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I. INTRODUCAO

1.1 - O género Gracilaria Grev. — énfase em Gracilaria domingensis (Kiitz.)
Sonder ex Dickie

Atualmente, as espécies do género Gracilaria sdo responsaveis por cerca de 50% da
produ¢do mundial de agar (McHugh 2003). Isto se deve principalmente as altas taxas de
crescimento e facil propagacdo vegetativa das espécies deste género, que favorecem o seu
cultivo (Kain & Destombe 1995). Além disso, a descoberta de tratamentos alcalinos que
possibilitam o melhoramento da qualidade de seu gel também torna atrativa a sua utilizacdo
(Critchley 1993, Murano 1995). Algumas espécies do género sdo utilizadas como biofiltros
em cultivos integrados (McHugh 2003, Soriano 2007) e como fonte de alimento,
principalmente em paises asidticos (De Casabianca et al. 1997). Adicionalmente, sdo
utilizadas como matéria-prima na producdo de metabolitos secundarios para producdo de
medicamentos e cosméticos (Zemke-White & Ohno 1999, Smit 2004, Souza et al. 2007).

O género Gracilaria apresenta ampla distribuicao geografica, compreendendo mais de
110 espécies (Gurgel & Fredericq 2004). Dentre elas, Gracilaria domingensis (figura 1) ¢
amplamente distribuida no litoral brasileiro, sendo uma das poucas espécies do género que
ocorre na regido sul do pais (Oliveira 1977). Esta espécie ¢ produtora de 4gar, mas sua
importancia comercial deve-se a sua utilizagdo na dieta humana (alimento in natura), sendo
coletada esporadicamente e exportada para o mercado alimenticio japonés (Guimaraes et al.
1999, Plastino et al. 1999). A atividade antitumoral de polissacarideos “tipo-agar” foi relatada
para esta espécie (Fernandéz et al. 1989) bem como a sua utilizagdo em cosméticos com
formulacdes direcionadas a fotoprotegao (Cardozo 2007).

No litoral brasileiro, Gracilaria domingensis ¢ caracterizada por apresentar morfos de
cor vermelho (selvagem), verde e marrom. Plastino et al. (1999) verificaram que as
coloragdes vermelha, verde e marrom de G. domingensis sdo determinadas por um par de
alelos com heranga mendeliana de origem nuclear codominante, sendo o alelo que confere a
cor verde codominante ao que confere a cor vermelha. Quando em heterozigose, eles
expressam a cor marrom, observada apenas na fase tetrasporofitica. Com relagdo a freqiiéncia
nas populagdes naturais, as variantes pigmentares de G. domingensis podem ser denominadas
morfos, j& que os mesmos ocorrem em freqiiéncia igual ou superior a 1% (Guimaraes ef al.

2003).



Figura 1: Aspecto geral do talo de Gracilaria domingensis (tetrasporéfitos). Escala: 1 cm.

Estudos relacionados a fisiologia de Gracilaria domingensis revelaram que morfos
verde e vermelho apresentaram taxas de crescimento semelhantes e crescentes quando
submetidos a irradiancia de 20 a 150 pmol de fotons.m™.s™, enquanto que em 220 pmol de
fotons.m™.s” o morfo verde apresentou taxa de crescimento maior do que o morfo vermelho
(Guimardes 2000). Investigacdes sobre o conteido pigmentar dos morfos de cor de G.
domingensis demonstraram que o morfo verde apresentou menores quantidades de
ficoeritrina. Além disso, experimentos realizados em laboratorio demonstraram que as taxas
de fotossintese, irradiancia de compensagdo e saturagao luminosa de morfos verdes foram
maiores do que as observadas para os morfos vermelhos (Guimaraes 2000).

A andlise da ultra-estrutura de células vegetativas dos morfos de cor de Gracilaria
domingensis, considerando a organizacao, morfologia, localizagdo, nimero e disposicao dos
cloroplastos e tilacoides, revelou a ndo distingdo entre os morfos verde e vermelho
(Guimaraes & Plastino 1999). A radiacdo UVB causou mudangas ultra-estruturais em G.
domingensis cultivada em laboratorio, incluindo um aumento no niumero de plastogldbulos,
mudancgas na organiza¢ao mitocondrial, destrui¢do da organizagdo interna do cloroplasto e o
desaparecimento dos ficobilissomos (Schmidt ez al. 2010).

Os efeitos das concentragdes de agar, bem como de fitorreguladores e irradidncia,
foram avaliados sobre o crescimento ¢ a morfogénese dos morfos verde e vermelho de
Gracilaria domingensis cultivados in vitro. A adicdo de dgar no meio de cultura induziu a
formacdo de trés tipos de calo (calo apical, calo basal e calo intermedidrio) em ambos os
morfos de cor, desempenhando um papel regulatério em processos morfogenéticos dos
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morfos pigmentares desta espécie (Ramlov et al. 2009). Em linhas gerais, os fitorreguladores
estiveram relacionados a taxa de crescimento e a taxa de regeneragdo direta de segmentos
apicais e intercalares dos morfos pigmentares de G. domingensis, sendo que os efeitos
estimulatérios dos fitorreguladores ocorreram principalmente quando cultivados sob alta
irradiancia (150 umol de fotons.m™.s™) (Ramlov 2007).

A andlise do desempenho somatico e reprodutivo dos estadios do histdrico de vida dos
morfos verde, vermelho e marrons de Gracilaria domingensis revelou que o desempenho
somatico e reprodutivo de tatrasporo6fitos foi maior que o de gametofitos na maior parte das
condigdes testadas (numero de carpdsporos e tetrdsporos liberados; didmetro de esporos;
sobrevivéncia de carpdsporos e tetrasporos; taxas de crescimento em diferentes condig¢des
nutricionais e de radiacdo ultra-violeta; atividade da nitrato redutase em diferentes condigdes
nutricionais; taxas fotossintéticas e sintese de aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) em
diferentes condi¢des de radiagdo UVB) (Ferreira 2008). Além disso, os resultados obtidos
neste estudo mostraram que os estddios do historico de vida de G. domingensis tém
caracteristicas metabolicas distintas, o que confere as plantas uma maior plasticidade
fenotipica.

Gracilaria domingensis foi cultivada nos litorais do Estado da Bahia (Accioly 2004) e
de Santa Catarina (Yoshimura 2006, Salles et al. 2010), apresentando boas perspectivas
econdmicas. Salles et al. (2010) destacaram a susceptibilidade da espécie a herbivoria, sendo
este um dos principais entraves para uma produgdo estavel. O crescimento de G. domingensis
também foi avaliado em viveiros de camardo, onde a mesma apresentou baixas taxas de
crescimento nas estacdes chuvosa e seca, apresentando correlagdo negativa com a quantidade
de amonio, ortofasfato e transparéncia da agua nos locais de cultivo (Pereira et al. 2007).

O historico de vida de Gracilaria domingensis ¢ do tipo Polysiphonia (figura 2), com
alternancia de geracdes isomorfica (Plastino et al. 1999), sendo dividido em trés fases: duas
dipléides (carposporofito e tetraspordfito) e uma haploide (gametofito). Enquanto o
gametofito e o tetrasporofito sao estagios independentes, o carposporofito se desenvolve sobre
o gamet6fito feminino (Plastino et al. 1999).

Gracilaria domingensis ¢ uma espécie encontrada frequentemente na zona entre-
marés, ficando exposta durante a maré¢ baixa e submersa na maré alta. Como outras
macroalgas, esta espécie ¢ obrigada a suportar variagdes de temperatura, radiagdo solar e
dessecacdo exibindo, desta forma, mecanismos adaptativos para sobreviver a estas variagdes.
Os carotendides e compostos fendlicos estdo relacionados a protecdo contra radiagdo, sendo
que estes metabolitos apresentam variagdo quali e quantitativa segundo a sazonalidade

(Abdala-Diaz et al. 2006), espécie (Schubert et al. 2006, Connan et al. 2007), distribuicao na



regido entre-marés (Connan et al. 2007) e tipo de tecido (Bianchi ef al. 1997). Embora os
estadios reprodutivos do histérico de vida de G. domingensis sejam isomorficos, € provavel
que existam diferengas entre eles em relagdo ao conteudo de carotendides e compostos
fendlicos. Ainda, visto que a abundancia desta espécie diminui do litoral nordeste para o sul
do Brasil (Prof. Dr. Paulo Antunes Horta, comunicagdo pessoal), o conhecimento da dindmica
quali/quantitativa de compostos fotoprotetores fornecera informagdes importantes sobre o

comportamento da populacdo de G. domingensis da Praia da Lagoinha, Florianopolis, SC.
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Figura 2: Historico de vida de Gracilaria domingensis (adaptado de Oliveira & Plastino
1994).



1.2 - Compostos antioxidantes: carotendides e compostos fendlicos

Assim como as plantas terrestres, as macroalgas marinhas nao sdo capazes de se
locomover para evitar as condigdes adversas do ambiente, sejam fisicas, quimicas ou
biologicas, como competir com outras algas ou se defender do ataque de herbivoros,
patdégenos e epibiontes. Por isso, ao longo da evolugdo, as macroalgas marinhas
desenvolveram outros mecanismos de defesa. Dentre estes mecanismos, encontra-se a defesa
quimica, usualmente associada a presenca de compostos do metabolismo secundario (Taiz &
Zeiger 1991).

Os metabdlitos secundérios sdo compostos organicos sem func¢do direta sobre o
crescimento e desenvolvimento, mas com papel fundamental na sua interagdo com o meio
ambiente (Verpoorte 2000). Esses metabolitos podem atuar como sinalizadores na interagao
das macroalgas com o meio abidtico e bidtico, possuindo alta diversidade quimica (Verpoorte
2000, Hartmann 2007). Ainda, suas vias de sintese podem estar ativadas durante estagios
particulares do crescimento e desenvolvimento, ou sob certas condi¢des ecologicas e
ambientais (Santos 2004).

O interesse pelo isolamento e caracterizacdo quimica de metabolitos secundarios ¢
grande, uma vez que muitos destes compostos apresentam atividade biologica frente a varias
patologias humanas. Segundo Harborne (1999), os metabolitos secundarios podem ser
divididos em trés classes: compostos fenolicos, terpendides e alcaldides. Neste trabalho, duas
classes sao contempladas no estudo dos metabdlitos secundarios de Gracilaria domingensis:
compostos fendlicos e carotendides (uma subclasse dos terpenos), visto que sdo compostos
amplamente estudados por apresentarem propriedades antioxidantes (Stahl & Sies 2005, Heim

et al. 2002, Angelo e Jorge 2007, Guaratini 2008, Zhang et al. 2007, Zubia et al. 2007).
1.2.1 - Carotendides

Os carotendides sao pigmentos naturais, derivados do isopreno, sendo caracterizados
estruturalmente por uma longa cadeia de duplas ligagdes conjugadas, geralmente contendo 40
atomos de carbono (tetraterpenos), sempre com uma ou duas estruturas ciclicas (anel B-
ionona) que terminam em liga¢gdes conjugadas (Cardozo et al. 2007). Estes compostos sdao
sintetizados por plantas, algas e alguns microorganismos, sendo que ja foram descritas mais
de 750 estruturas quimicas diferentes, isoladas de fontes naturais (Britton et al. 2004). Os
terpenos podem ser formados a partir de duas vias biossintéticas: a via classica, conhecida

como via do mevalonato, responsavel pela formagao dos sesquiterpenos (C NS triterpenos
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(C30). Esta via ocorre no citosol e os precursores sao o piruvato e acetil-CoA.

Alternativamente, estes compostos podem ser sintetizados a partir da via do metileritritol

fosfato (MEP), conhecida como via alternativa, origina os monoterpenos (C 0> diterpenos
(Czo) e tetraterpenos (C 40); ocorre nos plastideos e os precursores sdo o piruvato e

gliceraldeido-3-fosfato (Aharoni et al. 2006, Croteau et al. 2000, Verpoorte 2000). Em ambas
as vias hé a formagao do precursor difosfato de isopentenila (IPP), com cinco carbonos. A IPP
¢ isomerizada a difosfato de dimetilalila (DMAPP), que serve de substrato para a formacao de
um composto de 20 carbonos, difosfato de geranilgeranila (GGPP), precursor do primeiro
carotenoide de 40 carbonos, o fitoeno (Cunningham & Gantt 1998, Sandmann 2001, Bramley
2002). O fitoeno, por processos de dessaturacdo ¢ transformado em licopeno, que ¢ o
substrato para as reagdes de ciclizagdo. O processo de ciclizagdo pode ocorrer em uma ou em
ambas as extremidades da molécula. Os carotendides, apds o processo de ciclizagdo, podem
ser divididos em dois grupos: os carotenos e as xantofilas, que sdo formadas através da
oxigenac¢do dos carotenos, pela adicdo de grupamentos hidroxila, carbonila, éter, acetato e

epoxido. Na figura 3 ¢ apresentado o esquema da via biossintética dos carotenoides.
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Figura 3: Ciclizagdo do licopeno a a e B- caroteno e formacao das xantofilas a partir do a e -
caroteno (adaptado de Romer ef al. 2002).



As macroalgas marinhas, assim como outros organismos fotossintetizantes, estdo
expostas a mudangas bruscas de irradidncia. Para evitar danos fotooxidativos e a fotoinibigao,
provocados pela exposicdo a alta irradidncia, as macroalgas possuem mecanismos de
fotoprote¢do que operam juntos. Um dos mecanismos relacionados a fotoprotecdo ¢ a
producao de carotenoides.

A fotoinibicdo ¢ um termo que descreve o declinio na viabilidade fotossintética em
decorréncia ao excesso de iluminacdo (Aratjo & Deminicis 2009). Este termo ¢ utilizado para
designar o processo de fotooxidacao erroneamente. A fotooxidagdo consite na fotodestruigcao
dos pigmentos fotossintetizantes, causada pelo excesso de oxigénio e luz. Portanto, a
fotoinibi¢do da fotossintese ndo ¢ conseqiiéncia da destrui¢do do reservatorio de pigmentos,
mas, ao contrario, a descoloracdo dos pigmentos ocorre depois que dado grau de fotoinibi¢ao
ocorreu (Hendrey et al. 1987). A formacao de radicais livres ocorre como resposta ao estresse
causado pelo excesso de luz e mecanismos de fotoprotecdo devem atuar a fim de inibir o
processo de fotoinibicdo e conseqiientemente, a fotoxidagdo dos pigmentos. Um dos
mecanismos utilizados na prote¢do das células ¢ a sintese de carotenoides.

Os carotendides atuam como pigmentos acessorios, captando a energia na regido
espectral em que as clorofilas absorvem pouco e transferem-na para os centros de reacdo do
fotossistema II (Mathews-Roth 1997, Lesser 2006). Sao também importantes a conjugagao e
estabilidade de alguns complexos pigmentos-proteinas fotossintetizantes (fungdo estrutural).
Outra fungao destes pigmentos ¢ a fotoprotecdo do aparato fotossintetizantes contra danos
oxidativos, através do seqiiestro do excesso de energia (quenching) do triplete da clorofila,
evitando assim a formagdo do oxigénio singlete ('0,) (Uenojo et al. 2007). Ainda, o ciclo das
xantofilas ¢ considerado um mecanismo de adaptagdo a condi¢des de alta exposi¢do a luz
solar, onde parte do excesso de energia luminosa captada pelas antenas ¢ dissipada na forma
de calor. O funcionamento do ciclo das xantofilas envolve a de-epoxidagdo de uma xantofila,
induzida por excesso de luz, e sua reconversdo (epoxidacdo) em condicdes de baixa
luminosidade (ou escuro) (Esteban et al. 2009, Jahns et al. 2009).

Segundo Esteban et al. (2009), seis ciclos das xantofilas sdo descritos, sendo dois
baseados em a-xantofilas (ciclo luteina-epdxido e luteina-sifonoxantina) e quatro baseados em
B-xantofilas (ciclo diadinoxantina, ciclo violaxantina, ciclo violaxantina truncado e ciclo
anteraxantina-zeaxantina). Para as algas vermelhas j& foi observada a ocorréncia dos trés
ultimos ciclos.

Com relacdo a saude humana, os carotendides estdo envolvidos na prevencdo de
doencas degenerativas, devido a sua propriedade antioxidante (Romer et al. 2002). Estes

compostos tém capacidade de desativar o 'O, e seqiiestrar radicais peroxila, inibindo assim



processos oxidativos. A eficidcia dos carotendides como antioxidantes estd relacionada ao
numero de duplas ligagdes conjugadas e a sua polaridade (Tapiero et al. 2002, Barreiros et al.
2006). Carotendides formados por moléculas que possuem grupamentos polares apresentam
maior eficiéncia na preven¢do da oxidacdo das membranas, enquanto que aquelas que
possuem grupamentos apolares (como por exemplo, o licopeno e o B-caroteno) sdao mais
eficientes no combate aos radicais livres no interior da membrana, sendo mais regeneradores
que preventivos (Woodall et al. 1997). Efeitos benéficos contra canceres (Gomes 2007),
doencas de coracdo (Machlin 1995) e degeneragao macular (Leung 2008) também foram
reportados para estes compostos, bem como sua atuacdo como precursores na sintese de
compostos retindides (Ambrosio et al. 2006, Uenojo et al. 2007).

As algas vermelhas, assim como outros organismos fotossintetizantes, produzem
carotenoides para se protegerem contra o excesso de luminosidade. Alguns autores relatam
que as algas vermelhas deveriam possuir o ciclo das xantofilas ativo, no entanto, a sua
existéncia € controversa e ndo foi conclusivamente demonstrada, exceto para Gracilaria
birdiae Plastino & E.C. Oliveira, onde em experimentos de incubagdes da espécie no claro
(85 pumol de fotons.m™.s™) e no escuro (total), pode-se observar a presenca de zeaxantina,
anteraxantina e violaxantina. A producdo de maiores concentracdes de violaxantina, em
incubagdes no escuro, ¢ de maiores concentragdes de zeaxantina, em incubagdes no claro,
indicou a presenca do ciclo violaxantina ativo em G. birdiae (Ursi et al. 2003).

Os primeiros estudos realizados com espécies do género Gracilaria em relagdo a
presenca ou nao do ciclo violaxantina foram realizados apds o trabalho de Brown &
McLachlan (1982), onde os autores observaram a presenga de anteraxantina e violaxantina em
G. lichenoides Grev., sendo que anteraxantina foi o caroten6ide majoritario na espécie. Estes
resultados foram contraditorios aos obtidos em estudos anteriores, que definiram o perfil de
carotenoides em espécies deste género como sendo: o- caroteno, - caroteno, zeaxantina e
luteina, sendo esta ultima o caroten6ide majoritario. A tabela 1 mostra os principais resultados
relacionados ao ciclo das xantofilas em espécies do género Gracilaria.

Andersson et al. (2006) estudaram a dindmica de carotendides de Gracilaria
domingensis coletadas na Suécia e mantidas em cultura por um periodo de 4 anos. Em
experimentos cultivando a alga no claro (depois de aclimatada por 30 min no escuro a alga foi
submetida a pulsos de luz de 0 a 2000 pmol de fotons.m™.s™ ) e no escuro (depois de receber
o pulso de luz a alga foi colocada novamente no escuro total por 30 min), pode-se observar
que o carotendide predominante foi a anteraxantina, seguido de [B-caroteno. Observaram
também a presenca de zeaxantina, violaxantina, B-criptoxantina e de um carotendide na

posicdo do licopeno (Carotenoid at Lycopene Position, CLP) e auséncia de luteina e a-



caroteno. Os autores chegaram a conclusdao de que o ciclo violaxantina ndo estava ativo para
esta espécie, uma vez que nao foi observada a interconversao dos pigmentos participantes do
ciclo.

O perfil carotenoidico de Gracilaria domingensis foi determinado também para
espécimes coletados na Praia do Cotovelo, Natal, e para morfos pigmentares coletados no
municipio de Rio do Fogo, ambos localizados no Rio Grande do Norte, Brasil (Guaratini
2008, Pereira 2009). A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) revelou que
para os espécimes coletados na Praia do Cotovelo, o carotendide majoritario foi a zeaxantina
seguido de anteraxantina (0,249 e 0,224 ug/mg de massa seca, respectivamente), e
violaxantina, aloxantina e p-caroteno também foram detectados (Guaratini 2008). Com
relacdo aos morfos pigmentares de G. domingensis coletados nas praias de Rio do Fogo,
pode-se observar maiores concentragdes de -caroteno, em seguida, de zeaxantina, bem como
a presenca de violaxantina e anteraxantina. A dindmica dos carotenodides diferiu entre os
morfos pigmentares desta espécie, o que remete a distintos padrdes de tolerancia a radiagao
(Pereira 2009). Em ambos os trabalhos ndo foram detectadas a presenca de luteina e de o-

caroteno.



Tabela 1: Resultados referentes a ocorréncia do ciclo violaxantina em espécies do género

Gracilaria.

Espécie Experimento Resultados Referéncia
G verrucosa incubagdes no claro e D ooond de zeaxantina; auséncia Vershinin &

’ ¢ de anteraxantina e violaxantina Kamnev (1996)
(Huds.) Papenf.  escuro
G. gracilis d ducio  d . o
(Stackh.) presenga e reducdo de ante?axantm? e Rmiki et al.
Steentoft. L.M. carotgnmdes em aum?nto de geaxantma; ausencia (1996)
Irvine ’ & espécimes com e sem de violaxantina
Farnham fotoinibi¢do
G. multipartita presenca de reducdao de ante?axantina e Rmiki ef al.
carotendides em aumento de zeaxantina; auséncia 1996

(Clemente) L . . ( )
Harv espécimes com e sem de violaxantina

' fotoinibigao

mudanga de irradiancia
— espécime aclimatada

em 40 pmol de . i
G. tenuistipitata fotons.m™.s” ¢ Zcaxantina (n}ajc.)rltarao),' b~ Camicas et .
var. [iui Zhang transferida para 500 caroteno ¢ luteina, ausencia de (1999)
& B.M. Xia umol de f(’)tons.m'z.s'l violaxantina e anteraxantina
por 10 dias; processo
inverso também foi
avaliado
G. gracilis e G. composi¢ao acimulo 'de zeaxantina — ou Schubert ef al
textorii carotenoidica de antgaxan?na - resposta de ¢ u2806e “
(Suringar) De espécies coletadas em aclimatagdo ao estresse causado ( )
Toni campo pelo excesso de luz
fotoinibicdo — espécie . .. C e
¢ aclimafada no efcuro cinctica de dlmmulgag ° Schubert &
. submetida o ecuperagdo da ’eﬁmencw} G c uMe q
G. gracilis irradiancia de 1300 oxima da fotossintese f o1 arc1z;—oogn o
umol de fotons.m™.s™ menor - 1o - grupo z,eqxant1na ( )
em diferentes periodos, (Graczlarzg) N contrar'lo para
por 60 minutos grupo luteina/anteraxantina
1.2.2 - Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos tém grande importancia nos processos fisioldgicos, e nas algas

marinhas estdo envolvidos principalmente na prote¢do contra a radiagdo UV, defesa

antiherbivoria, resisténcia a patdogenos e defesa contra o crescimento de epifitas (Amsler &

Fairhead 2006). Estes compostos formam um grupo amplamente distribuido, com mais de

8000 estruturas quimicas conhecidas, que possuem em comum pelo menos um anel benzénico

ligado a grupamento(s) hidroxila(s) (Kuskoski et al. 2005). Este esqueleto basico pode ser

modificado, originando uma grande diversidade de compostos, normalmente polares, que
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podem ter sua solubilidade aumentada pela associagdo com glicosideos (unidades de
monossacarideos, por exemplo).

