p > 0,05). Por outro lado, a fragao F6, com inibi¢ao de
26%, tendo um valor similar a F5, mostrou-se altamente significativa (p < 0,01). As
fragdes F7 e F8 apresentaram inibi¢des de 22% (ndo significativa) e 14% (significativa,

p < 0,05), respectivamente.
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6.5 Testes fitoquimicos preliminares

Os resultados dos testes fitoquimicos preliminares para a detec¢do da presenca de

fenol, terpeno e alcaloide podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos Testes Fitoquimicos Preliminares para Extratos Brutos de
Sanionia uncinata da Amostra AA e da Cultura

Extrato/Amostra Terpenos  Fendis  Alcaloides
Amostra AA - Extrato de Acetona + - -
Amostra AA - Extrato de Acetato de Etila + - -
Cultura S. uncinata - Extrato de Acetona + - -
Cultura S. uncinata - Extrato de Acetato de + - -
Etila
Legenda:

+: Presenca do metabolito

-: Auséncia do metabolito

6.5.1 Fenol

Os resultados para a presenca de fendis em extratos da amostra AA e da cultura

Sanionia uncinata sao mostrados na Figura 9.
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Figura 9. Resultado do teste fitoquimico preliminar para a presenca de fendis em extratos

do tapete de musgo da amostra antiga (A) e da cultura de Sanionia uncinata (B). As placas

de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram desenvolvidas utilizando hexano:acetona

(80:20 v/v) como fase movel. A revelacao foi realizada pela aplicagdo de solugdo de cloreto de

ferro 111 (FeCl3) a 1%. A presenca de fenois seria indicada pelo surgimento de coloragio preta
ou azul-escura.

Em ambas as placas, a auséncia de coloragdo preta ou azul-escura sugere que nao
houve detec¢do de fendis nos extratos da amostra AA (Fig. 9, A) e da cultura de Sanionia

uncinata (Fig. 9, B) utilizando este teste preliminar.

6.5.2 Terpeno
Os resultados para a presenga de terpenos em extratos da amostra AA e da cultura

Sanionia uncinata sao mostrados na Figura 10.

Figura 10. Resultado do teste fitoquimico preliminar para a presenca de terpenos em
extratos do tapete de musgo da amostra antiga (A) e da cultura de Sanionia uncinata (B).
As placas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram desenvolvidas utilizando
hexano:acetona (80:20 v/v) como fase movel. A revelagdo foi realizada pela aplicacdo de uma
solugdo de anisaldeido-acido sulfirico (preparada com 0,5 mL de anisaldeido, 10 mL de acido
acético, 85 mL de metanol e 5 mL de acido sulftrico), seguida de aquecimento direto. A
coloragdo rosada a avermelhada/roxa nas manchas indica a presenca de terpenos.

Nos extratos da amostra AA (Fig. 10, A), observa-se a formac¢ao de uma mancha

rosada de intensidade moderada em Rf intermediario, além de uma mancha ténue préxima
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a linha de base na Pista 1, enquanto a Pista 2 apresenta uma mancha rosada de maior
intensidade na linha de base e uma mancha mais fraca em Rf superior, indicando a

presenga de terpenos com diferentes polaridades.

Por outro lado, os extratos da cultura de Sanionia uncinata (Fig. 10, B), na Pista
1, revela multiplas bandas de coloragdo roxa/rosada intensa, bem distribuidas ao longo da
pista, sugerindo uma alta concentracdo e diversidade de terpenos neste extrato. A Pista 2
também apresenta uma mancha muito intensa e concentrada na linha de base, de
coloragdo roxa/rosada escura, ¢ algumas manchas mais difusas em Rf superiores,

indicando alta concentragdo de terpenos, possivelmente mais polares ou agregados.

6.5.3 Alcaloide

Os resultados para a presenca de alcaloides em extratos da amostra AA e da cultura

Sanionia uncinata sao mostrados na Figura 11.

Figura 11. Resultado do teste fitoquimico preliminar para a presenca de alcaloides em
extratos do tapete de musgo da amostra antiga e da cultura de Sanionia uncinata. As
amostras foram submetidas ao teste de alcaloides utilizando o reagente de Dragendorff,
conforme metodologia descrita na se¢ao 5.9.3. A presenca de alcaloides ¢ indicada pela
formagdo de um precipitado colorido nos tubos. Tubo A: Extrato com acetato de etila da
amostra AA. Tubo B: Extrato com acetona da amostra AA. Tubo C: Extrato com acetato de
etila da amostra da cultura de Sanionia uncinata. Tubo D: Extrato com acetona da amostra da
cultura de Sanionia uncinata.
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Visualmente, ndo foi observada a formagao de precipitado colorido em nenhum
dos tubos (A, B, C e D). Isso sugere a auséncia de alcaloides detectaveis nos extratos
testados da amostra AA e da cultura de Sanionia uncinata sob as condigdes deste teste

preliminar.