Os compostos fenodlicos sdo sintetizados pela via do acido chiquimico, em que se
origina o aminoacido aromatico fenilalanina, intermedidrio inicial na via de sintese de
fenilpropanoides. Pela acdo da enzima fenilalanina amonialiase (PAL) a fenilalanina origina
o0 4acido cindmico, que ¢ hidroxilado a 4cido p-cumarico, sendo este convertido a p-cumaroil-
CoA, que ¢ o substrato utilizado para a sintese das classes de compostos fenolicos. O p-
cumaroil-CoA ainda pode ser sintetizado a partir da via do acetil-CoA/malonial-CoA

(Vermerris & Nicholson 2008) (Figura 4).

Qe Acetil-CoA/Malonil-CoA
PAL& HaNe® 0
Fenilalanina
oe

\ HO S-CoA

C4H¢ Acido cindmico o
p-cumaroil-CoA 0]
4CL

HO e

\

Acido p-cumarico

0

Figura 4: Via de biossintese de compostos fendlicos (adaptado de Vermerris & Nicholson
2008 — Enzimas: PAL~= fenilalanina amonia liase; C4H= cinamato 4-hidroxilase; 4CL= 4-
cumaroil-Coa ligase).

Segundo Shahidi & Naczk (2006), os compostos fendlicos podem ser divididos em
seis subclasses baseado na sua estrutura quimica, representados na Figura 5: acidos fendlicos
(5A - C¢-C)), flavonodides (5B- C¢-C3-C)), estilbenos (5C- Cs-C,-Ce), lignanas (5D- Ce-C3)sa,
taninos (5E- C4-C3-Cg), € cumarinas (5F- C¢-C;). Os flavonoides representam a maior classe
de compostos fendlicos e podem ser divididos em outras subclasses de acordo com as

variacoes que ocorrem no seu anel heterociclico (Rossi & Kasum 2002, Tapiero et al. 2002).

11



OH

OH
OH @ OH O OH
HO ] o HO §
l OH Q
HOOC OH OH

A - Acido cafeico B - Catequina

‘g

I NN
O OH
PEG MO AN
OH OH

HO o ~0O

E — Tanino condensado F — Aesculetina

C - Resveratrol

D - Malognol

Figura 5: Exemplos de estruturas quimicas representativas das classes de compostos fendlicos
(adaptado de Shahidi & Naczk 2006).

Os compostos fendlicos, assim como os carotenoides, estdo envolvidos na prevencao
de inimeras patologias, devido a sua alta capacidade antioxidante (Heim et al. 2002, Tabart et
al. 2009). Estes compostos atuam interrompendo a cadeia de reacdo através da doacdo de
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente
estaveis (Angelo & Jorge 2007). Os antioxidantes fenolicos interagem principalmente com os
radicais peroxila, bem como tém a capacidade de quelar metais de transi¢do. A atividade
antioxidante destes compostos depende da sua estrutura, do grau de metoxilagao e do nimero
de hidroxilas presentes na molécula (Barreiros et al. 2006). Os compostos fenolicos sdo
efetivos na prevengdo de doengas cardiovasculares (Pozzi 2007) e apresentam atividade
antitumoral, antiinflamatoria, antiviral e antimutagénica (King & Young 1999, Yang et al.
2001).

As macroalgas, por viverem no ambiente marinho, que ¢ rico em ions sulfato, cloreto,
brometo e iodeto, possuem alta capacidade em sintetizar substancias halogenadas e sulfatadas.
As algas vermelhas sdo mais eficientes na producao destes compostos quando comparadas as

algas verdes e pardas, sendo altamente eficientes na producao de polissacarideos sulfatados
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(agar e carragenana) (Carvalho & Roque 2000). No entanto, poucos trabalhos na literatura sao
encontrados com relacdo a compostos fendlicos em algas vermelhas, principalmente para o
género Gracilaria.

Carvalho & Roque (2000) realizaram uma revisdo bibliografica com relacao a
ocorréncia de fenois halogenados e/ou sulfatados em espécies de algas vermelhas, pardas e
verdes. Entretanto, nenhuma espécie do género Gracilaria foi citada nesta revisdo. Novoa et
al. (2001) avaliaram a atividade antioxidante de Bryothamnion triqguetum (S.G. Gmel.) M.
Howe e os possiveis compostos fendlicos relacionados a esta atividade, e observaram a
presenca dos acidos trans-cinamico, p-cumarico e ferulico no extrato aquoso da espécie.

Com relagdo as espécies do género Gracilaria, Yoshie et al. (2000) estudaram a
distribuicdo de catequinas em algas vermelhas, verdes e pardas coletadas no Japao e
observaram a ocorréncia de epigalocatequina e epigalocatequina galato em G. fextorii. Os
trabalhos realizados por Zhang et al. (2007) e Zubia et al. (2007) tiveram como objetivos
verificar a atividade antioxidante e o conteudo de compostos fendlicos totais no extrato de
varias espécies. Os autores observaram que os extratos de G. gracilis, G. lemaneiformis
(Bory) Grevil., G. textorii, G. vermiculophylla (Ohmi) Papenf., G. bursa-pastoris (S.G.Gmel.)
P.C.Silva, G. caudata J. Agardh, G. cornea J. Agardh, G. cylindrica Borgesen e G. tikvahiae
McLachlan apresentavam baixa atividade antioxidante e conteido de compostos fenolicos
totais quando comparados a outras espécies de algas vermelhas, verdes e pardas. A fragdo éter
de petroleo do extrato de G. edulis (G.S.Gmel.) P.C.Silva apresentou alto conteudo de
compostos fenolicos (16,26 mg equivalentes de acido galico/g extrato) comparativamente a

outras espécies de algas vermelhas.

1.3 - Estudos ecofisiologicos em espécies de Gracilaria

A produtividade de um sistema de cultivo de macroalgas marinhas pode ser controlada
por processos fisiologicos, bem como por fatores bidticos e abidticos que podem influenciar o
seu metabolismo. Com 1isso, a caracterizagdo fisioldgica de espécies que apresentam
importancia econdmica, como as espécies do género Gracilaria ¢ um requisito fundamental,
uma vez que as informacdes obtidas auxiliardo na selecao de locais e métodos adequados para
os cultivos em média e larga escala. A determinacdo dos limites de tolerancia e dos valores
Otimos para o crescimento frente a diferentes fatores ainda contribui para a compreensao dos
padrdes de distribui¢do e ocorréncia de uma determinada espécie (Lobban & Harrisson 1994).
Fatores como temperatura, salinidade irradidncia e disponibilidade de nutrientes sdo
determinantes do crescimento e produtividade de uma populacao, bem como de sistemas de
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cultivo, uma vez que estao envolvidos nos processos fotossintetizantes (Kirst 1989, Lee et al.
2007).

Dentro deste contexto, o cultivo de macroalgas marinhas em laboratorio torna-se uma
importante ferramenta, uma vez que os fatores citados acima podem ser manipulados e
controlados, o que permite avaliar seus efeitos no desempenho vegetativo e reprodutivo de
uma espécie. Yokoya & Oliveira (1993) enfatizaram a necessidade de estudar a influéncia
destes fatores em diferentes fases do desenvolvimento da alga, como por exemplo, em
plantulas derivadas da germinacao de esporos e em individuos adultos, uma vez que ambas as
fases apresentam respostas distintas com relagcdo aos limites de tolerancia e dos valores 6timos
de crescimento.

Yokoya e Oliveira (1993) estudaram a influéncia da temperatura no crescimento de
plantulas derivadas da germinacao de carpdsporos e de tetrasporos em algumas espécies do
género Gracilaria coletadas em diferentes regides subtropical e temperada da América do Sul
(tabela 2). As plantulas derivadas da germinacdo de carpésporos de G. caudata (Ubatuba, SP)
toleraram temperaturas de 14 a 30°C, tendo seu 6timo de crescimento a 30°C. Ja as plantulas
derivadas da germinacdo de tetrasporos ndo sobreviveram a temperaturas iguais e inferiores a
18°C e seu crescimento maximo ocorreu a 26°C. Para G. chilensis C.J. Bird, McLachlan &
E.C. Oliveira (proveniente do Chile), foi observado que as plantulas derivadas da germinacgao
de carposporos toleraram temperaturas entre 14 e 26°C, nao sobrevivendo a 30°C, e o 6timo
de crescimento foi observado a 18 e 22°C. As plantulas derivadas da germinacdo de
carposporos de G. verrucosa (proveniente da Argentina) apresentaram ampla tolerancia a
diferentes temperaturas (14 a 30°C), tendo seu 6timo de crescimento a 26°C. Ordufia-Rojas &
Robledo (1999) observaram que a combina¢do das temperaturas de 25 e 28°C e baixos niveis
de irradiancia (10, 25 e 50 pmol de fotons.m™.s™) foram as condi¢des Otimas para o
crescimento de plantulas derivadas da germinacao de carposporos de G. cornea.

Com relacdo aos efeitos da variagdo de salinidade (tabela 2), foi observado que
plantulas derivadas da germinacdo de carpdsporos de G. caudata toleraram limites mais
amplos de salinidade (20 a 55 ups) quando comparados as plantulas derivadas da germinagao
de tetrasporos (30 a 55 ups) (Yokoya & Oliveira 1993). Para Gracilaria sp. foi observado que
as plantulas derivadas da germinagdo de carpdsporos toleraram variacdo de salinidades entre
25 e 45 ups, e tiveram melhor desenvolvimento nas salinidades de 30 a 40 ups (Yokoya &
Oliveira 1993).

Estudos realizados com plantas adultas evidenciaram que a temperatura ¢ um fator
limitante para a distribuicdo das espécies e que os Otimos de crescimento geralmente sdo

caracteristicos do local onde as espécies sdo encontradas (tabela 3). Yokoya & Oliveira
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(1992a) observaram que Gracilaria cornea ¢ G. caudata coletadas no Brasil apresentaram
valores Otimos para o crescimento nas temperaturas de 26 e 30°C, diferentemente de G.
chilensis e G. verrucosa que apresentaram o maior crescimentos a 22°C, apresentando
branqueamento do talo a 30°C. Para G. gracilis ¢ G. aculeata (Hering) Papenf., ambas as
espécies coletadas na Africa do Sul, as maiores taxas de crescimento foram observadas
quando submetidas a temperatura de 22°C (Wilson & Critchley 1997). Raikar et al. (2001)
observaram que espécies de Gracilaria coletadas no Japio, Malasia e India apresentaram
valores 6timos para o crescimento em diferentes temperaturas, sendo que as espécies
coletadas no Japao apresentaram maior crescimento a 20°C enquanto que espécies coletadas
na India e Malasia tem seus 6timos de crescimento a 25 e 30°C. Gracilaria chorda Holmes e
G. verrucosa coletadas na Korea apresentaram maiores taxas de crescimento nas temperaturas
de 17, 25 e 30°C, sendo que o crescimento 6timo ocorreu na temperatura de 25°C (Choi et al.
2006). Foi observado que o crescimento o6timo de G. chorda coletada no Japao ocorreu entre
as temperaturas de 18 a 24°C (Kakita & Kamishima 2006). Para os morfos de coloragao
vermelha de G. birdiae coletados nos Estados do Ceara e Espirito observou-se que o morfo
proveniente do Ceara apresentou melhor desempenho a 32,7°C quando comparado ao morfo
proveniente do Espirito Santo, e a resposta foi inversa a 17,9°C, sugerindo uma possivel
diferenciagdo ecotopica (Ursi 2005).

A salinidade ¢ outro fator que interfere nos processos biologicos, afetando a
osmorregulacdo e a concentracdo de ions. Desta forma, este pardmetro tem um papel
determinante na distribuicao das macroalgas em diversos ambientes (tabela 3), bem como na
selecdo de locais para a implantacdo de cultivos comerciais. Yokoya & Oliveira (1992b)
observaram que Gracilaria caudata e Gracilaria sp. toleraram uma ampla variacdo na
salinidade (10 a 60 ups) e tiveram seus O0timos de crescimento a 35 ups. Gracilaria gracilis €
G. aculeata nao toleraram salinidades de 5 ups e tiveram crescimento lento a 15 ups. O
crescimento O0timo ocorreu a 35 ups para G. aculeata e a 30 ups para G. gracilis (Wilson &
Critchley 1997). Para Gracilaria spp. coletadas no Japdo, India e Malasia foi observada a
morte dos explantes na salinidade de 10 ups, crescimento lento a 15 ups e Otimo de
crescimento a 25 ups. Em salinidades acima de 25 ups foi observado o decréscimo da taxa de
crescimento (Raikar et al. 2001). Gracilaria chorda e G. verrucosa toleraram salinidades de 5
a 35 ups, tendo seu crescimento 6timo a 25 ups (Choi et al. 2006).

A irradidncia afeta a fotossintese e por conseqiiéncia o crescimento das espécies de
algas marinhas bentonicas. As espécies de Gracilaria estdo distribuidas em uma ampla
variedade de habitats, ocorrendo desde dguas oceanicas até estudrios. Gracilaria gracilis teve

suas maiores taxas de crescimento quando submetidas a irradiancia de 170 pmol de fétons.m"
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257! diferentemente de G. aculeata que teve as maiores taxas de crescimento sob irradiancia

de 70 pmol de fotons.m™.s' (Wilson & Critchley 1997). Gracilaria chorda apresentou
maiores taxas de crescimento em irradidncias de 60 a 120 pmol de fotons.m™.s™, tendo seu
crescimento reduzido quando cultivada sob irradidncia de 20 e 40 pmol de fotons.m™.s™
(Kakita & Kamishima 2006). Experimentos em laboratério relacionados aos morfos
pigmentares de Gracilaria spp. e irradiancia demonstraram que as taxas de crescimento dos
morfos de cor de G. birdiae provenientes de populacdes do Ceara e do Espirito Santo foram
diferenciadas quando cultivados em irradidncias de 100 e 200 pmol de fotons.m™.s™ (Ursi
2005).

Os niveis de nutrientes sdo fatores limitantes para o crescimento das algas marinhas
bentonicas, onde o nitrogénio ¢ considerado o principal nutriente limitante (Hanisak 1990,
Lee et al. 2007), e a captacao deste elemento pode ser limitada por diversos parametros
ambientais, tais como temperatura e salinidade (Wilson & Critchley 1997). O crescimento de
estagios reprodutivos de Gracilaria birdiae foi avaliado em laboratorio por Ursi & Plastino
(2001) em dois meios de cultura comumente utilizados para o cultivo de macroalgas
marinhas: Provasoli e von Stosch. Gamet6fitos masculinos e tetraspordfitos tiveram
crescimento superior em meio Provasoli enquanto que os gametofitos femininos tiveram
crescimento superior em von Stosch, sugerindo que os estagios reprodutivos apresentam
necessidades nutricionais distintas (Ursi & Plastino 2001). Em gameto6fitos femininos do
morfo vermelho de G. birdiae provenientes do Ceard e Espirito Santo foram observadas taxas
de crescimento superiores quando cultivadas em von Stosch 12,5% e 25% comparativamente
as concentragdes de 50%, 75% e 100% (Ursi 2005). Gametofitos femininos dos morfos verde
e vermelho de G. cornea apresentaram maiores taxas de crescimento em von Stosch 12,5%
quando comparada a concentragdo de 25% (Ferreira et al. 2006). Gametofitos femininos
vermelhos de G. domingensis também apresentaram maiores taxas de crescimento quando

cultivadas em von Stosch 12,5% e 25% (Ferreira 2008).
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Tabela 2: Valores 6timos de temperatura e salinidade para o desenvolvimento de plantulas derivadas da
germinacgdo de carpdsporos de espécies do género Gracilaria.

Local de Temperatura Salinidade

Espécie Procedéncia coleta (°O) (ups) Referéncia

Ubatuba, SP, Regido entre-

G. caudata Brasil mareés 30 20-40 Yokoya & Oliveira (1993)
Puerto  Madrin,

G. verrucosa  Argentina - 26 - Yokoya & Oliveira (1993)

G.chilensis Rio Tubul, Chile - 18 ¢22 - Yokoya & Oliveira (1993)
Araruama, RJ,

Gracilaria sp. Brasil Lagoa 30-40 Yokoya & Oliveira (1993)

Orduna-Rojas & Robledo
G. cornea Yucatan, México Infralitoral 25¢28 - (1999)

-: Dados ausentes
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Tabela 3: Valores 6timos de temperatura e salinidade para o desenvolvimento de plantas adultas de espécies do género Gracilaria.

Temperatura  Salinidade

Espécie Procedéncia Local de coleta (°O) (ups) Referéncia
G. cornea Natal, RN, Brasil Regido entre-marés 26 e 30 - Yokoya & Oliveira (1992a)
G. caudata Ubatuba, SP, Brasil Regido entre-marés 26 ¢ 30 35 Yokoya & Oliveira (1992a, b)
G.chilensis Rio Tubul, Chile - 22 - Yokoya & Oliveira (1992a)
G. verrucosa Puerto Madrin, Argentina - 22 - Yokoya & Oliveira (1992a)
Gracilaria sp. Araruama, RJ, Brasil Lagoa - 35 Yokoya & Oliveira (1992b)
G. gracilis Luderitz, Namibia, Africa do Sul Regido entre-marés 22 30 Wilson & Critchley 1997

Balm Beach, KwaZulu-Natal, Franja inferior da

G. aculeata Africa do Sul regido entre-marés 22 35 Wilson & Critchley 1997
G. vermiculophylla Nagasaki, Japao Regido entre-marés 25 15 Raikar et al. (2001)
G. arcuata Zanardini ~ Nagasaki, Japao Regido entre-marés 20 25-30 Raikar et al. (2001)
G. incurvata Okamura Nagasaki, Japao Regido entre-marés 25 30 Raikar et al. (2001)
G. textorii Nagasaki, Japao Regido entre-marés 20 20-30 Raikar et al. (2001)
G. lichenoides Penang, Malésia Regido entre-marés 30 25 Raikar et al. (2001)
G. edulis Mandapam, India Regido entre-marés 30 30 Raikar et al. (2001)
G. follifera (Forssk.) ’
Borgesen Gopnath, India Regido entre-marés 25 30 Raikar et al. (2001)
G. corticata J. Agardh Diu, India Regido entre-marés 25 25 Raikar et al. (2001)
G. verrucosa Ihoijin Jangheung, Korea Regido entre-marés 25 15-25 Choit et al. (2006)
G. chorda Thoijin Jangheung, Korea Regido entre-marés 25 25 Choi et al. (2006)
G. chorda Tokushima, Japao Regido entre-marés 18 ¢ 24 - Kakita & Kamishima 2006

-: dados ausentes
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1.  OBJETIVOS

Tendo em vista o exposto, o presente trabalho buscou conhecer a dinamica populacional
de Gracilaria domingensis em seu limite sul de distribuigdo, bem como avaliar a variagao
sazonal de alguns metabdlitos secundarios com atividade antioxidante e avaliar os efeitos de
fatores ambientais no desenvolvimento de plantulas derivadas germinagdo de carposporos e
de tetrasporos e de tetrasporofitos adultos em laboratorio.

Para atingir o objetivo geral, foram delineados alguns objetivos especificos:

1. Caracterizar a variagao fenologica da populacao ao longo de dois anos;

2. Determinar sazonalmente os perfis carotenoidico e fendlico, conteido de flavonoides
totais e a atividade antioxidante de extratos organosolventes de espécimes pertencentes a
diferentes estadios reprodutivos;

3. Avaliar os efeitos da temperatura, salinidade, irradiancia e nutrientes no desenvolvimento
de plantulas originadas da germinagdo de carposporos e de tetrasporos, bem como no
desenvolvimento de tetrasporofitos adultos;

4. Avaliar os efeitos de nutrientes e irradidncia no acimulo de pigmentos fotossintetizantes,
de carotendides e de proteinas soliveis totais em tetrasporofitos adultos cultivados em

laboratorio.
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IIl. MATERIAL E METODOS

3.1 - Area de estudo

A praia da Lagoinha estd localizada no municipio de Florianopolis, Santa Catarina,
Brasil (27°35” S e 48°33” W) (Figura 6). Este municipio apresenta-se dividido em duas Baias
(Baias Norte e Sul), com uma area superficial de 430 km? e 50 km de comprimento (PMF
2010). A area caracteriza-se pela presenca de grande disponibilidade de substrato rochoso. O
lado da Ilha que fica voltado para o Atlantico apresenta declive ingreme, com planicies
bastante reduzidas, formando dunas e praias extensas. No lado voltado para oeste o declive ¢
menos acentuado, formando planicies cujas dguas drenam para as Baias da Ilha. As planicies
arenosas sao contornadas por costdes rochosos e sofrem influéncia de rios com nascentes em
morros proximos (Cruz, 1998). As planicies arenosas voltadas para a Baia Norte apresentam
sedimentos compostos de areia média a cascalhos, enquanto a voltada para a Baia Sul contém
sedimentos que variam de areias finas a cascalhos (Horn-Filho et al. 2000).

O regime de marés na regido ¢ do tipo micromarés, com 0,83 m de amplitude média
para as mar¢s de sizigia e 0,15 m para as marés de quadratura, sendo os ventos predominantes
de N-NE seguidos pelos de maior intensidade, de S-SE, mais freqiientes e intensos durante o
inverno (Cruz, 1998).

Através da andlise de imagens de temperatura e concentracao de clorofia na superficie
do mar obtidas através de um sensor MODIS, Pereira et al. (2009) observaram que a
distribui¢do superficial da temperatura na plataforma continental catarinense ¢ mais
homogénea no verdo e que o outono e o inverno sdo caracterizados por apresentar menores
valores de temperatura e maiores valores de clorofila devido a presencga da frente costeira do
Rio da Prata. Fenomenos de ressurgéncia foram observados ao sul da Ilha de Santa Catarina
nos meses de novembro, janeiro e fevereiro.

Biogeograficamente a regido estd posicionada na provincia temperada quente (Horta et
al. 2001), com a flora caracterizada pelo predominio de algas vermelhas, destacando-se as
populagdes de Sargassum e Pterocladiella como as mais abundantes na franja inferior da

regido entre marés (Bouzon 2005).
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Figura 6: Mapa do municipio de Floriandpolis com a localizagdo da Praia da Lagoinha
(em vermelho no mapa) (Horn-Filho 2002).

3.2 - Estudo fenologico e avaliacdo dos parametros ambientais

A fim de caracterizar os estaddios do historico de vida da populagdo de Gracilaria
domingensis em seu limite sul de distribui¢do foi selecionada a praia da Lagoinha, onde foram
coletados aleatoriamente ramos de 20 espécimes, durante o periodo de maio/2008 (outono) a
janeiro/2010 (verdo) (tabela 4), amostrando em todas as épocas do ano, com excecdo da coleta
de primavera/2009, que devido as condicdes adversas do tempo ndo foi possivel coletar as
macroalgas. A area amostral foi delimitada por uma transec¢ao de 10 m de comprimento
paralela a linha da costa e por uma perpendicular de 5 m de comprimento. Dentro desta
unidade amostral, realizou-se a amostragem considerando coordenadas aleatérias do
respectivo eixo cartesiano (figura 7). Quando representantes da populagdo ndo foram
observados no ponto sorteado, amostrou-se o espécime mais proximo.

A populagcdo de Gracilaria domingensis cresce na regido entre-marés € por este
motivo, as coletas foram realizadas em periodos de maré baixa, de acordo com a tdbua de
marés para o Porto de Floriandpolis. As coletas foram realizadas entre 8 e 10 h da manha.

No laboratoério, as algas foram separadas segundo os estadios do histérico de vida com
o auxilio de lupa e quando necessario cortes a mao livre foram feitos para analise em
microscopio Optico. Em seguida, foi realizada a biometria de cada espécime (comprimento do

maior ramo ¢ massa fresca).
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Exemplares de cada coleta foram depositados no Herbario SP, do Instituto de Botanica
do Estado de Sao Paulo, cujos dados (nimero de acesso, data de coleta e estagdo do ano)

foram apresentados na tabela 4.

Figura 7: Area de coleta na Praia da Lagoinha, Florianopolis, SC (A e B), com esquema
ilustrativo da unidade amostral (A) e aspecto geral da populacdo de Gracilaria domingensis
no local de coletas (C e D) (Fotos: F. Ramlov).
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Tabela 4: Relacao das estagdes do ano e datas de coletas de Gracilaria domingensis na Praia
da Lagoinha, Florianopolis, SC e os numeros de acesso dos exemplares depositados no
Herbario SP, Instituto de Botanica, SP.

Numero de acesso ao

Estacdo do Ano  Data de coleta Herbario SP

Outono 20/05/2008 SP 400835
Inverno 23/07/2008 SP 400836
Primavera 14/10/2008 SP 400837
Verio 15/01/2009 SP 400838
Outono 12/05/2009 SP 400839
Inverno 24/07/2009 SP 400840
Primavera 16/10/2009 *

Verio 18/01/2010 SP 400885

*: as algas ndo foram coletadas

Para a avaliagdo dos parametros fisico-quimicos da agua, foram analisados o O;
dissolvido (Oximetro WTW Oxi 3151), pH (pHmetro WTW 330i/SET), temperatura
(termometro de mercurio 0,5° C de precisdo), salinidade (refratdmetro SZJ- S10 ATC) e os
nutrientes dissolvidos na dgua do mar (ortofosfato, nitrato e N-amoniacal). Para a analise dos
nutrientes da 4gua do mar, as amostras foram acondicionadas em garrafas plasticas estéreis e
armazenadas com gelo durante o transporte ao laboratério. No laboratério, a agua do mar foi
filtrada em filtro GF-52C (Schleicher & Schuell) e congelada para posterior andlise. As
amostras de agua do mar foram analisadas no Laboratorio de Ficologia (CCB-UFSC) segundo
metodologia proposta por Grasshoff ef al. (1983). Essas andlises foram realizadas com a
colaboracao da Dra. Alessandra Fonseca.

Para avaliacdo dos parametros ambientais, dados relacionados a insolagao total mensal
(horas de brilho solar), precipitagdo pluviométrica total mensal (mm), nimero total de dias de
chuva por més (NDC), média mensal da temperatura minima e méxima absoluta (°C) e média
mensal da velocidade dos ventos (ms) foram solicitados e gentilmente cedidos pelo Centro de
Informagdes de Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia (CIRAM) da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI). Todos os dados foram
coletados na estagdo meteoroldgica de Floriandpolis, com excecdo da insolacdo total mensal,
onde a estacdo estd localizada no municipio de Sao José (grande Florianopolis). Os dados
relacionados a maré¢ baixa mensal foram baseados no numero de dias no més de coleta que a

mar¢ esteve menor do que 0,2, de acordo com a tdbua de marés para o Porto de Florianopolis.
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3.3 — Material biologico

O material bioldgico utilizado para extracdo de carotendides e compostos fenolicos
foram tetraspordfitos, gametofitos femininos com cistocarpos e gametdfitos masculinos de
Gracilaria domingensis. Na populacdo de G. domingensis da praia da Lagoinha nao foi
observada a existéncia dos morfos pigmentares desta espécie, que sdo geralmente encontrados
nas populacdes que ocorrem na regido nordeste do Brasil. Os individuos coletados

apresentavam coloracdo que variavam de vermelho a marrom-avermelhado.

3.4 — Preparo das amostras e relacdo massa fresca/massa seca

Apos a remocgao dos epibiontes, os espécimes de um mesmo estadio reprodutivo foram
lavados em agua destilada, reunidos, picados e homogeneizados. Deste homogeneizado foram
feitas sub-amostras de 1 g (massa fresca). Em seguida, as amostras foram congeladas a —20°C
para posterior extracdo e andlise do conteido de carotendides, compostos fenodlicos,
flavonoides e da atividade antioxidante que foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr.
Marcelo Maraschin, CCA, UFSC.

O extrato para quantificacdo destes compostos foi sempre preparado a partir de 1 g
(massa fresca) para 10 mL de solvente extrator. As anélises dos conteudos de carotenoides,
compostos fendlicos e flavondides foram realizadas em triplicata.

Para a obtencao da relagao massa fresca/massa seca (MF/MS), em cada coleta foram
selecionadas 3 amostras de 1 g de cada estadio reprodutivo, que foram colocados em pacotes
de aluminio abertos, dentro de uma estufa a 60°C por 48 horas. Posteriormente, a massa seca
das amostras foi novamente determinada.

O valor obtido para a relagdo MF/MS ¢ apresentado na tabela 5. Estes valores foram
utilizados para converter unidades entre massa fresca e massa seca utilizados no presente

trabalho.
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Tabela 5: Relagdo massa fresca/massa seca (MF/MS) dos estadios reprodutivos de Gracilaria
domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianopolis,
SC), no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média +
desvio padrao (n=3).

Relagao MF/MS

Ano 1 Ano 2

Outono Inverno Primavera Verdao | Outono Inverno Verao
2008 2008 2008 2009 2009 2009 2010

0,121+ 0,116+ 0,101+ 0,100+] 0,125+ 0,113+ 0,101 +
0,008 0,012 0,005 0,008 0,005 0,004 0,008
Gametofito feminino 0,107+ 0,087+ 0,103+ 0,105+] 0,110+ 0,090+ 0,101 +

Tetrasporofito

com cistocarpo 0,004 0,008 0,004 0,004 | 0,006 0,004 0,006
Gametofito masculino 0,087+ 0,099+ 0,100+ 0,086+ 0,104 +
- 0,008 0,005 0,002 - 0,005 0,003
P 0,100 +
Nao-fértil i i sk 0,002 i i i

* - individuos ausentes
** _ biomassa insuficiente (n = 1)

3.5 - Extracdo e quantificacdo de carotendides

As amostras foram preparadas segundo Aman et al. (2005), com modificagdes.
Amostras de cada estddio do historico de vida de Gracilaria domingensis foram
primeiramente dessalinizadas pela adicdo de formiato de aménio 0,5 M por 30 segundos,
seguida por trés lavagens com agua destilada. As amostras (aproximadamente 1g — massa
fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido e maceradas com o auxilio de bolinhas de
vidro, em 10 mL de solugdo hexano:acetona (50:50, v/v), contendo 100 mg.L™' de BHT (butil-
hidroxi-tolueno). Ap6s a maceragdo, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em
camara escura, filtradas sob vacuo e o solvente evaporado sob fluxo de N, gasoso. O extrato

recuperado foi ressuspenso em 3 mL de hexano e submetido a saponificacao.

3.5.1 - Saponificagcao

A saponificacao foi realizada através da adigao de 100 pL da solugdo metandlica de
hidréxido de potassio 10% a 1 mL de extrato, durante trés horas, a temperatura ambiente e em
local protegido da luz. Apos este periodo, as amostras foram lavadas em funil de separacao
(por quatro vezes com agua ultrapura). A fracdo remanescente foi transferida para frasco
ambar, seguido da remocgao do solvente sob fluxo de N, gasoso e ressuspensdao em 100 pL de
hexano:acetona (50:50, v/v), contendo 100 mgL"' de BHT para ser analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

25



3.5.2 - Detecc¢io de carotendides por CLAE

Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram analisadas em cromatégrafo liquido
(Shimzadu LC — 10A), equipado com coluna de fase reversa C;s (Vydac 201TP54, 25 cm x
4,6 mm O interno) e pré-coluna (Vydac 218GK54, 5 um) e detector espectrofotométrico UV-
visivel (UV-vis) operando em 450 nm. A eluicdo utilizou metanol: acetonitrila (90:10, v/v)
como fase movel, fluxo de 1 mL.min". A identificacdo dos compostos de interesse foi
realizada através de comparagao com os tempos de retencdo dos compostos padrdes (luteina,
zeaxantina, } e a-caroteno, Sigma), sob as mesmas condi¢des experimentais. A identificacao
de B-criptoxantina foi feita tentativamente por comparagdo com outros trabalhos que
analizaram a composicao de carotenoides por RP-HPLC-UV-vis em condi¢gdes semelhantes as
utilizadas no presente trabalho (Scott & Eldridge 2005, Hulshof ef al. 2007). A quantifica¢ao
dos carotenoides foi feita utilizando-se curva padrio externa de luteina (2,5 a 50 pg.mL™ - r* =
0,99; y = 7044x) e B — caroteno (0,01 a 5 pg.mL™'- r* = 0,99; y = 1019x) e considerou a area
dos picos de interesse para efeito dos calculos de concentracdo, sendo que os valores

apresentados correspondem a média de 3 injegdes por amostra. A concentracdo de

carotenoides foi expressa em pug por g de massa seca.

3.6 - Extracdo e quantificacdo de compostos fendlicos

Amostras de cada estadio do histérico de vida de Gracilaria domingensis foram
dessalinizadas e lavadas como descrito no item 3.5. As amostras (aproximadamente 1g —
massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido, e maceradas com o auxilio de bolinhas
de vidro com solugdes (10 mL) de metanol 80% (MeOH 80%), ou metanol 80% acidificado
pela adicdo de acido cloridrico 1% (MeOH 80% — HCI 1%, v/v) ou dgua. Ap6s a maceragao,
as amostras foram mantidas sob agitagdo por 2 horas no escuro. Em seguida, as amostras
foram filtradas sob vacuo. O extrato recuperado foi submetido a espectrofotometria UV-vis

(Hiatachi U-1800) para determinagdo do perfil espectral de varredura (190-750 nm).

3.6.1 - Determinacgdo do conteudo de compostos fendlicos totais

A determinagdo do conteudo de compostos fenolicos totais foi feita de acordo com a
metodologia descrita por Rhandir ez al. (2002). Em um tubo de ensaio, foi adicionado 1 mL
do extrato metandlico (metanol 80%, devido a sua maior eficiéncia de extracdo) de cada

amostra e 5 mL de metanol 95%, seguido de agitacdo no vortex. Dessa solugdo, foi retirado 1
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mL e a este adicionaram-se 5 mL de agua ultrapura, 1 mL de etanol 95% e 0,5 mL do reativo
de Folin- Ciocalteu, seguido de agitacdo e repouso de 5 minutos. Apds, foi adicionado 1 mL
de carbonato de sddio 5% (p/v), seguido de agitacdo e repouso de 1 hora em camara escura.
Em seguida procedeu-se a leitura das amostras a 725 nm em espectrofotdmetro UV-vis
(Hiatachi U-1800). A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi feita a partir da curva
padrio de 4cido galico (50 a 800 pg.mL' — r* = 0,99; y = 1,254x). As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em pg de acido galico por g de massa
seca.

A quantificagdo de compostos fenolicos totais ¢ comumente realizada pela utilizagao
do reativo de Folin-Ciocalteau. O reativo de Folin-Ciocalteau consiste da mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidacao (cor
amarela); porém, na presenca de certos agentes redutores, como os compostos fenolicos,

formam-se os chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis (Huang et al. 2005).

3.6.2 - Detecgdo de compostos fendlicos por CLAE

Para uma melhor resolucdo do perfil espectral da CLAE, as amostras foram
submetidas a um procedimento de clean-up, previamente a analise cromatografica. Para tal,
um cartucho de extracdo em fase solida de fase reversa (SPE-C;g, 3mL - J.T. Baker) foi
condicionado com 3 volumes de hexano e metanol, sequencialmente. Em seguida, 3 mL do
extrato metandlico foram adicionados ao cartucho, permanecendo por 5 minutos em contato
com o mesmo. A eluicdo das amostras foi realizada pela adi¢gdo de 3 mL de metanol 80%,
acidificado pela adi¢do de acido cloridrico 1% (v/v). Aliquotas (20 uL) de cada amostra
foram analisadas em cromatégrafo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado com coluna Cig
(Shim-Pack CLC-ODS, 25 cm x 4,6 mm & interno) e detector espectrofotométrico UV-vis
operando em 280 nm. A elui¢do utilizou dgua: acido acético: m-butanol (350: 1: 10, v/v/v)
como fase movel, com fluxo de 0,8 mL.min" e a identificacdo dos compostos de interesse foi
realizada através de co-cromatografia e comparagdo com os tempos de retencao dos
compostos padrdes (acido galico, epicatequina, galocatequina - Sigma), sob as mesmas
condi¢gdes experimentais. A quantificagdo dos compostos fendlicos utilizou curva padrao
externa de galocatequina (2,5 a 200 pg.mL™" - r* = 0,99; y = 795,09x) e considerou a area dos
picos de interesse para efeito dos calculos de concentragdo, sendo que os valores apresentados
correspondem a média de 3 injecdes por amostra. A concentracao de compostos fenolicos foi

expressa em pg por g de massa seca.
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3.7 - Determinacdo do conteudo de flavondides totais

A determinagao do conteudo de flavonoides totais foi feita de acordo com Zacarias et
al. (2007), com modificacdes. Amostras de cada estadio do histérico de vida de Gracilaria
domingensis foram dessalinizadas e lavadas como descrito no item 3.5. As amostras
(aproximadamente 1g — massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido, ¢ maceradas
com o auxilio de bolinhas de vidro, em 10 mL de etanol e foram mantidas em repouso (1
hora) em camara escura. O extrato foi filtrado sob vacuo e o solvente foi rotaevaporado. O
extrato recuperado foi ressuspenso em 10 mL de metanol. Uma aliquota de 0,5 mL de cada
extrato foi utilizada para a determinagao do contetdo de flavonoides totais, na presenga de 0,5
mL de solucdo de cloreto de aluminio (2% em metanol) e 2,5 mL de etanol. Apds repouso de
1 hora, fez-se a leitura a 420 nm em espectrofotometro UV-vis (Hiatachi U-1800). A
quantificagdo dos flavonodides foi feita a partir da curva padrdo de quercetina (0,5 a 100
pg.mL! — ¥ =0,99; y = 0,009x). As anélises foram realizadas em triplicata e os resultados
foram expressos em pg de quercetina por g de massa seca.

A complexagdo dos flavonodides com metais, como o ion Al3+, ¢ uma técnica
comumente empregada no estudo dos flavonoides. Os deslocamentos batocromicos causados
pela formagdo do complexo AI’" - flavonodide podem ser observados no espectro UV-vis

(Deng & Van Berkel 1998).

3.8 - Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos

3.8.1 - Inibigdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

A fim de avaliar a capacidade antioxidante, o extrato metanolico foi submetido ao
teste do DPPH’. Este modelo ¢ baseado na capacidade do radical livre estavel 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil em reagir com substincias doadoras de hidrogénio (DPPH* + AH — DPPH-H +
A®), incluindo compostos fenolicos (Roginsky & Lissi 2005), sendo um método amplamente
utilizado e relativamente rapido quando comparado a outras técnicas (Sanchez-Moreno ef al.
1998, Mensor et al. 2001). O consumo de DPPH® ¢, portanto, um indice para estimar a
capacidade antioxidante na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio
espectrofotométrico, a absorbancia a 517 nm diminui como resultado de uma alteragdo na
coloragdo, de violeta para amarelo, uma vez que o radical ¢ capturado por antioxidantes
presentes no extrato através da doacdo de um atomo de H para formar a molécula estavel

DPPH-H (Espin et al. 2000).
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A metodologia utilizada foi descrita por Kim ef al. (2002). Uma aliquota de 2,9 mL da
solugdo metandlica do radical DPPH (Sigma, 0,1 mM em metanol 80%) foi acrescida a 0,1
mL da amostra (em metanol 80%). O decréscimo da absorbancia em 517 nm foi medido em
espectrofotometro (Hiatachi U-1800) apos 30 minutos de incubacdo da amostra. O BHT foi
utilizado com padrdo. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

A atividade de seqiiestro do radical DPPH foi calculada pela equacao abaixo:

% de inibig¢do: [(Abs controle - Abs final da amostra)/ Abs controle] x 100

3.8.2 - Sistema de co-oxidagdo do f-caroteno/dcido linoléico

A atividade antioxidante do extrato organossolvente carotenoidico foi avaliada pelo
método de descoloramento do B-caroteno, induzido pelo produto de degradagao oxidativa de
um d4cido graxo (4cido linoléico), segundo procedimento descrito por Marco (1968) e
modificado por Miller (1971).

O sistema de co-oxidacdo do P-caroteno/acido linoléico simula a oxidagdo dos
componentes celulares da membrana lipidica em presenca de antioxidantes, assim como, a
capacidade de inibicdo da formacao de radicais peroxidos a partir da oxidagdo do acido
linoléico (Mata et al. 2007). Este teste de avaliagdo da atividade antioxidante consiste em
medidas espectrofotométricas da descoloracdo (oxida¢ao) do [-caroteno induzida pelos
produtos da degradagdo oxidativa do acido linoléico. O sistema B-caroteno/acido linoléico
estima a habilidade relativa de compostos antioxidantes presentes nos extratos em seqiiestrar
o radical peroxido do 4cido linoléico (LOO®), que oxida o B-caroteno presente na emulsio
(Duarte-Almeida et al. 2006). Como ndo ocorre a altas temperaturas, permite a determinago
do poder antioxidante de compostos termoldbeis e a avaliagdo qualitativa da eficacia
aintioxidante de diversos extratos (Silva et al. 1999).

Por ser um sistema constituido por uma emulsdo, ¢ considerado um sistema aquoso-
lipidico. Neste método a atividade antioxidante ¢ avaliada pela capacidade de um extrato ou
antioxidante inibir o processo de oxida¢ao do acido linol€ico, ao longo de um periodo de 2h.

Foi utilizado como substrato uma emulsdao de B-caroteno (Sigma) e acido linoléico
(Fluka). Para o preparo da emulsio 20 uL da solucio de B-caroteno (20 mg. mL’' em
cloroférmio) foram adicionados de 40 uL de 4cido linoléico, 1 mL de cloroférmio e 20 mg de
Tween 20 (Vetec). Apds homogeneizagdo e evaporagdo do cloroférmio em N, gasoso, foram

adicionados 30 mL de agua previamente saturada de oxigénio durante 30 minutos. A
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absorbancia da solugdo foi ajustada entre 0,6 ¢ 0,7 a 470 nm. Na cubeta, foram adicionados
2,7 mL desta emulsdo e 0,3 mL do extrato carotenoidico. Apds ser homogeneizada, uma
leitura inicial da absorbancia foi feita imediatamente apos a adi¢do do extrato e do padrdo ao
sistema. As cubetas foram posteriormente colocadas em banho-maria a 50°C e as demais
leituras foram realizadas a cada 15 minutos por um periodo de 2 horas. O BHT foi utilizado
como padrdo. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A atividade antioxidante foi
calculada em termos de percentual de inibicao, relativo ao controle, de acordo com a seguinte

equacao:

Ac = Abs inicial controle — Abs final controle

Aam = Abs inicial amostra — Abs final amostra

% inibicdo: Ac - Aam x 100
Ac

3.9 - Metodologia geral de cultivo em laboratorio

Neste item, serao descritos os métodos gerais de cultivo das algas em laboratdrio

utilizados nos experimentos de caracterizacao fisiologica.

3.9.1 - Coleta e esterilizacio da agua do mar

A agua do mar foi coletada na Praia do Lamberto, pelo sistema de captagdo da Base
Norte do Instituto Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo, em Ubatuba (SP). A 4gua do
mar apresentou salinidade de 32-34 ups e pH 8,0.

No laboratorio, a 4gua do mar foi filtrada em membrana Millipore AP 20 e aquecida
em banho-maria durante 60 minutos, contados a partir do momento da fervura.
Posteriormente, a 4gua do mar foi deixada resfriar até atingir a temperatura ambiente e
submetida ao banho-maria por mais 60 minutos. A agua do mar submetida a tal processo sera
referida neste trabalho como 4gua do mar esterilizada.