6.6 Identificacio dos compostos bioativos
Os resultados da identificagdo dos compostos bioativos podem ser vistos na

Tabela 4.

Como resultado das andlises de LC-MS e do processamento dos dados pelos
softwares Sirius e PeakView, foi elucidado a identificacdo estrutural dos metabolitos
secundarios. Os compostos bioativos sdo apresentados na Tabela 4. Contudo, € importante
destacar que a identificacdo estrutural completa dos terpenos, que foram detectados como

abundantes nos testes fitoquimicos preliminares (Secao 7.5.2), ainda estd em andamento.

Tabela 4. Identificacdo dos compostos bioativos encontrados no extrato de acetona
das amostras AA através de LC-MS

Molécula Estrutura Propriedades

Fitoesfingosina C18 o1 Formula molecular:

(t18:0) WN\/\ C,,H,oNO,

Massa molecular:
317.51 g-mol™

Fitoesfingosina C16 AN Formula molecular:
(t16:0) N‘?{; OH C16H35NO3

Massa molecular:
289.45 g-mol™

Hexadecaesfinganina o Foérmula molecular:

(d16:0) /YY\/\/\/\/\/\/\ C,H,:NO,

Massa molecular:
273.46 g-mol™!
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7. DISCUSSAO

7.1 Bioensaio de coledptilos

7.1.1 Bioatividade de extratos de musgos antarticos das amostras AA e AN em

coledptilos de trigo

Os bioensaios de coleoptilos de trigo revelaram que os extratos brutos do tapete
de musgos da Antartica das amostras AA e AN possuem bioatividade fitotoxica que se

manifesta como inibi¢cdo do crescimento do coleoptilo.

O extrato aquoso da amostra AN (Fig. 1, A) demostrou inibi¢des significativas de
22% (a 100 ppm) e 25% (a 800 ppm). Esse achado ¢ corroborado pela literatura na qual,
em diversos estudos, o extrato aquoso apresentou bioatividade, pois a extracdo aquosa
mimetiza a liberacao natural de substancias quimicas no ambiente, como a lixiviagao pela
chuva ou orvalho (Li et al., 2021; Wang et al., 2022). Além disso, estudos prévios ja
demonstraram que as bridfitas antdrticas possuem a capacidade de inibir a
germinabilidade de esporos de outras bridfitas através de interagdes alelopaticas, como

observado entre espécies de Polytrichum e Sphagnum (Bu et al., 2017).

No extrato de acetato de etila da amostra AA observou-se bioatividade inibitoria
ja nas menores concentragdes (34% a 100 ppm, 37% a 200 ppm, 34% a 400 ppm) (Fig.
1, B). Em concentragdes mais altas (800 e 1.600 ppm), essa inibi¢do ndo se intensifica,
indicando que o efeito inibitorio pode atingir um platd nessas doses. Esse padrao sugere
que os compostos presentes no extrato de acetato de etila apresentam atividade inibitoria
consistente, mas aumentar a concentracao ndo necessariamente amplifica esse efeito. Por
outro lado, na amostra AN (Fig. 1, B), o extrato de acetato de etila apresentou uma
resposta dependente de dose em que doses mais concentradas (800 e 1.600ppm) possuem

uma bioatividade inibitdria mais acentuada (Wu et al., 2024).

Observou-se um contraste marcante ao comparar a bioatividade dos extratos de
acetona das amostras AA e AN nesse mesmo bioensaio. O extrato de acetona da amostra
AA apresentou inibigdes significativas de 37% na concentragao de 800 ppm e 51% na
concentragdo de 1.600 ppm (Fig. 1, C), enquanto o extrato de acetona da amostra AN (Fig.
1, C) ndo demonstrou bioatividade estatisticamente significativa em nenhuma das

concentragdes testadas.
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Essa diferenca na atividade fitotoxica pode ser atribuida as distintas condi¢des de
armazenamento as quais as amostras foram submetidas. A amostra AA permaneceu em
temperatura ambiente por seis meses antes de ser refrigerada, enquanto a amostra AN foi
armazenada integralmente em congelador, sem exposi¢do prolongada a temperaturas

mais elevadas.