Em todos os experimentos relacionados a caracterizacdo fisiologica de plantulas
derivadas da germinacdo de carpdporos e de tetrasporos e de tetrasporofitos adultos de

Gracilaria domingensis foi utilizado o mesmo lote de 4gua do mar.
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3.9.2 - Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado foi 4gua do mar esterilizada enriquecida com a solugao de
von Stosch (VSES) preparada segundo Edwards (1970) com modificagdes segundo Yokoya
(1996) - reducao de 50% nas concentragdes de tiamina HCI, biotina e cianocobalamina (tabela
6). O enriquecimento foi feito em concentragdes de 2 mL de VSES (25%) por litro de agua do
mar esterilizada para a manutencdo das culturas unialgiceas. Para os experimentos de
nutrientes e irradiancia, foram utilizadas além de VSES 25%, outras duas concentragoes:

VSES 50% (4 mL.L™") e VSES 100% (8 mL.L'™).

Tabela 6: Composi¢do quimica da solugcdo de nutrientes de von Stosch (VSES) preparada
segundo Edwards (1970), com modificagdes segundo Yokoya (1996).

Componentes Concentracio para um litro de meio
NaNO;3 0,50 mM
Na,HPO,4.12H,0 30 uM
FCSO4.7H20 1 uM
MHC12.4H20 0,1 MM
Na,EDTA.2H,0 10 uM
Tiamina.HCI 0,59 uM *
Biotina 4,10 nM *
Cianocobalamina 1,0 nM *
* Concentragdo equivalente a 50% em relagdo a composi¢do original proposta por
Edwards (1970).

3.9.3 - Coleta das algas, isolamento de esporos e manutencdo das culturas unialgdceas

Espécimes férteis de Gracilaria domingensis foram coletados na Praia da Lagoinha,
Floriandpolis, SC. Os espécimes coletados foram acondicionados em frascos contendo agua
do mar filtrada e transportados em caixas térmicas até o Laboratério de Culturas de Algas e
Cianobactérias “Marilza Cordeiro Marino” do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto
de Botanica, Sdo Paulo, SP. As plantas foram lavadas em 4gua do mar esterilizada para
remog¢ao de impurezas e limpas manualmente para a retirada de epibiontes. Com o auxilio de
microscopio estereoscopico, foram selecionados segmentos saudaveis de quatro gametofitos
femininos com cistocarpos maduros e de quatro tetrasporofitos para proceder a liberagdo de
€sporos.

Para cada espécime, foram preparadas placas de Petri contendo laminas de vidro com
VSES 25% acrescida de GeO, (Img.L™"). Os segmentos do talo de gametofitos femininos com

cistocarpos e de tetrasporofitos férteis permaneceram sobre as laminas por aproximadamente
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12 horas para a liberagdo de carpdsporos e de tetrasporos, respectivamente. Apds a liberagao,
os segmentos foram removidos e as laminas que apresentavam a maior quantidade de esporos
fixados foram selecionadas para os experimentos.

Ao final do experimento (item 3.10), as plantulas foram retiradas das laminas e
cultivadas com VSES 25% durante todo o periodo de cultivo. A troca do meio de cultura foi
realizada semanalmente. Foram utilizados frascos com boca larga (6 x 8 cm — didmetro x
altura, volume de 100 mL). Estes frascos foram vedados com filme de PVC transparente.
Toda a vidraria utilizada foi autoclavada a 121°C durante 30 minutos e os instrumentos
utilizados no manuseio das algas foram esterilizados em etanol 70% e flambados.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, as culturas foram mantidas nas seguintes
condi¢des: temperatura média de 22+2°C, 34 ups, fotoperiodo de 14 h, irradiancia de 70 a 80
umol de fotons.m™.s™ fornecida por lampadas fluorescentes “luz do dia” (Philips 40 W),
dispostas horizontalmente acima dos frascos de cultura. A irradiancia foi mensurada com um
sensor esférico sub-aquatico submerso na dgua, Li-COR (LI 193SA) conectado a um medidor

de quanta Li-COR (LI-185).

3.10 - Efeitos da temperatura, salinidade, irradidncia e nutrientes no
desenvolvimento de plintulas e tetraspordfitos adultos

O procedimento para obtencdo dos esporos para o inicio dos experimentos foi
realizado de acordo com o descrito no item 3.9.3.

A agua do mar utilizada para estes experimentos foi proveniente de um unico lote para
uma padronizagao e esterilizada conforme o item 3.9.1.

Para os experimentos com plantulas, foram avaliadas quatro temperaturas (15, 20, 25 ¢
30°C), doze salinidades (de 5 a 60 ups, em intervalos de 5 ups) e trés concentracdoes de VSES
(25%, 50% e 100%) combinados com trés niveis de irradidncia (50, 100 e 150 pumol de
fotons.m™.s™"). Para os experimentos com tetrasporéfitos adultos foram avaliadas quatro
temperaturas (15, 20, 25 e 30°C), seis salinidades (de 10 a 60 ups, em intervalos de 10 ups) e
duas concentragdes de VSES (25% e 50%) combinados com dois niveis de irradiancia (50 e
100 ¢ pmol de fotons.m™.s™). As demais condi¢des experimentais foram as mesmas utilizadas
para a manuteng¢do das culturas unialgaceas (item 3.9.3).

O experimento com diferentes temperaturas foi realizado em camaras de cultivo
(Fanem — 347CDG). Para o experimento de salinidade, o método de congelamento e
descongelamento proposto por Yokoya & Oliveira (1993) foi utilizado para obtencdo das

diferentes salinidades testadas.
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Nos experimentos com plantulas, os efeitos da temperatura e salinidade foram testados
com trés repeticdes simultaneas, onde cada repeti¢do foi composta por uma lamina com
carposporos ou tetrasporos. Para o experimento de irradidncia e nutrientes foram testadas
quatro repetigdes simultaneas para carpoporos e trés repetigdes simultaneas para tetrasporos.
Para estes experimentos, cada repeticdo foi constituida de uma lamina com esporos de um
espécime de gametdfitos femininos ou tetraspordfitos cultivados separadamente, sendo que
trés ou quatro espécimes de cada estdgio reprodutivo foram utilizados. Os esporos foram
inoculados em 50 mL de meio de cultura e a troca de meio foi realizada semanalmente. Com
excecao dos fatores avaliados, as demais condi¢des experimentais foram as mesmas descritas
no item 3.8.3. Durante quatro semanas, foram avaliados o didmetro do disco basal e o
comprimento do eixo ereto de 10 plantulas para cada repeti¢do. As medidas foram feitas em
microscopio optico (Nikon Eclipse E-200) com reticulo micrométrico na ocular.

Os experimentos com tetrasporofitos adultos foram testados com trés repetigdes
simultdneas com 4 segmentos apicais de 5 mm em cada repeti¢do. O volume de meio de
cultura utilizado foi de 70 mL, e a troca de meio foi realizada semanalmente. Apds 4 semanas,
foram analisadas a massa da matéria fresca (para o célculo da taxa de crescimento) € o
comprimento dos segmentos. Os segmentos foram fotografados com o auxilio de uma camera
fotografica digital (Sony DSC-W80) e analisados no software Axiovision v. 4.6 (Carl Zeiss).

A taxa de crescimento foi calculada utilizando a seguinte equacao (Brinkhuis 1985):

TC = (1, X final — 1, X inicial)/(Tempo final — Tempo inicial) x 100

Onde X = massa da matéria fresca, diametro do disco basal ou comprimento do eixo ereto

3.11 - Efeitos da irradidncia e nutrientes no conteudo de pigmentos
fotossintetizantes, de carotendides e de proteinas soluveis totais em
tetrasporofitos adultos cultivados em laboratorio

Para este experimento, foram testadas duas concentragdes de VSES (25% e 50%)
combinados com dois niveis de irradiancia (50 e 100 e pmol de fotons.m™.s™).

Os experimentos foram realizados sob as mesmas condi¢des descritas no item 3.9.3,
com excec¢ado da irradiancia e das concentracdoes de VSES. Cada tratamento constituiu-se de
seis repetigdes com seis segmentos apicais de 2 cm de comprimento que foram inoculados em
300 mL de meio de cultura cuja troca foi realizada semanalmente. Apds 4 semanas, foram

analisadas a massa da matéria fresca (para o calculo da taxa de crescimento) e as amostras de
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cada repeti¢ao foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a — 20°C para posterior
andlise de pigmentos fotossintetizantes, proteinas soluveis totais (item 3.12 e 3.13,

respectivamente) e carotendides (item 3.5).

3.12 - Extracgdo e dosagem de clorofila a e pigmentos fotossintetizantes

A extracao dos pigmentos foi realizada através da trituragdo de 75 mg (massa fresca)
de cada amostra em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em ImL de tampao fosfato
50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4°C. A solugdo foi centrifugada por 20 minutos (14000 rpm
a 4 °C), e o sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, foi retirado e mantido no escuro até a
leitura em espectrofotdometro (Shimadzu — UV 1800; A = 498.5, 615 e 651 nm). O sedimento
foi ressuspendido em 750 pL de acetona 90%, até a obtencdo de um homogeneizado. A
solugdo foi centrifugada (10000 rpm a 4 °C) durante 15 minutos, e o sobrenadante, contendo a
clorofila a, foi transferido para tubos de eppendorfs vedados e mantidos no escuro até a leitura
em espectrofotometro (A = 630, 647 e 664 nm). A determinacdo da concentracdo das
ficobiliproteinas foi realizada utilizando-se as formulas descritas por Kursar et al. (1983) e da
concentragdo de clorofila a utilizando-se a féormula descrita por Jeffrey & Humphrey (1975).

Os resultados foram expressos em pug de pigmentos por g de massa fresca.

3.13 - Extracdo e dosagem de proteinas soluveis totais

A extracdo das proteinas soluveis totais foi realizada através da trituracao das amostras
(75 mg — massa fresca) em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em tampao de
extragcdo (0,2 M tampao fosfato, pH 8,0, 5 mM EDTA; 1mM DTT) na propor¢do de 1g de
massa fresca por 10 mL de tampdo. A solugdo foi centrifugada (12000 rpm a 4°C) por 15
minutos. A concentragdao das proteinas soluveis totais foi determinada por espectrofotometria
UV-vis (Shimadzu — UV 1800) a 595 nm, ap6s a adi¢do de solucao de Coomassie Blue (Bio-
Rad), segundo o método de Bradford (1976). A concentragdo protéica foi determinada com a
utilizagdo de curva-padrdo externa, utilizando-se soro albumina bovina (BSA, Bio-Rad) como
padrdo (2 a 10 pL.mL™" — r* = 0,99; y = 0,035x) e os resultados foram expressos em mg de

proteina por g de massa fresca.
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3.14 - Analise estatistica dos resultados

Os dados foram submetidos primeiramente ao teste de normalidade e homogeneidade
de variancia (Teste de Levene). Uma vez validados, para verificar a ocorréncia de flutuagao
temporal da biomassa e do comprimento dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis
os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator, seguido do teste de
comparac¢ao multipla de Tukey para n desigual, e para testar a propor¢ao entre algas femininas
e masculinas foi utilizado o Teste do X*.

Para verificar a variacdo sazonal dos compostos carotenoidicos e fendlicos bem como
avaliar a influéncia da temperatura, salinidade e irradiancia e nutrientes no desenvolvimento
de plantulas e tetrasporoéfitos adultos de Gracilaria domingensis os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) fatorial, seguido do teste de compara¢dao multipla de Student-
Newman-Keuls. As analises foram feitas considerando um intervalo de confianga de 95% ¢
nivel de siginificancia de 5% (p<0,05). As analises de variancia foram realizadas no programa
STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc.).

A correlacao de Pearson foi utilizada para se correlacionar os pardmetros ambientais e
os descritores da populagdo em questdo (comprimento e biomassa), bem como para
correlaciona-los ao conteudo de compostos carotenoidicos e fenolicos. Estas andlises foram
realizadas utilizando o programa SigmaStat (versao 1.0).

As concentragdes de carotenoides e compostos fendlicos dos estadios reprodutivos de
Gracilaria domingensis foram submetidas a analise de componentes principais (PCA),
visando determinar o grau de similaridade entre as mesmas, e ilustrar eventuais padrdes
temporais no seu acimulo, utilizando a matriz de covariancia, a partir de dados centrados e do
calculo da distancia Euclidiana. A anélise foi feita a partir do biplote gerado com auxilio do

programa MVSP (versdo 3.1).
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V. RESULTADOS

4.1 - Avaliagdo dos pardmetros ambientais

Com relacdo aos dados ambientais cedidos pelo CIRAM, pode-se observar que os
maiores indices pluviométricos registrados durante o periodo de amostragem foram nos meses
de novembro/2008 (642,2 mm) e abril/2009 (307 mm), ¢ os menores indices foram
observados nos meses de julho/2008 (7,3 mm) e junho/2009 (48,7 mm) (figura 8). A
temperatura do ar foi maior nos periodos de janeiro a mar¢o/2009 e de novembro/2009 a
janeiro/2010 (figura 9). As temperaturas minimas foram registradas nos meses de maio a
setembro/2008 e de junho a agosto/2009 (figura 9). A insolacdo total mensal foi maior no més
de dezembro/2008 (238,5 h de brilho solar), seguida dos meses de marco (204 h de brilho
solar) e abril/2009 (202,9 h de brilho solar) (figura 10), e os menores valores foram
observados nos meses de outubro (78,3 h de brilho solar) e novembro/2008 (98,3 h de brilho
solar) (figura 10). A velocidade dos ventos foi maior no periodo de agosto a novembro/2009
(3,29 £ 0,34 ms), o que juntamente com a mar¢ alta do respectivo periodo acabou por

impossibilitar a coleta das algas na primavera/2009 (figura 10).
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Figura 8: Variacao mensal dos valores de precipitagdo pluviométrica total mensal (mm) e do
numero total de dias de chuva (NDC) no municipio de Floriandpolis, Santa Catarina.
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Os parametros fisico-quimicos da dgua do mar foram analisados no dia da coleta,
incluindo as andlises do O, dissolvido, pH, temperatura da 4gua, salinidade e os nutrientes
dissolvidos na 4dgua do mar (ortofosfato, nitrato e N-amoniacal). A temperatura da agua foi
maior nas coletas de verao ¢ menores nas coletas de inverno. Com relagao ao O, dissolvido e
ao pH, os menores valores foram observados nas coletas da primavera e verdo e os maiores
valores nas coletas do outono. A salinidade se manteve entre 32 e 34 ups durante todas as
coletas (tabela 7). As concentragdes de ortofosfato, nitrato ¢ N-amoniacal da 4gua do mar de

cada coleta realizada estdo sumarizadas na tabela .
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Figura 9: Variacao mensal das médias de temperatura (maxima e minima) do ar no municipio
de Florianopolis, Santa Catarina.
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Figura 10: Variagdo mensal dos valores de insolagdo total (horas de brilho solar) no
municipio de Sdo José e médias da velocidade dos ventos (ms) no municipio de Florianopolis,

Santa Catarina.

Tabela 7: Valores médios + desvio padrao (n=3) da temperatura, O, dissolvido, pH, salinidade da agua do mar
e maré baixa (n° dias/més; maré < 0,2) obtidos durante o periodo de coleta de Gracilaria domingensis na praia
da Lagoinha, Floriandpolis, SC, no periodo de maio/2008 a janeiro/2010.

Ano 1 Ano 2

Outono Inverno Primavera Verao Outono Inverno Verao
Parametro 2008 2008 2008 2009 2009 2009 2010
T°C agua 20,9 £0,1 17,8 +0,1 223+04 256+0,1 | 23,3+0,1 21,3+0,1 252+0,3
O, dissolvido 8,80 +£0,01 8,12+0,03 791+0,01 7,01+0,02]890+0,03 831+0,01 8,00+0,01
pH 8,06+0,02 8,01+001 7,89+0,08 7,91+0,01]8,04+0,06 8,01=+0,01 7,92=+0,03
Salinidade 34 + 0,00 32 +£0,00 34 +£0,00 32 +£0,00 32 +£0,00 34 + 0,00 32+0,00
Maré baixa 5 18 4 6 3 17 7

Tabela 8: Concentracdao dos nutrientes dissolvidos na agua do mar obtidos durante o periodo de coleta de
Gracilaria domingensis na praia da Lagoinha, Florianopolis, SC, no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Os

valores correspondem a média =+ desvio padrao (n=3).

Ano 1 Ano 2
Nutrientes Outono Inverno Primavera Verao Outono Inverno Verao
dissolvidos (UM) 2008 2008 2008 2009 2009 2009 2010
Ortofosfato 209+0,1 17,8+0,1 223+04 256+0,1|233+0,1 213+0,1 25,2+0,3
Nitrato 8,80 0,01 8,12+0,03 7,91+0,01 7,01+0,02{890+0,03 831+0,01 8,00+0,01
N-amoniacal 8,060+0,02 801=+0,01 7,89+0,08 791+0,01]8,04+0,06 801=+0,01 7,92+0,03
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4.2 - Variagdo fenologica da populacio

Durante o periodo de coletas foram encontrados individuos férteis tetrasporofiticos e
gametofiticos (femininos com cistocarpos € masculinos) € um niimero muito pequeno de
individuos ndo-férteis. Em todas as coletas, 20 individuos foram amostrados, no entanto, a
quantidade de individuos de cada estadio reprodutivo ndo foi igual. Desta forma e quando
pertinente, foi utilizado o teste de separacao de médias para n desigual.

Independentemente da estagdo do ano, foi observado o predominio de tetrasporofitos
na populacdo. Gametofitos masculinos ndo foram coletados no outono e individuos nao-
férteis foram coletados somente na primavera (um individuo) e no verao/2009 (trés
individuos) (figura 11). Com relagdo aos individuos gametofiticos, a propor¢ao entre

gametofitos femininos e masculinos foi de 1:1 (X2= 10,67; p>0,05).
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Figura 11: Propor¢do dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis coletados em
diferentes épocas do ano na praia da Lagoinha, Florianopolis, SC, no periodo de maio/2008 a
janeiro/2010. Cada coluna representa a porcentagem total referente a n=20 individuos. T:
tetrasporofito; GF: gamet6dfito feminino com cistocarpos; GM: gametdfito masculino; NF:
nao-fértil.

O comprimento do talo dos diferentes estadios reprodutivos de Gracilaria
domingensis variou sazonalmente (figura 12). Houve uma grande variagdo nos valores de

comprimento dos individuos coletados, sendo que as médias apresentaram valores elevados
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de desvio-padrao. A variagdo do comprimento do talo dos tetrasporéfitos foi influenciada
significativamente pelo periodo do ano, sendo que estes individuos apresentaram-se maiores
na primavera/2008 e no verdo e outono/2009. O comprimento do talo de gametdfitos
femininos com cistocarpos (F= 1,762, p= 0,148) e masculinos (F= 2,387, p= 0,121) nao
variou significativamente nas diferentes épocas do ano. O individuo nao-fértil coletado na
primavera/2008 apresentou comprimento de 16 cm e os coletados no verdo/2009

apresentaram comprimento médio de 10,30 + 1,75 cm (n=3).
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Figura 12: Variagdo do comprimento (cm) dos estadios reprodutivos de Gracilaria
domingensis coletados em diferentes épocas do ano na praia da Lagoinha, Florianopolis, SC,
no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo. As
letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo de
Tukey para n desigual. T: tetrasporofito; GF: gametofito feminino com cistocarpos; GM:
gametofito masculino; NF: ndo-fértil.

A biomassa individual dos estddios reprodutivos de Gracilaria domingensis nao foi
influenciada pela sazonalidade durante o periodo amostral (tetraspordfito: F= 1,7382, p=
0,122; gametofito feminino com cistocarpos: F= 1,563, p= 0,180; gametofito masculino: F=
0,117, p= 0,973) (figura 13). Isto se deve a grande variagdo na biomassa dos individuos
coletados. Com relacdo aos individuos ndo-férteis, o individuo coletado na primavera
apresentou 8,72 g de massa fresca e os coletados no verdao/2009 apresentaram valor médio de

7,84 + 0,82 g (n=3).
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Figura 13: Variacao da massa fresca (g) dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis
coletados em diferentes épocas do ano na praia da Lagoinha, Florianopolis, SC, no periodo de
maio/2008 a janeiro/2010. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo. T: tetrasporofito;
GF: gametofito feminino com cistocarpos; GM: gameto6fito masculino; NF: ndo-fértil.

4.3 - Variacao sazonal do perfil carotenoidico e fendlico

4.3.1 — Carotenoides

A andlise cromatografica visando a identificagdo e quantificagdo dos carotendides
revelou ser o isdmero trans do P-caroteno o carotendide predominante nos estadios
reprodutivos de Gracilaria domingensis, sendo possivel também a detec¢ao do isomero cis do

B-caroteno e a-caroteno e das xantofilas luteina, zeaxantina e B-criptoxantina (figura 14).
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Figura 14: Perfil cromatografico de carotendides (CLAE, 450 nm) do extrato
organossolvente de gametdfitos femininos com cistocarpos de Gracilaria domingensis
coletados no outono/2008 (Picos: 1 — luteina; 2 — zeaxantina livre; 3 — zeaxantina esterificada;
4 — B-criptoxantina; 5 — a-caroteno; 6 — trans-p-caroteno; 7 — cis-B-caroteno).

As concentragdes de carotendides em individuos tetrasporofiticos de Gracilaria
domingensis variaram significativamente nos diferentes periodos de coleta, como pode ser
observado na tabela 9 e figura 15. Durante o primeiro ano de coletas foi observada uma
variagdo nas concentracdes dos compostos carotenoidicos, com algumas excecdes. De
maneira geral, as concentragdes de carotendides foram maiores no outono, diminuindo no
inverno e aumentando na primavera € no verao. A exce¢ao foi a concentracao de luteina que
diminuiu e se manteve semelhante no inverno, primavera e verao. Durante o segundo ano de
coletas foi observada uma variagdo nas concentragdes dos compostos carotenoidicos diferente
da observada para o primeiro ano, onde o acimulo destes compostos foi maior durante o

outono, diminuindo no inverno € no verao.
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Tabela 9: Concentragdo dos carotenodides (j1g/g - massa seca) determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT) de tetrasporofitos
de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Floriandpolis, SC), no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Os
valores apresentados correspondem a média de trés inje¢des (10 uL) + desvio padrdo. As letras (na mesma linha) indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparagao de Student-Newman-Keuls.

Concentragdo (ug/g - massa seca)

Ano 1 Ano 2
Pico Composto Rt (min)  Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008  Verao 2009 | Outono 2009 Inverno 2009  Verao 2010
1 Luteina 3.8 2,12+0,02°  1,42+0,18°  1,33+0,04®> 1,41+0,14° | 2,13+£0,38  0,27+0,00° 0,29+0,01°
2 Zeaxantina livre 4,1 0,64+0,02"° 0,25+0,03  044+001°  0,61+0,02° | 2,00+025 0.86+0,01° 0,67+0,02°
3 Zeaxantina esterificada 4,4 0,88 +0,07° 0,38 +0,02¢  0,49+0,02° 0,64+0,03" | 1,72+0,15° 0,81+0,02° 0,66+ 0,02°
4 B-criptoxantina 72 0,44 +0,01° n.d 0,16+£0,02° 027+0,01° | 0,82+0,03* 0,39+0,02° 0,33 +0,00°
5 a-caroteno 9,7 n.d n.d n.d n.d tragos* tragos* tragos*
6 trans-B-caroteno 10,8 6,53 +0,12*° 0,68 +0,04 286+029° 522+0,14° | 19,28 +0,74* 10,34+ 0,01 6,39+ 0,22°
7 cis-B-caroteno 11,7 1,02 +0,04° n.d n.d 0,16 +0,02° | 530+0,74* 1,24+0,01° n.d
Carotendides totais 11,63+0,22* 273+022°  528+037° 831+0,29° | 31,40+0,19*° 13,92+0,05° 8,34 +0,22°

n.d: ndo detectado

* - concentrag@o abaixo do limite de detec¢do da curva de calibragdo

** _ soma dos carotenoides identificados por CLAE
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O actimulo de carotenoides em gametofitos femininos com cistocarpos também foi
influenciado pela sazonalidade (tabela 10, figura 15). Em relagdo ao primeiro ano de coletas,
pode-se observar uma dinamica no acumulo de compostos carotenoidicos diferente daquela
observada para individuos tetrasporofiticos. Salvo as excegdes, o acumulo de carotenoides foi
maior no outono, seguida de uma queda no inverno. Um aumento no acumulo destes
compostos foi observado na primavera, seguida de uma nova diminuicdo no verdo. As
concentragdes de zeaxantina esterificada se mantiveram semelhantes em todas as estagdes. Os
compostos P-criptoxantina e trans-B-caroteno ndo foram detectados no verdao, enquanto a
presenca de a-caroteno nao foi observada no inverno, primavera e verao. O isémero cis do -
caroteno nao foi detectado no inverno e na primavera. Para o segundo ano de coletas, nao foi
possivel observar se o acimulo de carotendides se manteria como o observado para o
primeiro ano, pois as condi¢des do mar ndo permitiram a coleta das algas na primavera/2009.
As concentragdes dos compostos carotenoidicos foram superiores no outono, diminuindo no
inverno e se manteve inferior no verdo. Nao foi observada a presenca de a-caroteno no
inverno e no verao, bem como a presenca da forma cis do B-caroteno no inverno.

Em decorréncia da auséncia de gametofitos masculinos nas coletas de outono e da
falta de dados para o periodo de primavera referente ao segundo ano de coletas, a anélise da
dindmica no acumulo de compostos carotenoidicos em gametofitos masculinos ficou
prejudicada por causa dessas lacunas. Foi observada uma flutuagdo nas concentragdes destes
compostos em relacdo a sazonalidade (tabela 11, figura 15). Durante o primeiro ano de
coletas foi observada que a concentragdo de luteina foi superior e semelhante durante o
inverno e a primavera, com uma queda no verdo. O acimulo do isémero frans do B-caroteno
foi inferior no inverno e na primavera e superior no verao. A concentragao de B-criptoxantina
foi maior na primavera do que no inverno e no verdo. A concentra¢do dos demais compostos
ndo variou sazonalmente, bem como a concentragdo de carotendides totais. Para o segundo
ano de coletas, foi observado que as concentracdes de zeaxantina livre, dos isOmeros cis €
trans do P-caroteno e a concentracdo de carotendides totais foram maiores no inverno em
relacdo ao verao e as concentragoes de luteina e zeaxantina esterificada foram maiores no
verdo. A concentracdo de B-criptoxantina nao diferiu significativamente entre as estacdes e a

presenca de a-caroteno ndo foi detectada no inverno.
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Tabela 10: Concentragdo dos carotenodides (pg/g - massa seca) determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT) de
gametofitos femininos com cistocarpos de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianopolis,
SC), no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média de trés inje¢cdes (10 pL) £+ desvio padriao. As letras (na

mesma linha) indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparagao de Student-Newman-Keuls.

Concentragdo (ug/g- massa seca)

Ano 1 Ano 2

Pico Composto Rt (min) Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008 Verdo 2009 | Outono 2009 Inverno 2009 Verao 2010
1 Luteina 3,8 3,64 0,05  1,30+0,06° 3,35+0,38%  0,54+0,01° | 14,13 £0,10* 0,22 +0,00° 0,24 +0,00°
2 Zeaxantina livre 4,1 0,57+0,02° 0,24+0,02¢ 0,97+0,05 0,44+0,01° | 2,47+0,72* 0,89 +0,04° 0,62 = 0,00
3 Zeaxantina esterificada 4,4 1,04+0,03 047+0,04  0,78+0,01 1,00+ 0,33 | 3,23+0,28" 0,51 +0,01° 0,65+0,01°
4 PB-criptoxantina 7,2 1,05 + 0,00 tragos 0,11+ 0,00 n.d 3,16+ 0,02° 0,29+0,02° 0,22+0,01°

5 a-caroteno 9,7 tragos* n.d n.d n.d tragos* n.d n.d
6 trans-B-caroteno 10,8  11,07+0,10* 0,80+0,09° 1,95+0,30° n.d 22,00 +0,74* 7,51 +0,30° 6,14 +0,07°
7 cis-P-caroteno 11,7 1,26 +0,09° n.d n.d 2,08 £0,40" | 6,01 £0,16" n.d 0,60 =+ 0,00°
Carotendides totais 18,63 0,28 2,.83+021Y  7,16+0,62°  4,06+0,75 | 50,82 +0,23" 9,42+0,36° 8,45+ 0,06°

n.d: ndo detectado
* - concentrag@o abaixo do limite de detec¢do da curva de calibragdo
** _ soma dos carotenodides identificados por CLAE
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Tabela 11: Concentragdo dos carotenodides (ug/g - massa seca) determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT) de
gametofitos masculinos de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Floriandpolis, SC), no periodo de
maio/2008 a janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média de trés injecdes (10 pL) + desvio padrdo. As letras (na mesma linha) indicam
tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparacao de Student-Newman-Keuls.

Concentragdo (ug/g- massa seca)

Ano 1 Ano 2

Pico Composto Rt (min) Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008  Verdao 2009 | Outono 2009 Inverno 2009 Verdo 2010
1 Luteina 3.8 - 445+0,18  4,17+0,19°  1,17+0,10° - 0,28 +0,00° 0,32 +0,00°

2 Zeaxantina livre 4,1 - 1,15+0,51 1,31+0,10 0,90 + 0,03 - 1,35+ 0,03* 1,07 +0,03°

3 Zeaxantina esterificada 4,4 - 1,74+ 049 1,07 +0,08 1,27 + 0,03 - 0,73 +0,01° 1,02 +0,08°

4 B-criptoxantina 7,2 - 0,40 + 0,06b 0,53 +0,01° 0,34 + 0,02b - 0,69+ 0,01 0,50+ 0,06

5 a-caroteno 9,7 - n.d 0,61 £0,00 n.d - nd 0,35+0,02
6 trans--caroteno 10,8 - 728+1,05° 7,86+0,03° 1021 +0,34° - 15,27 +0,34* 10,60 + 0,83"

7 cis-B-caroteno 11,7 - 1,08 £0,28 1,07 £ 0,04 1,07 £ 0,01 - 1,91 +0,16* 1,00+ 0,00b
Carotendides totais - 1620+1,54 16,62+0,07 15,50 +0,23 - 20,22 +0,47* 14,85 + 0,96°

-: individuos ausentes
n.d: ndo detectado
** _ soma dos carotenodides identificados por CLAE
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Figura 15: Concentragao dos carotenodides (ug/g - massa seca) determinada por CLAE para o
extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT) de tetrasporofitos, gametofitos femininos com
cistocarpos e gametofitos masculinos Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas
sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianopolis, SC), no periodo de maio/2008 a janeiro/2010.
Os valores apresentados correspondem a média de trés injegdes (10 puL) = desvio padrao. Os
dados referentes a zeaxantina representam a somatéria das médias de zeaxantina livre e
esterificada; os dados referentes ao B-caroteno representam a somatoéria das médias das formas
isoméricas cis e trans. CarT: carotendides totais.
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Em individuos que nao se encontravam férteis no momento da coleta, embora nao se
tenha feito teste estatistico por conta do numero de individuos coletados (n=1 e n=3, na
primavera/2008 e verdao/2009, respectivamente), pode-se observar que as concentracdes de
luteina, B-criptoxantina e do isémero trans do PB-caroteno foram maiores na primavera de
2008 e que as concentracdes de zeaxantina (livre e esterificada) e do isémero cis do -
caroteno foram maiores no verdo de 2009. Nao foi detectada a presenga de a-caroteno em

ambas as esta¢des do ano (tabela 12).

Tabela 12: Concentracdo dos carotendides (ug/g - massa seca) determinada por
CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT) de individuos nao-
férteis de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na
Praia da Lagoinha (Florianopolis, SC), no periodo de maio/2008 a janeiro/2010.
Os valores apresentados correspondem a média de trés injecdes (10 pL) = desvio
padrao.

Concentragdo (pg/g - massa seca)

Pico Composto Rt (min) Primavera 2008 Verao 2009
1 Luteina 3,8 3,15+ 0,04 1,33+0,11
2 Zeaxantina livre 4,1 0,66 + 0,04 1,47 £ 0,05
3 Zeaxantina esterificada 4.4 0,84 + 0,04 0,93 +0,03
4 B-criptoxantina 7,2 0,37 £ 0,00 0,15+0,01
5 a-caroteno 9,7 n.d n.d
6 trans-p-caroteno 10,8 6,47 £ 0,10 0,47+ 0,01
7 cis-pB-caroteno 11,7 1,73+ 0,12 5,43 +£0,32
Carotenoides totais 13,22 + 0,27 9,78 £ 0,49

n.d: ndo detectado
** _ soma dos carotenodides identificados por CLAE

4.3.2 - Compostos fendlicos

Para caracterizar o conteudo de compostos fenolicos dos estadios reprodutivos de
Gracilaria domingensis, o primeiro passo realizado foi a determinacao de um solvente
adequado para a extra¢do. Usualmente, sdo empregados como solventes agua, acetona,
cloroférmio, metanol ou etanol, com a adi¢do de pequenas quantidades de 4cido cloridrico ou
acido formico (Giusti & Wrolstad 2001).

A figura 16 mostra o perfil espectral dos extratos brutos de tetrasporofitos coletados
no verdao/2009, obtidos com a utilizagdo de MeOH 80%, MeOH 80% - HCI1 (1% - v/v) e 4gua.

Analisando-se esta figura, constata-se que o solvente mais adequado a extragdo dos
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compostos fenolicos foi o MeOH 80%, em func¢do dos altos valores de absorbéancia na faixa

espectral caracteristica destes compostos, isto ¢, de 280 a 320 nm.

0,9 1 — Agua
0,8 -

— MeOH 80%
0,7

MeOH 80%-HCI (1%)

Absorbancia

-0,1290 390 490 590 690
02 - Comprimento de onda (nm)

Figura 16: Perfis de absorbancia UV-vis dos extratos aquoso, MeOH 80% e MeOH 80% HCl
(1%, v/v) de tetrasporofitos de Gracilaria domingensis coletados no verdao/2009, na Praia da
Lagoinha, Florianopolis, SC, para a janela espectral de 290 a 750 nm.

Como os altos valores de absorbancia na faixa espectral de 280 a 320 nm sdo
indicativos da presenca de flavondides, uma sub-classe de compostos fenolicos, optou-se por
fazer a determinacdo do conteudo de flavonoides totais juntamente com quantificacdo de
fendlicos totais, uma vez que ambos os testes utilizam metodologias distintas para a
quantificagdo dos compostos.

O conteudo de compostos fenodlicos totais e flavonodides totais foram determinados
para todos os estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis ¢ em todos os periodos de

coleta. Os resultados foram apresentados nas tabelas 13 e 14.
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Tabela 13: Concentracdo de compostos fenolicos totais (1g/g — massa seca) determinada por espectrofotometria de UV-vis dos estadios reprodutivos
de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Floriandpolis, SC), no periodo de maio/2008 a

janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrio (triplicata).

Concentragdo de compostos fendlicos totais (Lg/g - massa seca)

Ano 1 Ano 2
Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008 Verdo 2009 | Outono 2009 Inverno 2009 Verado 2010
Tetrasporofito 0,80 + 0,05 1,52+0,14 1,41 £0,05 0,93+0,051 0,61=+0,05 1,19+ 0,00 1,39+0,12
Gametofito feminino com cistocarpo 0,55+0,11 1,33+ 0,11 1,16 0,05 1,09+ 0,05 | 1,00+0,06 0,62+0,00 0,57+0,06
Gametofito masculino - 1,59+0,14 0,77 £ 0,05 0,72 + 0,00 - 0,20+ 0,00 0,78 +0,21
Nao-fértil - - *ok 0,66 +0,20 - - -

* - individuos ausentes
** - biomassa insuficiente (n = 1)

Tabela 14: Concentracao de flavonoides totais (ug/g — massa seca) determinada por espectrofotometria de UV-vis dos estadios reprodutivos de
Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianépolis, SC), no periodo de maio/2008 a

janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrao (triplicata).

Concentragao de flavonoides totais (

ug/g - massa seca)

Ano 1 Ano 2
Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008 Verao 2009 | Outono 2009 Inverno 2009 Verao 2010
Tetrasporofito 2,51+ 0,01 1,19 £ 0,01 1,23 £ 0,02 0,87+0,01 | 1,63+0,04 1,72+ 0,03 0,69+0,11
Gametofito feminino com cistocarpo 2,77 £0,02 0,84 £ 0,01 1,84 £ 0,01 1,30+ 0,00 | 2,10=+0,08 1,51+0,04 1,14+0,12
Gametofito masculino - 1,85 +0,01 2,22+ 0,04 1,18 £ 0,05 - 2,81+020 0,47 +0,07
Nao-fértil - - *ok 1,15+0,00 - - -

* - individuos ausentes
** - biomassa insuficiente (n = 1)
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Os dados apresentados nas tabelas 13 e 14 sdao dados brutos, nao tratados
estatisticamente. Decidiu-se apresentd-los desta forma, pois o conteido de compostos
fenolicos e flavondides determinados pela espectrofotometria de UV-vis foram inferiores aos
determinados pela CLAE, o que nao era esperado, uma vez que a espectrofotometria UV-vis €
uma técnica que superestima os resultados, devido a possibilidade de existéncia de outros
compostos no extrato que absorvem no mesmo comprimento de onda. O proprio método de
Folin-Ciocalteau superestima a quantificagdo de compostos fendlicos, uma vez que se
conhecem interferentes nao-fenolicos, como por exemplo, o acido ascorbico (Oliveira et al.
2009). Desta maneira, a fim de se avaliar a variagdo sazonal dos compostos fenolicos
presentes nos estagios reprodutivos de Gracilaria domingensis, optou-se por utilizar os
resultados obtidos pelo método de CLAE.

A CLAE foi empregada visando a quantificacdo e identificagdo do contetido de
compostos fenolicos presentes nos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis em
diferentes épocas do ano. As catequinas epicatequina e galocatequina e um composto ainda
ndo identificado (denominado composto X, com tempo de retencdo (Rt) em 4,4 min.) foram
os principais compostos detectados nos estadios reprodutivos de G. domingensis (figura 17).
Além desses, o acido galico foi detectado em pequenas quantidades em todos os estadios

reprodutivos, porém, apenas na primavera/2008 e no verdao/2010.

mAbs

Absorbancia (280 nm)

0 2 4 £

Tempo (min.)

Figura 17: Perfil cromatografico de compostos fendlicos (CLAE, 280 nm) do extrato MeOH
— HCl (1%, v/v) de gametofitos femininos com cistocarpos de Gracilaria domingensis
coletados no inverno/2008 (Picos: 1 — epicatequina; 2 — composto X; 3 — galocatequina).
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O actimulo de compostos fendlicos em tetrasporédfitos de Gracilaria domingensis
variou sazonalmente (tabela 15, figura 18). No entanto, ndo foi observado o mesmo padrdo na
dindmica de acimulo destes compostos ao longo dos dois anos de coleta. No primeiro ano de
coletas, a concentragdo de epicatequina foi menor no outono em relagdo ao inverno, no
entanto, na primavera a concentragao deste composto nao diferiu em relacdo ao observado no
outono e inverno. No verdo, foi observada uma diminui¢do na concentra¢dao deste composto.
A concentra¢gdo mais baixa do composto X foi observada no outono, sendo que o seu acimulo
aumentou no inverno € na primavera, decaindo no verao (a concentragdo deste composto no
inverno nao diferiu estatisticamente da concentracdo observada no verdo). Concentragdes
inferiores de galocatequina foram observadas no outono; concentracdes superiores deste
composto foram observadas no inverno e na primavera, seguida de uma diminui¢cdo da sua
concentracdo no verdo. Tragos de acido galico foram detectados apenas na primavera. A
concentracdo de compostos fendlicos totais foi superior na primavera, sendo que
concentragdes inferiores foram observadas no outono, um aumento da mesma ocorreu no
inverno e uma queda foi observada no verdo. Para o segundo ano de coletas, a dinamica no
acumulo de epicatequina foi similar a observada para o primeiro ano. Para o composto X foi
observado um aumento da sua concentracdo entre o outono € o inverno, chegando a
concentragdes superiores no verao. Nao foi detectada a presenca de galocatequina e tragos de
acido galico foram detectados no verdo. A concentragdo de compostos fendlicos totais

aumentou progressivivamente do outono para o verao.
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Tabela 15: Concentracdo dos compostos fendlicos (pg/g - massa seca) determinada por CLAE para o extrato MeOH — HCI (1%, v/v) de tetrasporéfitos de
Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianopolis, SC), no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Os
valores apresentados correspondem a média de trés injegdes (20 pnL) £+ desvio padrdo. As letras (na mesma linha) indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparagao de Student-Newman-Keuls.

Concentragao (ug/g - massa seca)

Ano 1 Ano 2
Pico Composto Rt (min) Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008  Verao 2009 | Outono 2009 Inverno 2009  Verao 2010
1 Epicatequina 4,1 347+025°  4,15+0,16° 3,92+029®  1,41+0,14° | 2,77+0,10° 7,16 +0,90° 2,97 +0,01°
2 Composto X (Rt4.4min) 4.4 1,62+£031°  3,03+£039°  477+021°  3,55+0,69° | 2,89+0,07° 6,14+0,11° 14,64 £2,20°
3 Galocatequina 4,6 1,66 0,24 4,62+0,36°  6,30+0,04°  3,21+0,54° n.d n.d n.d
4 Acido galico 5,4 n.d n.d tracos n.d n.d n.d tracos
Fendlicos totais” 6,88 +0,74 11,80 +0,88° 14,99+0,53*  8,80+0,12° | 5,66+0,11° 13,80+0,14° 17,61 £2,21°

n.d: ndo detectado
* - concentrag@o abaixo do limite de detec¢do da curva de calibragdo
** - soma dos compostos fenodlicos identificados por CLAE
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Para os gametofitos femininos com cistocarpos, a sazonalidade também contribuiu
para as diferengas observadas no perfil de compostos fenolicos (tabela 16, figura 18). A
dindmica no acumulo destes compostos para o primeiro ano de coletas foi contrdria a
observada no segundo ano de coletas. Durante o primeiro ano de coletas, foi observada uma
diminui¢do na concentracdo de epicatequina e galocatequina do outono para o verao, sendo
que as concentracdes destes compostos ndo diferiram no inverno e na primavera. As
concentragdes do composto X diminuiu no inverno em relagdo ao outono, seguida de uma
recuperagdo na primavera € queda no verdo. Tragos de acido géalico foram detectados na
primavera. De modo geral, a concentracao de fenolicos totais foi superior no outono, com
uma consideravel diminuicdo no inverno. O actimulo destes compostos foi maior na
primavera, apresentando uma nova queda durante o verdo. No segundo ano de coletas, o
acimulo dos compostos fendlicos foi maior no verdo, comparativamente ao outono € ao
inverno. Foram detectados tragos de acido galico no verao.

A influéncia da sazonalidade também pode ser observada no acimulo de compostos
fenolicos em gametofitos masculinos de Gracilaria domingensis (tabela 17, figura 18).
Embora ndo se tenha dados sobre o outono do primeiro ano de coletas, o acimulo de
compostos fendlicos aumentou do inverno para a primavera, onde foram observadas as
maiores concentragdes de epicatequina, composto X e galocatequina, e diminuiu
consideravelmente no verdo, tal como foi observado em tetrasporofitos. Foi detectada a
presenca de acido galico na primavera. No segundo ano de coletas, assim como para
tetrasporofitos e gametofitos femininos com cistocarpos, verificou-se uma concentragdo maior
de compostos fenolicos no verdo, sendo que a concentracao destes foi aproximadamente 2x
maior do que as concentragdes encontradas nos demais estddios reprodutivos de G.
domingensis. Nao foi detectada a presen¢a de galocatequina e tracos de acido galico foram
detectados no verao.

Para os individuos nao-férteis coletados no verdao de 2009 (n= 3) foi detectado a
epicatequina (3,51 + 0,28 pg/g — massa seca), o composto X (3,55 + 0,69 ug/g) e a

galocatequina (3,21 = 0,54 pg/g) compondo o seu perfil de compostos fenolicos.
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Tabela 16: Concentracao dos compostos fendlicos (pg/g - massa seca) determinada por CLAE para o extrato MeOH — HCI (1%, v/v) de gamet6fitos
femininos com cistocarpos de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianépolis, SC), no periodo
de maio/2008 a janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média de trés injecdes (20 pL) + desvio padrdo. As letras (na mesma linha)
indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparacao de Student-Newman-Keuls.