A exposicao por longos periodos do material vegetal a temperaturas ambientes
pode induzir alteragdes significativas no perfil dos metabdlitos secunddrios. Fatores
ambientais, como temperatura, luz e umidade, influenciam a producdo, a estrutura
quimica e o grau de atividade dos metabdlitos, podendo ocorrer degradagdo,
transformagdo ou, at¢ mesmo, formagao de novos compostos bioativos (Bhattarai et al.,

2008; Turnbull et al., 2009; Horn et al., 2021; Kulshrestha et al., 2022).

Essa variagdo observada na bioatividade fitotoxica dos extratos de acetona reforca
a importancia de protocolos de coleta e armazenamento para garantir que a bioatividade
observada reflita o potencial quimico in sifu. Na Antartica, em que as condigdes
ambientais s3o extremas, fatores como a varia¢ao acentuada da temperatura, os longos
periodos de luminosidade, os microclimas, a ecologia microbiana do solo e a dindmica de
degradagdo de substancias, podem ser um fator relevante para a alelopatia em campo
(Inderjit & Weston, 2000; Reigosa et al., 2013). Essas condigdes extremas afetam a planta
e sua microbiota associada. Assim, parte da diferenga de bioatividade entre as Amostras
Antigas e Novas pode refletir a degradagdo pds-coleta e o estado fisioldgico e ecoldgico
dos tapetes de musgos no momento da coleta. Portanto, estudos futuros deverdo focar em
abordagens mais integradas, combinando analises quimicas laboratoriais com

experimentos de campo que avaliem e validem os achados em bioensaios.

7.1.2 Bioatividade de extratos de cultura de Sanionia uncinata em coleodptilos de trigo

Como ja mencionado na se¢do 7.1.1, o extrato aquoso da cultura de Sanionia
uncinata (Fig. 2, A) simula a liberagdo natural de metabolitos secundarios no ambiente
antartico. Assim, a auséncia de bioatividade significativa nos extratos organicos para S.
uncinata (Fig. 2, B e C) sugere que os compostos bioativos mais relevantes para a
alelopatia em condi¢des naturais (soliveis em agua) sdo os principais responsaveis pela

interferéncia no crescimento do coledptilo de trigo.
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Além disso, a auséncia significativa de bioatividade nos extratos de cultura pode
estar associada, em parte, a falta ou alteracdo da microbiota simbiodtica naturalmente
presente nos tapetes de musgos. Estudos prévios demonstraram que S. uncinata contém
fungos e bactérias endofiticos que podem modular a fisiologia das plantas, influenciando
na producao de metabolitos secundarios (Park et al., 2013; Yu et al.,2018; Liet al., 2023).
Desse modo, a cultura axénica de S. uncinata pode exibir um perfil fitoquimico diferente
daquele observado em ambiente natural, o que explicaria a alteracdo da atividade

fitotoxica, principalmente nos extratos organicos.

7.2 Bioensaio de fitotoxicidade em sementes

Este bioensaio de fitotoxicidade revelou uma ampla atividade inibitéria dos
extratos de acetona e acetato de etila da amostra AA. Ao contrario do bioensaio de
coleoptilos de trigo, este apresenta resultados que demostram uma capacidade fitotoxica
mais pronunciada da amostra AA quando sdo aplicados em sementes de alface (Lactuca

sativa), tomate (Solanum lycopersicum), agrido (Nasturtium officinale) e cebola (Allium

cepa).

Esses resultados demonstram a presenca de fitoquimicos na amostra AA (Figs. 2
e 3), obtidos por procedimentos de extragdo ndo naturais para potencializar a solubilidade
de compostos quimicos ¢ maximizar a liberagdo de substancias bioativas do material
vegetal (Reigosa et al., 2013). Embora esses métodos ndo mimetizem a liberagao natural
de aleloquimicos, a alta bioatividade e consisténcia da inibicdo observadas em plantulas
de espécies-alvo sensiveis para esses extratos sao indicadores do potencial fitotéxico
presente nesses tapetes de musgos (Bhattarai ef al., 2008). A diversidade de produtos
naturais em bridfitas, como terpenos e flavonoides, ¢ bem relatada em diversos estudos e
muitos desses compostos possuem uma ampla gama de bioatividades (Chen et al., 2008;
Whitehead et al., 2018; Ludwiczuk & Asakawa, 2019; Commisso ef al., 2021; Homn et
al.,2021; Dziwak et al., 2022), o que poderia explicar os resultados obtidos em diferentes

plantulas.