Concentragao (ug/g - massa seca)

Ano 1 Ano 2
Pico Composto Rt (min) Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008  Verao 2009 | Outono 2009 Inverno 2009  Verao 2010
1 Epicatequina 4,1 505+0,11* 3,52+054° 3,92+0,23°  2,01+0,04° | 331+0,38 599+1,04° 6,47+0,20
2 Composto X (Rt4.4min) 4,4 538+0,16° 2,10+0,01° 3,08+0,22°  0,72+0,02° | 4,01+0,34°> 4,18+0,28" 10,18 +1,23"
3 Galocatequina 4,6 4,53 +0,45% 234+0,19°  2,54+036°  0,73+0,01° n.d n.d n.d
4 Acido galico 5,4 n.d n.d tracos n.d n.d n.d tracos
Fendlicos totais” 14,95+0,72* 8,07+0,53°  9,54+0,19° 345+0,07%| 7,32+0,32° 10,16+1,01° 16,64 + 1,43"

Tabela 17: Concentracdo dos compostos fendlicos (ng/g - massa seca) determinada por CLAE para o extrato MeOH — HCl (1%, v/v) de gametofitos
masculinos de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianopolis, SC), no periodo de maio/2008 a
janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média de trés injecdes (20 uL) + desvio padrao. As letras (na mesma linha) indicam tratamentos

significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo de Student-Newman-Keuls.

Concentragdo (1g/g - massa seca)

Ano 1 Ano 2
Pico Composto Rt (min) Outono 2008 Inverno 2008 Primavera 2008 Verdo 2009 | Outono 2009 Inverno 2009 Verao 2010
1 Epicatequina 4,1 - 2,81 +0,49° 4,06 + 0,05° 1,54 +0,02° - 524+0,19° 18,18 +0,28"
2 Composto X (Rt4.4min) 4,4 - 1,91 +£0,34°  493+1,08°  0,63+0,01° - 3.87+0,31° 14,20+ 1,56
3 Galocatequina 4,6 - 2,71 +£0,71° 6,45 +0,09* 0,61+ 0,01°¢ - n.d n.d
4 Acido galico 5,4 - n.d tragos* n.d - n.d tragos*
Fenolicos totais - 771+£1,02°  1543+£122°  2,75+025° - 9,12+0,43" 32,38 + 1,40

-: individuos ausentes
n.d: ndo detectado

* - concentragdo abaixo do limite de detecgdo da curva de calibragdo

** - soma dos compostos fenodlicos identificados por CLAE
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Figura 18: Concentracao dos compostos fendlicos (ug/g - massa seca) determinada por CLAE para o
extrato MeOH 80% — HCI (1%, v/v) de tetrasporofitos, gametofitos femininos com cistocarpos e
gametofitos masculinos Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na Praia da
Lagoinha (Florianopolis, SC), no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Os valores apresentados
correspondem a média de trés injecoes (20 uL) + desvio padrao. FendisT: compostos fendlicos totais.
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4.3.3 - Analise de correlacoes

Para o primeiro ano de coletas foram observadas algumas correlagdes entre os
parametros ambientais testados e os compostos carotenoidicos e fendlicos. No entanto,
tomando como referéncia valores acima de 0,75 como alto indice de correlagdo, grande parte
das correlagdes observadas apresentaram baixo indice de correlacdo. Pode-se observar que os
componentes de um mesmo grupo de metabodlitos secundarios nao estiveram sempre
relacionados a0 mesmo parametro ambiental. Os carotendides foram menos suscetiveis as
variagdes dos fatores ambientais em estudo comparativamente aos compostos fenolicos.
Dentre os carotenodides, a luteina foi o composto que apresentou maior sensibilidade as
variacoes dos parametros ambientais, ndo se correlacionando apenas com a insolacao total
mensal e a velocidade dos ventos. J4 os compostos fendlicos se correlacionaram
negativamente com a insolacdo total mensal, temperaturas maximas ¢ minimas, temperatura
da 4gua, salinidade, fosfato e N-amoniacal. Estes compostos apresentaram correlagdo positiva
apenas com o O, dissolvido na dgua do mar (tabela 18).

Em relacio ao segundo ano de coletas, foi observado um numero maior de
correlagdes entre os pardmetros ambientais e os carotendides e compostos fenolicos (tabela
19). Grande parte dos compostos carotenoidicos correlacionou-se positivamente com a
insolacdo total mensal, O, dissolvido e salinidade e negativamente com a precipitagcdo
pluviométrica mensal, velocidade dos ventos, nitrato ¢ N-amoniacal. Os compostos fendlicos
estiveram correlacionados positivamente com a precipitagdo pluviométrica mensal,
temperaturas maximas e minimas (com exce¢do da epicatequina), velocidade de ventos,
temperatura da agua (exceto epicatequina) ¢ pH e negativamente ao O, dissolvido e
salinidade. Como a concentragao de fosfato ndo variou ao longo do segundo ano de coletas,

ndo foi observada correlacdo entre esta varidvel e os carotendides e compostos fenolicos.
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Tabela 18: Coeficientes de correlacio de Pearson entre os pardmetros ambientais € os compostos carotenoidicos e fenolicos, referentes ao
primeiro ano de coletas dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis. Cada célula da tabela corresponde ao valor do coeficiente de
correlacdo (p< 0,05). Em negrito, correlacao significativa.

-Car -Car

Parametros ambientais L ZE ZL B-Cr 0-Ca (Erans) B(cz's) CarT  Epicat Comp.X Galocat FendisT
Maré baixa (n° dias/més) 0,007 -0,039 -0,330 -0,307 -0,208 -0,243 -0,210 -0,273 0,018 -0,271 -0,017 -0,103
Insolagdo total mensal -0,274 0,153 -0,210 0,163 -0,040 0,119 0,259 0,091 -0,268 -0,452 -0,595 -0,522
Precipitagdo pluviométrica mensal 0,013 -0,045 0,365 -0,061 0,055 -0,023 0,067 0,029 -0,055 0,328 0,225 0,216
T°C minima mensal -0,421 0,063 0,321 -0,371 -0,306 -0,217 -0,353 -0,146 -0,614 -0,127 -0,332 -0,360
T°C maxima mensal -0,508 0,136 0,264 -0,190 -0,233 -0,089 -0,484 -0,030 -0,681 -0,265 -0,570 -0,544
Velocidade de ventos -0,321 0,028 0,354 -0,338 -0,242 -0,199 0,279 -0,127 -0,494 -0,001 -0,174 -0,208
T°C agua -0,436 0,132 0,301 -0,057 -0,112 0,003 -0,474 0,059 -0,581 -0,165 -0,498 -0,447
O, dissolvido 0,492 -0,075 -0,254 0,472 0413 0,288 0,366 0,220 0,703 0,252 0,431 0,477
pH 0,175 -0,017 -0,386 0,105 0,033 0,042 -0,235 -0,021 0,290 -0,164 0,034 0,029
Salinidade 0,354 0,186 0,111 0,301 0,101 0,238 0,473 0,252 -0,397 -0,256 -0,618 -0,493
Nitrato -0,169 -0,040 -0,382 -0,022 -0,051 -0,047 -0,273 -0,103 0,263 -0,164 0,081 0,045
Fosfato -0,476 0,192 0,003 0,048 -0,132 0,062 -0,468 0,074 -0,564 -0,463 -0,752 -0,675
N-amoniacal -0,426 0,041 -0,239 0,048 -0,083 0,008 0,258 -0,034 -0,256 -0,426 -0,606 -0,515

Legenda: L: luteina; ZE: zeaxantina esterificada; ZL: zeaxantina livre; B-Cr: B-criptoxantina; a-Ca: a-caroteno; B-Car (trans): trans-p-caroteno; B-Car (cis): cis-f-caroteno;
CarT: carotendides totais; Epicat: epicatequina; Comp. X: composto nao identificado com Rt em 4,4 min; Galocat: galocatequina; FenoisT: fendlicos totais
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Tabela 19: Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os pardmetros ambientais e os compostos carotendidicos e fendlicos referentes ao segundo
ano de coletas dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis. Cada célula da tabela corresponde ao valor do coeficiente de correlacao (p<

0,05). Em negrito, correlagdo significativa.

-Car -Car

Parametros ambientais L ZE ZL B-Cr a-Ca (Erans) B(cz's) CarT  Epicat Comp.X Galocat FenoisT
Maré baixa (n° dias/més) -0,202 -0,188 -0,272 -0,208 -0,122 -0,259 -0,216 -0,287 0,068 -0,214 * -0,075
Insolagdo total mensal 0,662 0,749 0,706 0,645 0,644 0,646 0,706 0,672 -0,240 -0,105 -0,199
Precipitagao pluviométrica mensal  -0,568 -0,589 -0,778 -0,502 -0,459 -0,646 -0,656 -0,637 0,517 0,889 0,786
T°C minima mensal -0,078 -0,034 -0,255 -0,025 0,018 -0,167 -0,134 -0,140 0,338 0,810 0,638
T°C méxima mensal -0,009 0,041 -0,175 0,040 0,080 -0,097 -0,058 -0,068 0,301 0,766 0,592
Velocidade de ventos -0,724 -0,781 -0,897 -0,668 -0,637 -0,773 -0,809 -0,779 0,488 0,693 0,663
T°C agua 0,017 0,070 -0,144 0,065 0,104 -0,069 -0,030 -0,040 0,286 0,748 0,573
O, dissolvido 0,689 0,735 0,878 0,628 0,592 0,749 0,777 0,750 -0,509 -0,774 -0,719
pH -0,275 -0,253 -0,477 -0,212 -0,167 -0,366 -0,347 -0,344 0,432 0,897 0,740
Salinidade 0,748 0,819 0,885 0,703 0,680 0,777 0823 0,790 -0,428 -0,522 -0,535
Nitrato -0,682 -0,768 -0,738 -0,661 -0,657 -0,672 -0,730 -0,696 0,268 0,160 0,245
Fosfato *x
N-amoniacal -0,410 -0,493 -0,348 -0,427 -0,448 -0,353 -0411 -0,385 -0,013 -0,350 -0,197

Legenda: L: luteina; ZE: zeaxantina esterificada; ZL: zeaxantina livre; B-Cr: B-criptoxantina; o-Ca: a-caroteno; B-Car (trans): trans-p-caroteno; B-Car (cis): cis-f-caroteno;

CarT: carotenoides totais; Epicat: epicatequina; Comp. X: composto ndo identificado com Rt em 4,4 min; Galocat: galocatequina; Fen6isT: fendlicos totais

* - O composto galocatequina ndo foi detectado no segundo ano de coletas
** - Fosfato ndo apresentou correlagdo com os carotenoides e compostos fenolicos
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4.3.4 - Analise de Componentes Principais (PCA)

Os valores dos conteudos médios para os compostos estudados (luteina, zeaxantina
livre e esterificada, B-criptoxantina, f-caroteno trans e cis, carotendides totais, epicatequina,
composto X, galocatequina e fenois totais) foram utilizados para a andlise dos componentes
principais (PCAs), visando o agrupamento das amostras em fun¢do da similaridade da
composi¢ao quimica. Para o calculo das PCAs, o conjunto de dados de composi¢do quimica
do primeiro ano foi analisado separadamente daquele para o segundo ano, uma vez que a
coleta da primavera de 2009 nao foi realizada devido as condi¢des adversas do tempo. Esta
separacdo também foi mantida, uma vez que a andlise conjunta dos dados bianuais
comprometeu a dispersdo das amostras.

A dispersdo das variaveis (estadios reprodutivos coletados em diferentes periodos do
ano) projetada na forma bidimensional nos eixos cartesianos de PC1 e PC2 para o primeiro
ano de coletas ¢ mostrada na figura 19. O componente principal 1 (PC1) apresenta a
amplitude de valores para fenois totais, galocatequina, composto X e epicatequina sendo o
componente de maior contribuicdo a explicacdo da variancia total dos dados (62,47%). O
componente principal 2 (PC2), que corresponde a concentracdo de carotenoides totais e trans-
B-caroteno explicou em 28,81% a variancia dos resultados. Dessa forma, os gametofitos
masculinos coletados no inverno/2008 e no verao/2009 que apresentaram os maiores teores de
carotenoides totais e do isdmero trans do B-caroteno, e baixos teores de compostos fenolicos
totais, agruparam-se em PCl (+) e PC2 (-). Os gameto6fitos masculinos coletados na
primavera/2008 e femininos coletados no outono/2008 agruparam-se em PCl e PC2 (+)
devido aos elevados teores de compostos fenolicos, embora apresentem teores elevados de
carotenoides totais. Os agrupamentos formados por tetrasporéfitos e gametofitos femininos
coletados no inverno e na primavera/2008 e os individuos nao férteis coletados no verdao/2009
(agrupados em PC1 — e PC2 +) sdo referentes a baixos teores de carotendides totais, sendo
que os individuos coletados no inverno apresentaram os menores teores. O agrupamento
formado em PC1 e PC2 (-) com os tetrasporofitos e gametofitos femininos coletados no
verdo/2009 ¢ relativo aos baixos teores de compostos fenolicos, sendo que os gametofitos
femininos apresentaram teores inferiores aos encontrados em tetrasporofitos. Os
tetraspor6fitos coletados no outono/2008 apresentaram contribuigdes fatoriais proximos a
regido negativa de PC2, indicando que o seu conteudo de compostos fenolicos totais ¢

relativamente baixo quando comparado aos demais individuos.
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Figura 19: Distribuicdo fatorial do componente principal 1 (PC1) e do componente principal 2 (PC2) para
os dados de conteudo médio de carotendides e compostos fenodlicos determinado por CLAE encontrados
nos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis durante o primeiro ano de coletas (outono, inverno e
primavera/2008 e verao/2009) na Praia da Lagoinha, Florianopolis, SC.

Para o segundo ano de coletas (figura 20), o eixo PC1 apresenta a amplitude de
valores para as variaveis carotenoides totais e trans-B-caroteno, sendo o componente de maior
contribuicdo a explicacdo da variancia total dos dados (93,41%). O eixo PC2, que
corresponde as variaveis relacionadas ao perfil de compostos fenolicos, explicou em 5,78% a
variancia dos resultados, sendo que a variancia acumulada nos dois primeiros autovetores
correspondeu a 99%. Dessa forma, gameto6fitos femininos coletados no outono/2009
agruparam-se em PC1 (+), em fun¢do dos maiores teores de trans-B-caroteno e carotendides
totais e baixo conteudo de compostos fenodlicos. De forma contraria, os gametofitos
masculinos coletados no verao/2010 agruparam-se em PC2 (+) devido a alta concentragao de
compostos fenolicos e baixos teores de carotendides. Por ultimo, os tetraspordfitos e
gametofitos femininos coletados no inverno/2009 e no verdao/2010 e os gametofitos
masculinos coletados no inverno/2009 agruparam-se em PC1 (-) em fungdo de seus menores

valores de carotendides totais, trams-B-caroteno e compostos fendlicos. Os tetrasporofiots
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coletados no outono/2009 localizaram-se no grafico das contribuigdes fatoriais, proximos a

regido positiva de PC1, indicando que o seu conteudo de compostos fenolicos € relativamente

baixo quando comparado aos demais individuos.
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Figura 20: Distribuicao fatorial de PC1 e PC2 para os dados de conteudo médio de carotenodides e
compostos fenolicos determinado por CLAE encontrados nos estadios reprodutivos de Gracilaria
domingensis durante o segundo ano de coletas (outono e inverno/2009 e verao/2010) na Praia da Lagoinha,

Floriandpolis, SC.

4.4 - Atividade antioxidante dos extratos

Os extratos de Gracilaria domingensis foram testados para avaliacdo de sua atividade

antioxidante por dois métodos distintos: inibi¢do do radical DPPH (realizado para os extratos

em MeOH 80% - compostos fendlicos) e inibi¢do da oxidagdo lipidica — sistema de co-

oxidagdo do [-caroteno/acido linol¢ico (realizado para os extratos em hexano:acetona -

carotenoides).
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4.4.1 - Inibi¢do do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

Os extratos dos estagios reprodutivos de Gracilaria domingensis, preparados em
MeOH 80%, foram testados frente a sua capacidade em inibir o radical DPPH. Os resultados

podem ser vistos na tabela 20.

Tabela 20: Inibi¢do do radical DPPH para o extrato MeOH 80% dos estadios
reprodutivos de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas sazonalmente na
Praia da Lagoinha (Florianopolis, SC) no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Os valores
apresentados correspondem a média + desvio padrao (triplicata). As letras (mesma coluna)
indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo de
Student-Newman-Keuls.

% Inibicao do radical DPPH
Tetrasporofito  Feminino com cistocarpo  Masculino

Outono 2008 1,18 +0,84° 2,81+ 1,05° -
Ao | Inverno 2008 3,27 +0,11° 1,37 + 0,64° 2,36 +0,97°
Primavera 2008 3,79 +0,11% 4,44 + 0,34° 4,52 +0,23%
Verdo 2009 2,99 + 0,63 2,39 +0,21° 2,76 + 0,32°

Outono 2009  4,17+0,21° 2,38+0,21° -
Ano 2 Inverno 2009 2,33 + 0,34° 2,57 +1,14° 2,33 +0,34°
Verdo 2010 6,57 + 0,14 7,47 + 0,00 6,77 + 0,43

-: individuos ausentes

A 1inibi¢do do radical livie DPPH para os tetrasporofitos de Gracilaria domingensis
coletados durante o primeiro ano de coletas foi maior nos extratos obtidos no inverno,
primavera e verdo que ndo apresentaram diferencas significativas entre si. A menor
porcentagem de inibicao foi obtida para o extrato do outono. Os gametofitos femininos com
cistocarpos e masculinos apresentaram extratos com maior porcentagem de inibicdo do DPPH
na primavera. Para o segundo ano de coletas, em ambos os estadios reprodutivos foi
observado maior porcentagem de inibicdo do DPPH em extratos da coleta de verdo. O extrato
dos individuos nao-férteis coletados no verao/2009 apresentou uma porcentagem de inibigao
do radical DPPH de 2,14 + 0,73%.

O BHT, controle positivo utilizado para comparagdo da atividade antioxidante dos
extratos obtidos a partir dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis apresentou
porcentagem de inibigo do radical DPPH a 0,05 mg.mL™" de 85,51 +2,02% ¢ 0,1 mg.mL"' de
91,21 £0,91%.
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A anadlise de correlagdo de Pearson evidenciou que ndo hé uma correlagao significativa
entre a % de inibicdo do radical DPPH e a concentracdo de compostos fendlicos totais para os

estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis (tabela 21).

Tabela 21: Coeficientes de correlacdo de Pearson entre a % de inibicdo do radical DPPH e a
concentracdo de compostos fendlicos totais dos estddios reprodutivos de Gracilaria
domingensis. Cada célula da tabela corresponde ao valor do coeficiente de correlagdo (p<
0,05). Em negrito, correlagdo significativa.

Correlacao Pearson

Tetrasporofito 0,349
Feminino com cistocarpo -0,460
Masculino -0,071

4.4.2 - Sistema de co-oxidacdo do f-caroteno/dcido linoléico

Os resultados de inibicdo da oxidacdo lipidica dos extratos brutos dos estadios
reprodutivos de Gracilaria domingensis coletados em diferentes periodos do ano sao

apresentados na tabela 22.

Tabela 22: Inibi¢do da oxidagdo lipidica para o extrato hexano:acetona (1:1, v/v) dos
estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis. As amostras foram coletadas
sazonalmente na Praia da Lagoinha (Florianopolis, SC) no periodo de maio/2008 a
janeiro/2010. Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrao (triplicata).
As letras (mesma coluna) indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste
de comparagao de Student-Newman-Keuls.

% Inibi¢ao da oxidacao lipidica

Tetraspor6fito  Feminino com cistocarpo  Masculino

Outono 2008 14,41 +3,07° 13,92 £ 1,91° -
Ao 1 Inverno 2008 3,26 + 0,66° 1,40 + 0,66° 11,19 + 1,32
Primavera 2008 14,18 + 3,14° 5,83 +1,98" 7,80 +0,31°
Verdo 2009 29,71 + 06,88" 7,56 +2,42° 13,31+ 1,71°

Outono 2009 29,46 + 3,79 19,64 + 2,53 -
Ano 2 Inverno 2009 24,11 + 6,31 20,54 + 1,26 18,41+ 1,91
Verdo 2010 33,33 + 5,46 21,13+ 6,37 11,38 + 1,69

-: individuos ausentes
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No primeiro ano de coletas, os tetrasporofitos apresentaram porcentagem de inibigao
lipidica superior no verdo e inferior no inverno. A porcentagem de inibi¢do lipidica dos
extratos do outono e da primavera ndo diferiu estatisticamente. Os gametofitos femininos com
cistocarpos apresentaram porcentagens de inibicao lipidica superiores no outono. As demais
estacdes nao apresentaram diferengas significativas. Os gametofitos masculinos apresentaram
porcentagem de inibigdo lipidica superiores no inverno e no verdo e inferior na primavera.
Para o segundo ano de coletas, os extratos provenientes das diferentes estagdes do ano, para
todos os estadios reprodutivos de G. domingensis nao apresentaram diferencgas significativas
em relacdo a porcentagem de inibicao lipidica. O extrato dos individuos nao-férteis coletados
no verdo/2009 apresentou uma porcentagem de inibigdo lipidica de 7,04 + 3,18%.

Os resultados para todos os extratos testados foram inferiores ao do BHT, utilizado
como controle positivo (BHT a 0,1 mg.mL™" - 91,71 £ 0,51%).

A andlise de correlagdo de Pearson mostrou ndo haver uma correlagao significativa
entre a porcentagem de inibicdo lipidica e o conteido de carotendides totais para
tetrasporofito e gametofitos masculinos de Gracilaria domingensis. Para os gametofitos
femininos, a inibicdo da oxidagdo lipidica se mostrou positivamente relacionada ao contetudo

de carotenodides totais presente nos extratos (tabela 23).

Tabela 23: Coeficientes de correlagdo de Pearson entre a % de inibi¢do da oxidagdo lipidica e
a concentragdo de carotendides totais dos estddios reprodutivos de Gracilaria domingensis.
Cada célula da tabela corresponde ao valor do coeficiente de correlacdo (p< 0,05). Em
negrito, correlagdo significativa.