A auséncia de uma resposta inibitéria dependente de dose, observada
principalmente para o agrido (Figs. 3, C e 4, A) e para a cebola (Figs. 3, D e 4, B) em
ambos os extratos, em que as inibigdes se mantiveram elevadas e consistentes em

diferentes concentracdes, sugere que a menor concentragdo testada (100 ppm) pode ter
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sido o suficiente para induzir o efeito inibitério maximo nas plantulas. Isso implica que a
dose de 100 ppm e as demais concentragdes estavam acima do limiar de saturacdo
necessario para ocorrer a resposta fitotoxica completa. Se os sitios de acdo dos
fitoquimicos na planta receptora estdo saturados ou as vias metabdlicas sdo inibidas, o
aumento da concentragdo ndo representara uma resposta mais acentuada, resultando em
um plato na curva dose-resposta (Belz et al., 2005; Dubey, 2016; Eze et al., 2021; Guedes
etal.,2023).

Ademais, os extratos organicos sao misturas de diversos metabolitos secundarios
(Reigosa et al., 2013; Horn et al., 2021; Vaou et al., 2022), com possiveis efeitos
sinérgicos, o que pode contribuir para a independéncia de dose aparente (Belz et al., 2005;
Boik et al., 2009; Dilipkumar & Chuah, 2013; Zuo et al., 2016; Pardo-Muras ef al., 2022;
Vaou et al., 2022). Assim, a combinagdo de diversos compostos pode atingir mais
rapidamente o limiar de toxicidade maxima, mesmo em concentragdes que, para um Unico
composto isolado, seriam subletais (Boik ef al., 2009; Pardo-Muras ef al., 2022; Vaou et

al., 2022).

Deve-se considerar também que os tapetes de musgos atuam como
microecossistemas complexos (Yu ef al., 2018), contendo bactérias e fungos endofiticos,
cianobactérias epifiticas (Solheim & Zielke, 2003) e microfauna, que interagem entre si
e com o hospedeiro. Assim, essas interagdes influenciam a quantidade, a producido, a
liberagdo e o tipo de metabdlito secundério (Zhang et al., 2013). Desse modo, a
microbiota associada aos musgos antdrticos contribui para a sintese, modulagdo e/ou
acumulo de compostos bioativos. Essas interagdes complexas podem indicar a
bioatividade observada nas sementes, principalmente, de agrido e de cebola com os

extratos organicos das Amostras Antigas (AA).

Portanto, a auséncia de uma relacdo dose-resposta destaca a importancia de
explorar faixas de concentra¢do ainda menores em estudos futuros para identificar o
limiar de atividade e a verdadeira curva de dose-resposta desses fitoquimicos. Assim,
compreender se os musgos antarticos podem atuar como uma barreira quimica natural
contra a invasdo de espécies exoticas ¢ fundamental para a conservagdo da fragil

biodiversidade polar.
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7.3 Cromatografia de camada delgada (CCD)

A andlise por cromatografia de camada delgada (CCD) dos extratos organicos das
amostras de musgo (Amostra Antiga e cultura de Sanionia uncinata) forneceu
compreensdes visuais sobre a diversidade e polaridade dos metabolitos secundarios
presentes (Gocan, 2002; Bele & Khale, 2010; Peters et al., 2019). A CCD, mesmo sendo
uma técnica de triagem qualitativa, ¢ fundamental para visualizar o perfil bruto de
compostos e guiar etapas posteriores de purificacdo (Jesionek et al., 2015; Horn et al.,

2021).

Para a AA, o cromatograma (Fig. 5) revelou perfis de polaridade distintos entre o
extrato de acetona (Pista 1) e o extrato de acetato de etila (Pista 2) (Bele & Khale, 2010).
A Pista 1 (extrato de acetona) exibiu uma mancha mais intensa e alaranjada,
possivelmente em maior concentragdo ou com maior visibilidade sob a metodologia
utiliza. Entretanto, a Pista 2 (extrato de acetato de etila) mostrou uma mancha alaranjada

mais ténue e difusa na mesma regido de polaridade.

A diferenga encontrada nos perfis cromatograficos de AA pode ser relacionada
com as maiores inibicdes observadas para o extrato de acetona nos bioensaios de
fitotoxicidade em plantulas de alface, agrido e cebola (Fig. 3). Manchas mais intensas e
coloridas no extrato de acetona podem indicar maior concentragdo de compostos
fitoquimicos bioativos (Jesionek et al., 2015). Compostos como terpenos e flavonoides
sdo abundantes em briodfitas e podem ser extraidos por solventes organicos como acetona
e acetato de etila (Chen et al., 2018; Ludwiczuk & Asakawa, 2019; Horn et al., 2021;
Teodoro et al., 2024).

No cromatograma da cultura de Sanionia uncinata (Fig. 6), a Pista 1 (extrato de
acetona) exibiu uma variedade de bandas coloridas (tons de roxo, verde e azul), indicando
uma complexa mistura de metabdlitos secundarios de diversas polaridades. Em contraste,
a Pista 2 (extrato de acetato de etila) mostrou um perfil mais agrupado com uma banda

azul-esverdeada proeminente.

A presenca de material na linha de base em ambas as pistas para S. uncinata sugere
a existéncia de compostos de alta polaridade que foram retidos na fase estacionaria
(Gocan, 2002; Zapata & Waksmundzka-Hajnos, 2005; Bele & Khale, 2010). As bridfitas,
em geral, sdo quimicamente complexas e produzem diversos metabolitos secundarios

(Chen et al., 2018; Ludwiczuk & Asakawa, 2019; Horn et al., 2021; Teodoro et al., 2024).
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Apesar do bioensaio com a cultura de S. uncinata tenha mostrado uma inibicao
significativa apenas no extrato aquoso a 800 ppm, € ndo nos extratos organicos (Fig. 6),
o perfil rico em bandas visiveis por CCD nesses extratos organicos sugere que muitos
compostos foram extraidos, mas talvez em concentracdes sub-limiares ou com efeitos
sinérgicos/antagdnicos complexos que ndo se manifestaram nos bioensaios de laboratdrio
(Inderjit & Weston, 2000; Boik et al., 2009; Zuo et al., 2016; Pardo-Muras et al., 2022;
Vaou et al., 2022).

Além disso, culturas axénicas, como a da S. uncinata, podem alterar o perfil
fitoquimico do musgo. A contaminagdo de fungos endofiticos, mesmo apds os
procedimentos de esterilizacdo, evidencia o grau de associagdo entre briofitas e sua
microbiota (Chen et al., 2022; Misic et al., 2025). A eliminagdo completa dos simbiontes
naturais pode alterar o perfil dos compostos bioativos produzidos pela planta e reduzir
sua bioatividade observada nos bioensaios de coledptilos de trigo e de fitotoxicidade em

sementes.

7.4 Fracionamento do extrato de acetona da amostra AA

O bioensaio de coleodptilos de trigo com as fragdes do extrato de acetona da
amostra AA, em uma concentragao fixa de 332 ppm (Fig. 8), revelou que nem todas as

fragdes mantiveram a bioatividade fitotdxica significativa observada no extrato bruto.

Esses resultados indicam que o fracionamento por cromatografia de coluna foi
eficaz em separar e concentrar os compostos bioativos em fragdes especificas. Desse
modo, a maior inibi¢do observada na F3 ¢ um forte indicativo de que esta fracdo contém
uma maior concentracdo de compostos ativos ou uma combinagdo mais potente. Além
disso, essa separacdo permite inferir que a bioatividade observada no bioensaio de
coleoptilos de trigo em determinadas fragdes pode ser atribuida ao enriquecimento ou
purificagdo de compostos especificos, enquanto a perda de significAncia em outras pode
ser devida a diluicdo de compostos ativos ou a separagdo de misturas sinérgicas (Inderjit
& Weston, 2000; Boik ef al., 2009; Reigosa et al., 2013; Zuo et al., 2016; Pardo-Muras
etal.,2022; Vaou et al., 2022).

A CCD do fracionamento do extrato de acetona da amostra AA (Fig. 7) demonstra
a separagao efetiva dos componentes do extrato bruto em diversas fracdes agrupadas. As

variagdes nos perfis de manchas entre as pistas, com diferentes colorag¢des, indicam uma
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heterogeneidade quimica substancial dos compostos presentes em cada agrupamento de

fracdes (Gocan, 2002; Bele & Khale, 2010; Jesionek et al., 2015).

7.5 Testes fitoquimicos preliminares

Os testes fitoquimicos preliminares, realizados com os extratos organicos da
amostra AA e da cultura de Sanionia uncinata, fornecem informacgdes sobre a natureza
quimica das substancias responsaveis pela bioatividade observada nos bioensaios

anteriores.