Correlacao Pearson

Tetrasporofito 0,458
Feminino com cistocarpo 0,517
Masculino -0,223

4.5 - Efeitos da temperatura, salinidade, irradidncia e nutrientes no
desenvolvimento de plintulas tetrasporofiticas e gametofiticas

Na maioria dos tratamentos, as plantulas derivadas da germinacao de carpdsporos e
tetrasporos de Gracilaria domingensis ja apresentavam um disco basal bem desenvolvido aos

sete dias de cultivo e o desenvolvimento do eixo ereto ja foi observado aos 14 dias de cultivo.
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As figuras 21 e 22 ilustram o aspecto geral do desenvolvimento das plantulas derivadas da

germinagdo de carposporos e tetrasporos ao longo de 28 dias de cultivo.

7 dias A 14 dias B

<

borg ©

21 dias _ C 28 dias D

Figura 21: Aspecto geral de plantulas derivadas da germinacao de carposporos de Gracilaria
domingensis ap6s 7, 14, 21 e 28 dias de cultivo em VSES 25%, (A e B) 35 ups, (C e D) 40
ups, 22 + 2°C, fotoperiodo de 14 h, irradiancia de 75 + 5 pmol de fotons.m™.s™'. Escala: A-B:

25 pm; C-D: 100 pm.
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Figura 22: Aspecto geral de plantulas derivadas da germinacdo de tetrdsporos (A-D) de
Gracilaria domingensis apos 7, 14, 21 e 28 dias de cultivo em VSES 25%, (A e B) 20°C, (C e
D) 25 °C, 34 ups, fotoperiodo de 14 h, irradiancia de 75 + 5 pmol de fotons.m™.s™. Escala: A-
B: 25 pym; C-D: 100 pum.

4.5.1 - Plantulas derivadas da germinagdo de carposporos

Temperatura: As plantulas derivadas da germina¢do de carposporos de Gracilaria
domingensis submetidas as temperaturas de 15 e 20°C morreram antes do 7° dia de cultivo. O
disco basal das plantulas cultivadas nas temperaturas de 25 e 30°C apresentaram crescimento
linear, sendo que a taxa de crescimento do disco basal foi maior na temperatura de 30°C
(figura 23). Com relagcdo ao crescimento do eixo ereto, pode-se observar que as plantulas
cultivadas a temperatura de 30°C tiveram crescimento exponencial, enquanto que as plantulas

cultivadas a 25°C apresentaram crescimento linear. A taxa de crescimento do eixo ereto maior
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na temperatura de 30°C, quando comparada a taxa de crescimento das plantulas cultivadas a

25°C (figura 24).
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Figura 23: Variagio do didmetro (mm) e taxa de crescimento (%d"') do disco basal de
plantulas derivadas da germinagdo de carposporos de Gracilaria domingensis ap6s 28 dias de
cultivo em diferentes temperaturas. Condigdes experimentais: meio VSES 25%, 34 ups,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 pmol de fotons.m™.s™. Cada valor corresponde a média
+ desvio padrdo (n=3). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o
teste de comparagao de Student-Newman-Keuls.
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Figura 24: Variagio do comprimento (mm) e taxa de crescimento (%d ™) do eixo ereto de
plantulas derivadas da germinagdo de carpdsporos de Gracilaria domingensis ap6s 28 dias de
cultivo em diferentes temperaturas. Condigdes experimentais: meio VSES 25%, 34 ups,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 pmol de fotons.m™.s” Cada valor corresponde & média
+ desvio padrao (n=3). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o
teste de comparagdo de Student-Newman-Keuls.

Salinidade: As plantulas derivadas da germinacgdo de carpoporos de Gracilaria domingensis
apresentaram tolerancia as salinidades de 25 a 60 ups, sendo que ndo foi observado o
desenvolvimento de eixo ereto nas salinidades de 55 e 60 ups (figuras 25 e 26). As plantulas
que se desenvolveram na salinidade de 60 ups apresentaram poucas divisoes celulares. As
plantulas cultivadas na salinidade de 5 ups sobreviveram apenas 7 dias, enquanto que as

cultivadas em 10, 15 e 20 ups sobreviveram 14 dias. Considerando a varia¢do do didmetro do
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disco basal, o crescimento das plantulas cultivadas nas salinidades de 25 a 50 ups foi
potencial, enquanto que nas salinidades de 55 e 60 ups o crescimento foi exponencial e linear,
respectivamente (figura 25). A taxa de crescimento do disco basal foi maior em salinidades
mais altas (25 a 50 ups), sendo que a maior taxa de crescimento foi observada a 30 ups, ¢ a
menor em 60 ups (figura 25). O crescimento do eixo ereto foi exponencial nas salinidades de
30 e 50 ups, potencial nas salinidades de 25, 35 e 40 ups e linear na salinidade de 45 ups
(figura 28). A taxa de crescimento foi maior nas salinidades entre 25 e 40 ups, sendo que a
maior taxa de crescimento foi observada a 30 ups. As menores taxas de crescimento foram

observadas nas salinidades mais altas (45 e 50 ups) (figura 26).
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Figura 25: Variagio do didmetro (mm) e taxa de crescimento (%d"') do disco basal de
plantulas derivadas da germinacgdo de carposporos de Gracilaria domingensis ap6s 28 dias de
cultivo em diferentes salinidades. Condi¢des experimentais: meio VSES 25%, 22 + 2°C,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 pmol de fotons.m™.s™. Cada valor corresponde a média
+ desvio padrdo (n=3). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o
teste de comparagao de Student-Newman-Keuls.
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Figura 26: Varia¢io do comprimento (mm) e taxa de crescimento (%d™) do eixo ereto de
plantulas derivadas da germinacgdo de carposporos de Gracilaria domingensis ap6s 28 dias de
cultivo em diferentes salinidades. Condi¢des experimentais: meio VSES 25%, 22 + 2°C,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 pmol de fotons.m™.s™'. Cada valor corresponde a média
+ desvio padrdo (n=3). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o
teste de comparagao de Student-Newman-Keuls.

Irradidncia e nutrientes: A taxa de crescimento referente ao didmetro do disco basal de

plantulas derivadas da germinagdo de carposporos de Gracilaria domingensis foi influenciada
tanto pela concentracdo de VSES quanto pelo nivel de irradiancia (figura 27, tabela 25). A
maior taxa de crescimento foi observada em plantulas cultivadas em meio VSES 25% sob a
irradiancia de 150 pmol de fotons.m™.s”. Com relagdo ao eixo ereto, as maiores taxas de

crescimento ocorreram nos tratamentos com VSES 25% e 50% cultivados sob a irradiancia de
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50 e 100 pmol de fotons.m™.s™ (figura 27, tabela 24). Tanto para o disco basal quanto para o

eixo ereto, as menores taxas de crescimento foram observadas no tratamento com maior

concentragdo de VSES (100%).
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Figura 27: Efeito da irradiancia (50, 100 e 150 pmol de fotons.m™.s™) e nutrientes (25%, 50%
e 100% de VSES) na taxa de crescimento (%d™") do disco basal e eixo ereto de plantulas
derivadas da germinacao de carpdsporos de Gracilaria domingensis apds 28 dias de cultivo.
Condigdes experimentais: 34 ups, 22 + 2°C, fotoperiodo 14 h. Cada valor corresponde a média
+ desvio padrao (n=4). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o
teste de comparacao de Student-Newman-Keuls (letras minusculas correspondem as diferencas
entre os niveis de irradiancia; letras maitsculas correspondem as diferengas entre as
concentragdes de VSES).
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Tabela 24: Anélise de variancia bifatorial da taxa de crescimento do disco basal e do eixo
ereto de plantulas derivadas da germinacao de carposporos de Gracilaria domingensis ap6s
28 dias de cultivo em diferentes irradiancias (50, 100 e 150 pmol de fotons.m?>s™) e
concentragdes de nutrientes (25%, 50% e 100% de VSES). Em negrito, efeito significativo.

Disco basal Eixo ereto
Efeito Graus de Liberdade F P F P
Concentragao VSES 2 9,100 0,0009 8,082 0,001
Irradidncia 2 81,911 0,0000 10,935 0,0003
Intera¢do VSES x I 4 0,582 0,677 2,154 0,101

4.5.2 - Plantulas derivadas da germinacdo de tetrdasporos

Temperatura: As plantulas derivadas da germinacao de tetrasporos de Gracilaria domingensis
submetidas a temperaturas de 15°C morreram antes do 7° dia de cultivo. O disco basal das
plantulas cultivadas nas temperaturas de 20 e 25°C apresentaram crescimento potencial, e as
plantulas cultivadas a 30°C apresentaram crescimento linear (figura 28). A taxa de
crescimento do disco basal foi maior na temperatura de 30°C (figura 28). Com relacdo ao
crescimento do eixo ereto, pode-se observar que as plantulas cultivadas a temperatura de 20 e
25°C cresceram linearmente, enquanto que as plantulas cultivadas a 30°C apresentaram
crescimento potencial (figura 29). A taxa de crescimento do eixo ereto foram maiores nas

temperaturas de 20 e 25°C quando comparada a 30°C (figura 29).
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Figura 28: Variagio do didmetro (mm) e taxa de crescimento (%d"') do disco basal de
plantulas derivadas da germinagdo de tetrasporos de Gracilaria domingensis apds 28 dias de
cultivo em diferentes temperaturas. Condi¢des experimentais: meio VSES 25%, 34 ups,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 pmol de fotons.m™.s™". Cada valor corresponde a média
+ desvio padrao (n=2).
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Figura 29: Variacio do comprimento (mm) e taxa de crescimento (%d ™) do eixo ereto de
plantulas derivadas da germinagdo de tetrasporos de Gracilaria domingensis apos 28 dias de
cultivo em diferentes temperaturas. Condigdes experimentais: meio VSES 25%, 34 ups,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 umol de fotons.m™.s™ Cada valor corresponde a média
+ desvio padrao (n=2).

Salinidade: As plantulas derivadas da germinagdo de tetrasporos de Gracilaria domingensis
apresentaram tolerancia as salinidades de 25 a 55 ups, e as plantulas cultivadas a 55 ups nao
desenvolveram o eixo ereto (figuras 30 e 31). As plantulas cultivadas nas salinidades de 5 a
20 ups sobreviveram apenas por 7 dias. Considerando a variagao do diametro do disco basal,
o crescimento das plantulas cultivadas nas salinidades de 25 e 30 ups, bem como as plantulas
cultivadas nas salinidades de 40 a 55 ups foi potencial, enquanto que nas salinidades de 25 e

55 ups o crescimento foi linear (figura 30). A taxa de crescimento do disco basal, embora nao
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testada estatisticamente, foi maior nas salinidades de 40 e 45 ups (figura 30). O crescimento

do eixo ereto foi linear nas salinidades de 25 a 50 ups (figura 31). A taxa de crescimento foi

maior nas salinidades entre 40 e 50 ups. As menores taxas de crescimento foram observadas

nas salinidades mais baixas (25 a 35 ups) (figura 31).
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Figura 30: Variagio do didmetro (mm) e taxa de crescimento (%d") do disco basal de
plantulas derivadas da germinagdo de tetrasporos de Gracilaria domingensis apos 28 dias de
cultivo em diferentes salinidades. Condi¢des experimentais: meio VSES 25%, 22 + 2°C,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 pmol de fétons.m™.s™. Cada valor corresponde a média
+ desvio padrao de 20 plantulas de uma repeti¢do (n=1).

76



2,5 -
T
E 20
S
5]
S
2 1,5 - 40 ups
= 35 ups
o 30 ups
o
= 1,0 - 45 ups
2]
E
= 0,5 1 50 ups
g ’ 25 ups
o

0,0 T T 1

14 21 28
Tempo (dias)
25

[\
[e)
1
—o

[—,
W
1
|_|
—

[S—
(e
1

Taxa de crescimento (%d'l)

9]
1

0 1 1 ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Salinidade (ups)
Figura 31: Variagio do didmetro (mm) e taxa de crescimento (%d"') do eixo ereto de
plantulas derivadas da germinagdo de tetrasporos de Gracilaria domingensis apds 28 dias de
cultivo em diferentes salinidades. Condigdes experimentais: meio VSES 25%, 22 + 2°C,

fotoperiodo 14 h e irradiéncia 75 + 5 pmol de fotons.m™.s™". Cada valor corresponde & média
+ desvio padrao de 20 plantulas de uma repeti¢ao (n=1).

Irradiancia e nutrientes: As plantulas derivadas da germinacdo de tetrasporos de Gracilaria

domingensis nao sobreviveram quando cultivadas sob a irradiancia de 150 pmol de fo6tons.m
257 (figura 32). A taxa de crescimento do didmetro do disco basal de plantulas derivadas da
germinagao de tetrasporos apresentou uma tendéncia de ser maior quando cultivadas em meio
VSES 25% e 50% sob a irradiancia de 100 umol de fotons.m™.s™ (figura 32). Com relagio ao

eixo ereto, as taxas de crescimento das plantulas cultivadas em VSES 25% sob a irradiincia
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de 50 pmol de fotons.m™.s” se mostraram superiores comparativamente aos demais

tratamentos (figura 32).
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Figura 32: Efeito da irradiancia (50, 100 e 150 pmol de fotons.m™.s™) e nutrientes (25%, 50%
e 100% de VSES) na taxa de crescimento (%d™) do disco basal e eixo ereto de plantulas
derivadas da germinacao de tetrasporos de Gracilaria domingensis apos 28 dias de cultivo.

Condigdes experimentais: 34 ups, 22 + 2°C, fotoperiodo 14 h. Cada valor corresponde a média
+ desvio padrao (n=2).
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4.6 - Efeitos da temperatura, salinidade, irradidncia e nutrientes em
tetraspordfitos adultos

Temperatura: Os tetrasporofitos adultos de Gracilaria domingensis foram tolerantes as
temperaturas de 15 a 30°C. As temperaturas 6timas para o crescimento avaliado pela variacao
da massa fresca e pelo comprimento foram 20 e 25°C, e os valores extremos (15 e 30°C)
inibiram o crescimento dos tetrasporofitos (figura 33). Na temperatura de 30°C, os apices

estavam esbranquicados apos 21 dias de experimento.
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Figura 33: Efeito da temperatura na taxa de crescimento (massa fresca, %d™") e no
comprimento (mm) de segmentos apicais de tetrasporofitos adultos de Gracilaria
domingensis ap6s 28 dias de cultivo. Condigdes experimentais: meio VSES 25%, 34 ups,
fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 + 5 pmol de fotons.m™.s” Cada tratamento foi testado com
3 repeti¢des simultdneas com 4 segmentos apicais de 5 mm em cada repeticdo. Cada valor
corresponde a média + desvio padrao (n= 3). As letras indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparagdo de Student-Newman-Keuls.
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Salinidade: Os tetrasporoéfitos adultos de Gracilaria domingensis apresentaram amplo limite
de tolerancia as salinidades testadas, desenvolvendo-se nas salinidades de 10 a 50 ups. Nestes
tratamentos os segmentos apicais apresentavam um aspecto saudavel e auséncia de necroses.
Este comportamento nao foi observado na salinidade de 60 ups, onde aos 21 dias de cultivo os
segmentos apicais se apresentavam despigmentados e, ao final do experimento, os mesmos ja

estavam mortos (figura 34).
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Figura 34: Aspecto geral de segmentos apicais de tetrasporodfitos adultos de Gracilaria
domingensis ap6s 28 dias de cultivo em diferentes salinidades. Condigdes experimentais:
meio VSES 25%, 22 + 2°C, fotoperiodo 14 h e irradiancia 75 £ 5 pmol de fotons.m™.s™". Cada
tratamento foi testado com 3 repetigdes simultaneas com 4 segmentos apicais de 5 mm em
cada repeti¢do. Escala: 5 mm.

A taxa de crescimento (variacdo da massa fresca) dos segmentos apicais foi menor nas
salinidades mais baixas (10 e 20 ups). Nas salinidades de 30 a 50 ups foi observado um
incremento da taxa de crescimento, sendo que a maior taxa de crescimento foi observada na
salinidade de 40 ups. O crescimento em comprimento também foi influenciado pelas
diferentes salinidades testadas, sendo que o crescimento maximo foi observado na salinidade

de 40 ups e o menor, na salinidade de 10 ups (figura 35).
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Figura 35: Efeito da salinidade (ups) na taxa de crescimento (massa fresca, %d") e no
comprimento (mm) de segmentos apicais de tetrasporofitos adultos de Gracilaria
domingensis ap6s 28 dias de cultivo em meio VSES 25%. Condigdes experimentais: meio
VSES 25%, 22 + 2°C, fotoperiodo 14 h e irradidncia 75 + 5 pmol de fétons.m™.s™'. Cada
tratamento foi testado com 3 repeticdes simultaneas com 4 segmentos apicais de 5 mm em
cada repeticao. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n= 3). As letras indicam

tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo de Student-
Newman-Keuls.

Irradiancia e nutrientes: A taxa de crescimento (variagdo da massa fresca) e o comprimento de

segmentos apicais de tetrasporofitos adultos de Gracilaria domingensis foram influenciados
significativamente apenas pelos niveis de irradiancia testados. Os segmentos apicais

. . A . , 2 - .
cultivados sob a irradiancia de 100 umol de fotons.m™.s™ apresentaram as maiores taxas de
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crescimento e os maiores valores em comprimento, independentemente da concentragdo de
. o ea . . 2 -
VSES, quando comparados aos cultivados sob a irradidncia de 50 pmol de fotons.m™.s

(figura 36, tabela 25).
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Figura 36: Efeito da irradidncia (50 e 100 umol de fotons.m™.s™") e nutrientes (25% e 50% de
VSES) na taxa de crescimento (massa fresca, %d") e no comprimento (mm) de segmentos
apicais de tetrasporofitos adultos Gracilaria domingensis apos 28 dias de cultivo. Condig¢des
experimentais: 34 ups, 22 + 2°C, fotoperiodo 14 h. Cada tratamento foi testado com 3
repeti¢des simultaneas com 4 segmentos apicais de 5 mm em cada repeti¢do. Cada valor
corresponde a média + desvio padrao (n= 3). As letras indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls (letras minusculas
correspondem as diferengas entre os niveis de irradiancia; letras maitsculas correspondem as
diferencas entre as concentragdes de VSES).
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Tabela 25: Andlise de variancia bifatorial da taxa de crescimento de segmentos apicais de
tetrasporofitos adultos Gracilaria domingensis apds 28 dias de cultivo em diferentes
irradiancias (50 e 100 mol de fotons.m™.s™") e concentracdes de nutrientes (25% e 50% de
VSES). Em negrito, efeito significativo.

Disco basal Eixo ereto
Efeito Graus de Liberdade F P F P
Concentra¢do VSES 1 1,824 0,213 3,164 0,213
Irradiancia 1 44,957 0,0001 48,370 0,0001
Interacdo VSES x | 1 1,583 0,243 3,432 0,243

4.7 - Efeitos da irradidncia e nutrientes no conteudo de pigmentos
fotossintetizantes, de carotendides e de proteinas soluveis totais em
tetraspordfitos adultos cultivados em laboratorio

O conteudo de pigmentos fotossintetizantes foi influenciado significativamente apenas
pelos niveis de irradiancia testados, sendo que as concentracdes de ficobiliproteinas
(ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) foram maiores em tetrasporofitos cultivados sob a
irradiancia de 50 pmol de fotons.m™.s”, quando comparados aos cultivados sob a irradidncia
de 100 pmol de fotons.m™.s™ (figura 37, tabela 26). Ndo houve diferenca significativa no

conteudo de clorofila @ nos diferentes tratamentos testados (figura 37, tabela 26).
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Figura 37: Efeitos da irradidncia (50 e 100 pmol de fotons.m™.s™ ) e nutrientes (25 ¢ 50% de
VSES) no conteudo de ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) e clorofila
a de segmentos apicais de tetrasporéfitos adultos de Gracilaria domingensis, apds 28 dias de
cultivo. Condigdes experimentais: 34 ups, 22 + 2°C, fotoperiodo 14 h. Cada tratamento foi
testado com 3 repeticdes simultdneas com 6 segmentos apicais de 2 cm em cada repetigao.
Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n= 3). As letras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo de Student-Newman-Keuls
(letras minasculas correspondem as diferencgas entre os niveis de irradidncia; letras maitisculas
correspondem as diferengas entre as concentragoes de VSES).
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Tabela 26: Analise de variancia bifatorial do conteudo de ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e
aloficocianina) e clorofila a de segmentos apicais de tetrasporofitos adultos Gracilaria domingensis apds
28 dias de cultivo em diferentes irradiancias (50 e 100 umol de fotons.m™.s™") e concentracdes de
nutrientes (25% e 50% de VSES). Em negrito, efeito significativo.

Ficoeritrina Ficocianina Aloficocianina Clorofila a
Efeito Graus de F P F P F P F P
Liberdade
Concentragao VSES 1 0,905 0,369 1,699 0,228 2,993 0,121 0,201 0,665
Irradiancia 1 18,196 0,002 10,214 0,012 8,038 0,021 4,921 0,0573
Interacao VSES x 1 1 0,684 0431 0,769 0405 1,792 0217 0,057 0,816

Foi observado que tanto as concentragoes de VSES quanto os niveis de irradiancia
influenciaram o contetido de proteinas soluveis totais, embora ndo se tenha interacdo entre
estes dois fatores. O contetido de proteinas soluveis totais foi maior em tetrasporofitos
cultivados em VSES 50% sob irradidncia de 100 pmol de fétons.m™.s” do que em
tetraspordfitos cultivados em VSES 25% sob irradiancia de 50 pmol de fotons.m™.s™ (figura

38, tabela 27).
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Figura 38: Efeitos da irradiancia (50 e 100 pmol de fotons.m™.s™ ) e nutrientes (25 ¢ 50% de
VSES) no conteido de proteinas soluveis totais de segmentos apicais de tetrasporofitos
adultos de Gracilaria domingensis apos 28 dias de cultivo. Condigdes experimentais: 34 ups,
22 + 2°C, fotoperiodo 14 h. Cada tratamento foi testado com 3 repeti¢cdes simultdneas com 6
segmentos apicais de 2 cm em cada repeticdo. Cada valor corresponde a média £ desvio
padrdo (n= 3). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de
comparac¢ao de Student-Newman-Keuls (letras minusculas correspondem as diferencas entre

os niveis de irradiancia; letras maitsculas correspondem as diferengas entre as concentragdes
de VSES).
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Tabela 27: Andlise de varidncia bifatorial do conteiido de proteinas soluveis totais de
segmentos apicais de tetrasporofitos adultos Gracilaria domingensis apds 28 dias de cultivo
em diferentes irradiancias (50 e 100 pmol de fotons.m™.s™") e concentragdes de nutrientes
(25% e 50% de VSES). Em negrito, efeito significativo.