7.5.1 Fenol

Os testes para a presenca de fenois ndo detectaram a formagao de coloragdo preta
ou azul-escura em nenhuma das placas para a amostra AA (Fig. 10, A) ou para a cultura
de Sanionia uncinata (Fig. 10, B). Isso sugere a auséncia de fenois detectaveis por este

método nos extratos organicos analisados (Tabela 3).

Apesar dos fenois serem o segundo maior grupo de produtos naturais em bridfitas
e desempenhem papéis importantes na tolerancia ao estresse ¢ na alelopatia (Peters et al.,
2019; Horn et al., 2021), sua auséncia aparente nesses extratos pode indicar que os
terpenos sdo os principais constituintes quimicos bioativos nestas fragcdes, ou que os
fendis estao presentes em concentragcdes muito baixas ou em formas que nao reagem com

o reagente de FeCl3 nessas condicoes.

7.5.2 Terpeno

Os resultados indicaram a presenca de terpenos em todas as amostras analisadas
(Tabela 3). Para os extratos da amostra AA (Fig. 9, A), a forma¢ao de manchas rosadas
confirmou a existéncia de terpenos, com perfis distintos de polaridade para o extrato de
acetona (Pista 1) e o extrato de acetato de etila (Pista 2). Essa diversidade de terpenos ¢
consistente com a composi¢ao quimica esperada em bridfitas. A presenga de terpenos €
relevante, pois sdo a maior classe de produtos naturais em briofitas, além serem
conhecidos por possuirem diversas bioatividades (Ludwiczuk & Asakawa, 2019; Horn et

al., 2021; Kim et al., 2024). Portanto, os terpenos presentes nesse extrato podem estar
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relacionados a bioatividade fitotoxica observada nos bioensaios de fitotoxicidade em

sementes para os extratos organicos da amostra AA.

Para os extratos da cultura de Sanionia uncinata (Fig. 9, B), a formagao de bandas
roxas/rosadas intensas e bem distribuidas na Pista 1 (extrato de acetona), e uma mancha
muito intensa na linha de base na Pista 2 (extrato de acetato de etila), também confirmou
a presenca de terpenos. A auséncia de uma bioatividade estatisticamente significativa nos
bioensaios de coledptilos de trigo pode ser atribuida a fatores como concentragdes sub-
limiares dos compostos bioativos, interacdes sinérgicas/antagdnicas na mistura ou a uma
menor sensibilidade do bioensaio de coleodptilo para S. uncinata em comparagdo com a
amostra AA (Boik et al., 2009; Zuo et al., 2016; Pardo-Muras et al., 2022; Vaou et al.,
2022).

7.5.3 Alcaloide

O teste preliminar para alcaloides nao resultou na formagdo de precipitado
colorido em nenhum dos extratos testados (Fig. 11). Isso sugere a auséncia de alcaloides
detectaveis nas amostras sob as condi¢des deste teste (Tabela 3). Essa descoberta esta
alinhada com a literatura de que metabolitos secundérios contendo nitrogénio, como 0s
alcaloides, sao raros em briofitas em comparagdo com as angiospermas (Salm ez al., 1998;
Horn et al., 2021). Portanto, os alcaloides provavelmente ndo sdo os compostos ativos

responsaveis pela bioatividade observada nos bioensaios.

7.6 Compostos bioativos

A andlise fitoquimica do extrato AA de acetona revelou a presenga de bases de
cadeia longa (LCBs do inglés long-chain bases) do tipo esfingolipidio (SLs do inglés
sphingolipids), tais como a fitoesfingosina C18 (t18:0), a fitoesfingosina C16 (t16:0) e a
hexadecaesfinganina (d16:0) (Tabela 4). Esses compostos sdo componentes das
membranas celulares dos eucariotos, desempenhando papéis na estrutura, sinalizagdo e

imunidade (Pata et al., 2010; Mamode Cassim et al., 2020; Zeng & Yao, 2022).
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Fitoesfingosina C18

A fitoesfingosina C18 (t18:0) ¢ a LCB tri-hidroxi mais abundante e caracteristica
das plantas (Michaelson et al., 2016; Mamode Cassim et al., 2020), apresentando efeitos
biologicos relevantes. A t18:0 atua como um mecanismo de feedback negativo na

biossintese total de SLs (Kimberlin et al., 2013).

A auséncia da fitoesfingosina C18 em mutantes de Physcomitrella patens, musgo
modelo utilizado em estudos fisioldgicos, e de Arabidopsis thaliana acarreta o acimulo
de precursores e ceramidas de cadeia curta, resultando em nanismo, defeitos de
crescimento ¢ aumento descontrolado do contetudo total de SLs (Chen et al., 2008;

Steinberger et al., 2021).

Além disso, a t18:0 desempenha um papel essencial na canalizagdo metabdlica,
sendo preferencialmente incorporada em SLs contendo 4cidos graxos de cadeias muito
longas (VLCFA do inglés very long chain fatty acids), que sdo importantes para a
estruturacdo e o trafico das membranas celulares (Michaelson et al., 2016; Murimwa et

al., 2022).

Ademais, as LBCs livres, como a fitoesfingosina C18, sdo moléculas
potencialmente toxicas, induzindo a morte celular programada (PCD) e o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). O acumulo desordenado dessas LBCs ¢, inclusive,
o mecanismo de a¢do de micotoxinas que mimetizam os esfingolipidios (Michaelson et

al., 2016; Mamode Cassim et al., 2020; Chen et al., 2020).

Adicionalmente, a t18:0 é capaz de recrutar a proteina PDLP5, que regula o
fechamento dos plasmodesmos e limita o transporte intercelular de moléculas durante
respostas imunes. Dessa forma, a fitoesfingosina C18 estimula a deposi¢do de calose nos
plasmodesmos, auxiliando na defesa da planta (Zeng & Yao, 2022). Esse composto
também ja foi detectado em exsudatos de raizes de trigo, apresentando potencial
aleloquimico ao inibir o crescimento de fungos patogénicos e afetar a comunidade

microbiana no solo (Zeng & Yao, 2022).

A presenga de fitoesfingosina C18 no extrato AA sugere que os musgos antarticos
podem utilizar mecanismos de defesa semelhantes aos descritos na literatura para plantas
vasculares. Assim, a t18:0 pode estar associada ao potencial fitotoxico observado nos

bioensaios de coleoptilos de trigo e de fitotoxicidade com sementes.
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Fitoesfingosina C16

A presenca de fitoesfingosina C16 (t16:0) € condizente com a biossintese de LBCs.
Em plantas, as LBCs variam entre C16 a C20, sendo a C18 mais predominantes em
tecidos vegetais e animais distintos (Kimberlin et al., 2013). A fitoesfingosina C16 difere
da hexadecaesfingina (d16:0) pela presenca adicional de hidroxila no C4 (Kimberlin et
al., 2013). Ela representa uma variante de cadeia reduzida em relagdo a fitoesfingosina
C18. Como as demais LBCs, apresenta fungdes estruturais e sinalizadoras nas membranas

das células vegetais (Pata et al., 2010).

Apesar da maior parte dos estudos focarem no C18 (t18:0), as evidéncias suportam
que a t16:0 compartilha as fungdes de regulacdo da sintese total de SLs, atuando,
juntamente da fitoesfingosina C18, no mecanismo de feedback negativo (Kimberlin et al.,
2013). A utilizagao do analogo sintético t17:0 em mutantes do musgo P. patens retomou
a morfologia das plantas e restabeleceu a regulagdo da biossintese de LBCs (Steinberger

etal.,2021).

A presenga de t16:0 na forma livre no extrato sugere um papel semelhante a t18:0
na defesa da planta. A fitoesfingosina C18 apresenta atividade antimicrobiana (Glenz et
al., 2022), além de atuar como sinalizadora na indu¢do de morte celular programada
(Mamode Cassim et al., 2020) ¢ no fechamento de plasmodesmos em resposta a

patogenos (Mamode Cassim et al., 2020; Zeng & Yao, 2022).

Desse modo, a fitoesfingosina C16 provavelmente compartilha com a t18:0
fungdes associadas a sinaliza¢do de estresse e a defesa quimica. Sua presenga no extrato
indica que LCBs distintas podem atuar de forma sinérgica, contribuindo para a resisténcia
dos musgos antarticos em um ambiente hostil e para o efeito inibitdrio observado nos

bioensaios realizados.

Hexadecaesfinganina

A hexadecaesfinganina (d16:0) ¢ uma LCB, contendo dois grupos hidroxila —
caracteristica que a diferencia da fitoesfingosina C16. E uma molécula estruturalmente
semelhante a esfinganina (d18:0), tendo como diferenca a extensao da cadeia carbonada

(Pruett et al., 2008). Atua como precursora na biossintese de ceramidas e fitoesfingosinas,
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sendo importante na estrutura e sinaliza¢ao celular de plantas e fungos (Michaelson et al.,

2016; Mamode Cassim et al., 2020).

Embora a d16:0 nao seja um componente abundante como a d18:0, ha evidéncias
de que LCBs de cadeia curta podem apresentar bioatividade significativa (Pata et al.,
2010). O seu acumulo em células ocasiona desequilibrio da homeostase de membrana,
inibi¢do da H'-ATPase e aumenta da permeabilidade (Gutiérrez-Najera et al., 2020), além
de induzir respostas oxidativas e morte celular programada (Michaelson et al., 2016; Zeng

& Yao, 2022).

Em residuos de sorgo, a hexadecaesfinganina foi associada a inibigdo da
germinacgdo e do crescimento de plantulas de Bidens pilosa, Eleusine indica € Sesamum
indicum, apesar dos autores destacarem que o efeito inibitorio pode ter sido parcialmente

mascarado por fatores nutricionais (Murimwa et al., 2022).

Compostos como analogos de esfinganina micotdxicos (SAMs do inglés
sphinganine-analog mycotoxins) sao similares a hexadecaesfinganina e mimetizam a
estrutura da LCB natural. Desse modo, interferem na sintese de ceramidas e resultam no
acumulo citotoxico de esfinganinas livres (Chen ef al., 2020). Além disso, o excesso de
LBCs di-hidroxiladas acumuladas em plantas, como a d16:0 ou o seu homélogo d18:0,
acarretam diminui¢cdo da fluidez, aumento da permeabilidade da membrana plasmatica e

estresse oxidativo (Gutiérrez-Ngjera et al., 2020).

Em macroalgas, a hexadecaesfinganina foi identificada em extratos de Ulva
prolifera com potencial antimicrobiano e bioativo (Ribeiro ef al., 2024). Em Parthenium
hysterophorus, foram detectadas hexadecaesfinganina, fitoesfingosina e eicosasfinganina
no extrato metandlico, o que sugere que esses compostos contribuem ativamente para a

inibicao de espécies competidoras (Motmainna et al., 2021).

Portanto, a deteccdo de hexadecaesfinganina no extrato de musgos antarticos
indica que esse composto pode afetar a integridade das membranas e induzir estresse
oxidativo em organismos sensiveis, desempenhando papel ativo na defesa quimica dessas

espécies.
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Terpenos
Ainda que os testes fitoquimicos preliminares tenham indicado a presenca de

terpenos, a andlise de LC-MS e a identificagdo estrutural detalha desses compostos
bioativos ainda estd em andamento. Até o momento, foi possivel confirmar a ocorréncia
de sinais compativeis com esse grupo funcional nos extratos organicos AA e nas fragdes

do extrato de acetona AA.

8. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta pesquisa refor¢gam a hipdtese de que os tapetes
de musgos antarticos possuem compostos quimicos que desempenham um papel
importante na sua ecologia. A presenca de metabdlitos secundarios com potencial
fitotoxico sugere que as bridfitas podem atuar como uma barreira quimica natural,

influenciando o estabelecimento de partes vegetais que chegam ao continente antartico.

A variagdo observada entre amostras e tipos de extratos indica que fatores
ambientais e condi¢cdes de armazenamento influenciam diretamente o perfil quimico e a

bioatividade desses compostos.

As analises fitoquimicas preliminares e cromatograficas indicaram a presenca de
terpenos e esfingolipidios como classes predominantes dos compostos bioativos. A
detec¢do de bases de cadeia longa (LBCs), como fitoesfingosina C18 (t18:0),
fitoesfingosina C16 (t16:0) e hexadecaesfinganina (d16:0), destaca seu papel fisioldgico
e potencial alelopatico. A presenga dessas LBCs livres nos extratos sugere que podem
contribuir para os efeitos inibitdrios observados nos bioensaios, possivelmente por meio

da indugdo do estresse oxidativo, disruptura de membranas ou interferéncia metabolica.

Portanto, esta pesquisa fornece uma base sélida para futuras investigacdes sobre
a ecologia quimica das bridfitas antarticas e sua contribui¢do para a manutencao e
conservacao da biodiversidade polar. Estudos futuros devem englobar andlises quimicas,
moleculares e ecologicas para elucidar a producao, liberagdo e funcao desses compostos

€m campo.
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