Efeito Graus de Liberdade F P
Concentracao VSES 1 9,543 0,014
Irradiancia 1 44,622 0,0001
Interagdo VSES x I 1 4,684 0,062

Outro parametro analisado neste experimento foi a produgdo de carotendides. A
analise cromatografica das amostras foi realizada visando a identificacdo e quantificacao dos
compostos de interesse. A CLAE revelou ser a xantofilas zeaxantina o carotenodide
predominante (Figura 39), sendo possivel também a deteccdo de luteina, B-criptoxantina e do

isémero trans do B-caroteno.
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Figura 39: Perfil cromatografico de carotendides (CLAE, 450 nm) do extrato
organossolvente de segmentos apicais de tetrasporofitos adultos de Gracilaria domingensis
apos 28 dias de cultivo em meio VSES 25% sob a irradidncia de 100 pmol de fotons.m™.s™,
34 ups, 22 + 2°C, fotoperiodo 14 h. (Picos: 1 — luteina; 2 — zeaxantina livre; 3 — zeaxantina
esterificada; 4 — B-criptoxantina; 5 — trans-p-caroteno).
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A andlise de variancia bifatorial foi realizada com o intuito de verificar o efeito da
interagdo entre as concentragdes de VSES e as irradidncia testadas no conteudo de
carotendides. Foi observado que apenas a irradiancia influenciou a concentragdo de luteina,
sendo que o seu acumulo foi maior na irradidncia de 100 pmol de fotons.m™.s™, quando
comparada a de 50 pmol de fétons.m™.s”, independentemente da concentracio de VSES
(figura 40, tabela 28).

As concentracdes de zeaxantina livre foram influenciadas tanto pelas concentragdes de
VSES quanto pelos niveis de irradiancia testados. Observou-se que o acumulo deste
carotendide é maior em VSES 25% sob a irradidncia de 100 pmol de fotons.m™.s™ e menor
quando os tetraspordfitos foram cultivados em VSES 25% sob a irradiancia de 50 umol de
fotons.m™.s™'. Néo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com VSES
50% em ambeas as irradidncias testadas (figura 40, tabela 28).

Para os tetraspordfitos cultivados sob a irradidncia de 50 pmol de fotons.m™.s™”, as
intensidades dos picos referentes a zeaxantina esterificada foram pequenas, ndo permitindo a
sua quantificacio. Quando cultivados sob a irradiancia de 100 pmol de fotons.m™.s™, o
contetido deste composto foi maior em VSES 25% quando comparado a concentracao de 50%
(figura 40, tabela 28).

Com relag¢do ao conteudo de B-criptoxantina, ambos os fatores testados influenciaram
a concentracdo deste composto, havendo efeito de interacdo. A concentragdo de J-
criptoxantina foi menor nos tratamentos com VSES 25% e 50% cultivados sob a irradiincia
de 50 pmol de fotons.m™.s™', e ndo foram obseravadas diferencas significativas entre estes
dois tratamentos. Quando cultivados sob a irradidncia de 100 pmol de fotons.m™s”, a
concentragdo de [-criptoxantina foi maior em VSES 50% comparativamente a concentracao
de 25% (figura 40, tabela 28).

Apenas a irradiancia influenciou a concentragdo de trans-f-caroteno, sendo que a
maior concentragdo deste composto foi observada em tetrasporodfitos cultivados sob a
irradiancia de 100 pmol de fotons.m™.s™, independentemente da concentragio de VSES

(figura 40, tabela 28).
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Figura 40: Efeitos da irradiancia (50 e 100 pmol de fétons.m™.s™) e nutrientes (25 ¢ 50% de
VSES) na concentracdo de carotenodides determinada por CLAE (luteina, zeaxantina livre,
zeaxantina esterificada, B-criptoxantina e -caroteno) de segmentos apicais de tetrasporofitos
adultos de Gracilaria domingensis apos 28 dias de cultivo. Condigdes experimentais: 34 ups,
22 + 2°C, fotoperiodo 14 h. Cada tratamento foi testado com 3 repeti¢cdes simultdneas com 6
segmentos apicais de 2 cm em cada repeticdo. Cada valor corresponde a média £ desvio
padrdo (n= 3). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de
comparac¢do de Student-Newman-Keuls (letras minusculas correspondem as diferencas entre

os niveis de irradiancia; letras maitsculas correspondem as diferengas entre as concentragdes
de VSES).
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Tabela 28: Analise de variancia bifatorial do conteido de carotenodides (luteina, zeaxantina livre,
zeaxantina esterificada, B-criptoxantina e trans-p-caroteno) de segmentos apicais de tetrasporofitos adultos
Gracilaria domingensis apos 28 dias de cultivo em diferentes irradiancias (50 ¢ 100 pmol de fotons.m™.s™)
e concentracdes de nutrientes (25% e 50% de VSES). Em negrito, efeito significativo.

Luteina Zeaxantina livre B-criptoxantina -caroteno
Efeito Graus de F P F P F P F P
Liberdade
Concentragao VSES 1 2,742 0,136 8,565 0,022 62,623  0,000047 0,343 0,574
Irradiancia 1 327,370 0,000 135,584 0,000008 643,148 0,000 357,044 0,000
Interacdo VSES x | 1 2,379 0,161 95,728 0,000025 23,570 0,001 14,722 0,225
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V. DISCUSSAO

5.1 - Estudo fenologico da populacgdo

Durante o periodo de amostragem (dois anos) foi observada a predominancia de
tetraspor6fitos na populacao de Gracilaria domingensis em relacdo aos gametofitos. Esta
predominancia foi ainda maior nas coletas realizadas no outono, onde nao foi observada a
ocorréncia de gameto6fitos masculinos na populagdo. Embora estudos em laboratério tenham
comprovado que a taxa de liberagdo de carpdsporos e tetrasporos seja semelhante (Ferreira
2008), os resultados obtidos no presente estudo indicam que a sobrevivéncia de plantulas
depende da interagdo entre varios fatores. Um destes fatores pode ser a temperatura, que
diminui nos meses do outono e inverno. A literatura relata que a temperatura pode influenciar
a sobrevivéncia de esporos, e os limites de tolerancia sdo diferentes para tetrdsporos e
carposporos em espécies de Gracilaria (Yokoya & Oliveira 1992a). A ocorréncia de
individuos ndo-férteis de G. domingensis foi baixa quando comparada aos individuos férteis,
sendo que do total de individuos coletados, apenas quatro individuos nao-férteis foram
encontrados. Estes resultados corroboram com o observado por Plastino (1985) e por Costa &
Platino (2001), que observaram que a freqiiéncia de individuos nao-férteis encontrados em
populagdes naturais de Gracilaria spp. € geralmente baixa.

A predominancia de tetraspordfitos na populagdo estudada estd de acordo com os
resultados acerca do histérico de vida de outras espécies do género Gracilaria. Em um estudo
com duas populacdes naturais de G. verrucosa, Destombe et al. (1989) sugeriram que os
individuos dipldides possuem vantagens em relagdo aos individuos haploides em aspectos
como as taxas de sobrevivéncia e regeneragdo, o que explicaria a predominancia de
tetrasporo6fitos na populagdo. Além disso, carposporos de algas vermelhas (diploides) por
serem maiores, poderiam apresentar taxas de sedimentacao maiores, o que possivelmente
confere vantagens ecoldgicas a esses esporos, ja que os mesmos alcancariam primeiro o
substrato (Mshigeni 1976, Okuda & Neushul 1981). Luhan (1996) observou que 64% da
populacdo de G. heteroclada Zhang & B.M. Xia das Filipinas eram tetrasporofitos. Em uma
populagdo natural de G. caudata da Paraiba, Miranda (2000) também observou a
predominancia de individuos tetrasporofiticos. Na populagdo de G. damaecornis J. Agardh de
Punta Arenas, Venezuela também foi observado o predominio da fase tetrasporofitica (Brito
& Silva 2004). Aratjo (2005) observou que 52% da populagdo de G. birdiae da Area de
Protecdo Ambiental da Barra do Rio Mamangape na Paraiba ¢ composta por individuos

tetrasporofiticos. Para uma populagdo natural de G. gracilis que ocorre na Sicilia também foi
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observada a predominancia da fase tetrasporofitica em relagdo a fase gametofitica (Polifrone
et al. 2006). Pinheiro-Joventino & Bezerra (1980) estudaram o padrio reprodutivo de
populagdes naturais de G. domingensis no Estado do Ceara e também observaram a
predominancia de tetrasporofitos na populagdo. Estes resultados foram similares aos
encontrados por Guimaraes et al. (2003) para duas populagdes de G. domingensis do Estado
do Ceara.

A propor¢ao de gametofitos masculinos e femininos observada no presente estudo
correspondeu ao esperado, que ¢ de 1:1. Guimaraes ef al. (1999) observaram uma razao de 1:1
entre gametofitos femininos e masculinos de Gracilaria domingensis cultivados em
laboratorio. O mesmo padrao foi observado para G. birdiae cultivadas em laboratério (Costa
& Plastino 2001). Em estudos realizados em campo, Destombe et al. (1989) e Aratjo (2005)
observaram uma razao de 1:1 entre gametofitos femininos e masculinos de G. verrucosa e G.
birdiae, respectivamente. Contudo, para G. domingensis (Pinheiro-Joventino & Bezerra 1980)
e G. caudata (Miranda 2000) foi observado que o nimero de gametodfitos femininos foi
superior ao de gametofitos masculinos. Plastino ef al. (2004) encontraram maior proporcdo de
gametofitos masculinos e baixa ocorréncia de individuos nao-férteis em G. birdiae cultivadas
em laboratorio. A diferenca observada na proporgao entre gametofitos femininos e masculinos
sugere que os fatores ambientais podem interferir no desenvolvimento destas fases e a
temperatura pode estar relacionada a auséncia de gametofitos masculinos na populagao de G.
domingensis no outono.

Alguns autores caracterizaram a flutuagdo da biomassa de espécies do género
Gracilaria em ciclos bioldgicos anuais, onde os maiores valores de biomassa sao observados
na primavera e verdo (Romo et al. 1979, Poblete & Inostroza 1987, Givernaud et al. 1999).
Embora a andlise estatistica nao tenha apresentado diferencas sazonais com relacdo a
biomassa da populacdo de Gracilaria domingensis durante o periodo estudado, pode-se
observar uma tendéncia a diminui¢do da biomassa no inverno € o aumento na primavera € no
verdo, com exce¢do dos gametofitos masculinos, que apresentaram um incremento da sua
biomassa no inverno.

O comprimento dos tetrasporofitos variou sazonalmente, sendo que o comprimento
dos individuos foi maior na primavera. Mesmo nao havendo influencia da sazonalidade no
comprimento dos gametdfitos femininos com cistocarpo e masculinos, ha uma tendéncia do
comprimento do talo dos gameto6fitos serem maiores na primavera. Segundo Hansen & Doyle
(1976), o aumento do fotoperiodo, irradidncia e nutrientes que ocorre na primavera vem
acompanhado de um aumento no comprimento do talo e na producdo de biomassa pelas

macroalgas marinhas.
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5.2 - Variagdo sazonal do perfil carotenoidico e fenolico

5.2.1 - Carotendoides

Este ¢ o primeiro trabalho que relata a ocorréncia de luteina e o-caroteno em
Gracilaria domingensis. Os estudos realizados por Guaratini (2008) e Pereira (2009) com
populagdes de G. domingensis de diferentes localidades do Estado do Rio Grande Norte
descreveram a ocorréncia de violaxantina, anteraxantina, zeaxantina, aloxantina e -caroteno.
As comparagdes dos resultados devem ser feitas com cautela, pois a metodologia utilizada
para a analise dos carotenoides nos trabalhos mencionados anteriormente foi muito diferente
daquela utilizada no presente trabalho. Embora a identificagdo e quantificagdo destes
compostos tenham sido realizadas por CLAE, o preparo dos extratos utilizou solventes
diferentes, a coluna e o sistema de elui¢do apresentaram diferencgas, bem como o comprimento
de onda de detecgdo dos carotendides. As diferengas observadas no perfil carotenoidico de
populagdes de G. domingensis estdo relacionadas provavelmente as respostas de
fotoaclimatagdo e fotoprote¢do da espécie a um determinado ambiente. Esta hipotese ¢
coerente, uma vez que as condi¢cdes climaticas do Rio Grande do Norte sdo muito distintas
das encontradas no Estado de Santa Catarina, o que pode ocasionar respostas diferenciadas
em uma mesma espécie.

No presente estudo, independentemente da época do ano ou estadio reprodutivo, o
caroten6ide majoritario foi o trans-p-caroteno. Entre as xantofilas, luteina e zeaxantina foram
as mais abundantes, dependendo do periodo de coleta. O B-caroteno ¢ um pigmento com alto
poder fotoprotetor (Demming-Adams 1990) que confere capacidade para aclimatagdo
fotossintética a condi¢des ambientais extremas (Gomez-Pinchetti et al. 1992). Os elevados
teores de B-caroteno implicam em uma maior resisténcia a fotoinibi¢cdo, ao custo de uma
menor taxa fotossintética (Gomez-Pinchetti ef al. 1992). Além disso, os niveis de B-caroteno
podem ser modulados pela temperatura, e o sinergismo entre a irradidncia e a temperatura
também podem modular a sua sintese (Takagi et al. 1990). B-caroteno foi o carotendide
majoritario em variantes cromaticas de Gracilaria domingensis coletadas em Rio do Fogo,
Rio Grande do Norte (Pereira 2009).

Durante o primeiro ano de coletas, a luteina foi a xantofila majoritaria entre os
estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis, exceto para os gamet6dfitos femininos com
cistocarpos e masculinos coletados no verdo, que apresentaram concentragdes superiores de
zeaxantina. No segundo ano de coletas, a zeaxantina foi a xantofila majoritaria, com excecao

dos gametodfitos femininos coletados no outono, que apresentaram concentragdes superiores
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de luteina. Assim como o f-caroteno, luteina e zeaxantina também desempenham o papel de
fotoprotetores e estdo envolvidos na dissipacdo térmica do excesso de energia (Garcia-
Plazaola et al. 2003). A mudanga na concentragdo destes compostos pode representar uma
estratégia dos estadios reprodutivos de G. domingensis frente as mudangas climaticas que
ocorreram entre os anos de coletas.

Em outros estudos, com material in vivo e cultivados em laboratorio, as espécies do
género Gracilaria foram inseridas nos grupos onde zeaxantina e anteraxantina sdo o0s
carotenoides majoritarios (Carnicas et al. 1999, Ursi et al. 2003, Andersson et al. 2006,
Schubert et al. 2006, Guaratini 2008, Schubert & Garcia-Mendoza 2008). Segundo a
literatura, as algas vermelhas apresentam um padrdo na composi¢do de carotendides, sendo
este padrdo composto por a e f-caroteno e uma xantofila majoritaria, luteina, zeaxantina ou
anteraxantina (Marquardt & Hanelt 2004, Schubert et al. 2006, Esteban et al. 2009). Os
resultados obtidos para G. domingensis apontam para a influéncia dos fatores ambientais na
sintese de carotendides, onde, dependendo do periodo de coleta, a via de sintese dos
compostos derivados do o - caroteno se encontra mais ativa do que a via dos compostos
derivados do B-caroteno.

No presente trabalho, a comparagdo entre os estadios reprodutivos de Gracilaria
domingensis ficou comprometida, uma vez que nao foram coletados gameto6fitos masculinos
no outono durante os dois anos de coleta. A comparacdo na dindmica de acumulo dos
carotenoides entre os anos também ficou prejudicada, uma vez que as condi¢des climaticas
impediram a coleta das algas na primavera do segundo ano. No entanto, varias observacdes
puderam ser feitas a partir dos resultados obtidos. Comparando-se os tetrasporofitos e os
gametofitos femininos com cistocarpos, observou-se que no primeiro ano de coletas ambos os
estadios reprodutivos apresentaram maior acumulo de carotendides no outono € menor no
inverno. Os tetrasporofitos apresentaram concentragdes superiores destes compostos no verao
em relacdo a primavera e os gametofitos femininos apresentaram teores superiores na
primavera em relacdo ao verdo. Nao foram observadas diferengas significativas nas
concentracdes de carotenodides entre as estagdes durante o primeiro ano de coletas para os
gamet6fitos masculinos. Durante o segundo ano de coletas, as concentragdes de carotendides
mantiveram-se altas no outono para tetrasporofitos e gametofitos femininos. O contetido
destes compostos diminuiu no inverno em relagdo ao outono, e valores inferiores foram
encontrados no verao para todos os estddios reprodutivos de G. domingensis. Em ambos 0s
anos de coletas, as concentragdes de carotendides em gametdfitos masculinos foram sempre
superiores as observadas em tetrasporofitos e gametofitos femininos. Estes resultados

sugerem que os estadios reprodutivos de G. domingensis apresentam diferencas bioquimicas e
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estas diferengas podem estar relacionadas aos fatores ambientais. As diferencas observadas
também podem estar relacionadas ao estddio reprodutivo, entretanto, a andlise estatistica
comparando os diferentes estadios reprodutivos ndo foi realizada devido a auséncia de
gamet6fitos masculinos no outono dos dois anos de amostragem.

Os altos teores de carotendides observados em tetrasporofitos e gametofitos femininos
com cistocarpos de Gracilaria domingensis coletados no outono podem ser explicados pelo
efeito combinado dos fatores ambientais analisados, principalmente a alta irradidncia (233
horas de brilho solar — outono/2008 e 179,8 horas de brilho solar — outono/2009), a
diminui¢do da temperatura que ocorre no outono (13,34 a 22,07°C — outono/2008 ¢ 16,15 a
23,35°C outono de/2009) e a quantidade de oxigénio dissolvido na agua (8,82 mg.L' —
outono/2008 ¢ 8,90 mgL"' — outono/2009), que foi maior nas coletas de outono
comparativamente as demais coletas. E reconhecida a fungdo fotoprotetora dos carotendides e
sua sintese ¢ maior no verao, onde o aumento da temperatura e a exposicao aos altos niveis de
irradiancia favorecem a carotenogénese (Rodriguez-Amaya et al. 2008). No entanto, a
insolac¢do no local de coleta (horas de brilho solar) ¢ maior no outono em relagdo ao verao
(embora ndo exista correlagao entre a insolacao mensal total e os carotendides para o primeiro
ano de coletas). Em temperaturas mais baixas, as algas de ambientes tropicais apresentam
menores taxas fotossintetizantes (Simon et al. 1999, Nygard & Dring 2008). Possivelmente o
excesso de energia ¢ maior quando as taxas de fotossintese liquida sdo menores, uma vez que
baixas temperaturas limitam o transporte de elétrons e a fixagdo de carbono, reduzindo a
habilidade da alga em utilizar a luz (Davison 1991). Neste contexto, os tetrasporofitos e
gametofitos femininos de G. domingensis necessitariam de uma maior fotoprotecdo no
outono. Além disso, o aumento no contetido de carotenodides no outono pode estar relacionado
a concentragdo de oxigénio dissolvido na agua do mar. A presenca de radicais livres de
oxigénio estimula a sintese de carotendides, que tem a capacidade de proteger as células
contra dados oxidativos (Nur et al. 1982).

Os teores inferiores de carotendides observados em Gracilaria domingensis no
inverno podem estar relacionada a aclimatagdo da populagdo frente aos fatores ambientais,
principalmente aos ja discutidos anteriormente. No entanto, durante o inverno também foi
observada uma diminui¢do na salinidade. Embora pouco se conhega sobre a interferéncia da
salinidade na sintese e acumulo de carotendides em macroalgas marinhas (Xia et al. 2004), ha
evidéncias de que o aumento na salinidade promove o acimulo destes compostos em
microalgas (Fazeli et al. 2006, Ranga Rao et al. 2007) e em algumas macroalgas (Banerjee et

al. 2009). Como os carotendides apresentaram correlacdo positiva com a salinidade para os
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dois anos de coleta, a diminui¢ao na salinidade pode estar relacionada com a diminui¢do da
sintese de carotenoides no inverno.

A diminui¢do acentuada na concentracdo de carotendides em Gracilaria domingensis
coletadas no inverno, durante o primeiro ano de coletas também pode estar relacionada com
os nutrientes dissolvidos na dgua do mar. O contetido de carotendides em ambos os anos de
coletas correlacionou-se negativamente com o fosfato e o N-amoniacal, mas no primeiro ano
de coletas, a concentragdo de carotendides também correlacionou-se negativamente com o
nitrato, que apresentou o maior valor quando comparado aos valores obtidos nas demais
coletas (2,06 + 0,38 uM). Este aumento na concentragdo de nitrogénio poderia ter provocado
o aumento no crescimento do fitoplancton, que contribuiu para a atenuag@o da luz na coluna
d’agua, como observado por Denault ef al. (2000), diminuindo a sintese de carotenoides.

A concentracdo de carotenoides em Gracilaria domingensis diminuiu na primavera e
no verdo em comparacao ao outono do primeiro ano de coletas. No segundo ano de coletas,
também foi observada uma diminui¢do na concentracdo de carotendides no verdo, sugerindo
que a fotodegradacdo ¢ maior do que a carotenogénese nos meses onde a irradiancia e a

temperatura sao mais elevadas (Rodriguez-Amaya et al. 2008).

5.2.2 - Compostos fendlicos

Assim como para os carotenoides, pouco se sabe sobre a dindmica no acumulo de
compostos fendlicos em macroalgas, principalmente no que diz respeito as algas vermelhas.
Este ¢ o primeiro trabalho sobre compostos fendlicos em Gracilaria domingensis e as suas
concentragdes apresentaram ampla variagao sazonal.

Os resultados obtidos durante o primeiro ano de coletas evidenciaram diferengas entre
os estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis. Tetrasporofitos e gametdfitos masculinos
apresentaram niveis superiores de compostos fendlicos na primavera e uma redugdo destes
valores no inverno € no verao, e, os menores valores foram observados para tetrasporofitos
coletados no outono. Para gametofitos femininos com cistocarpos, concentragdes superiores
de compostos fenolicos foram observadas no outono, intermedidrias no inverno e na
primavera e inferiores no verdo. As concentracdes de epicatequina, galocatequina e do
composto X (Rt 4,4 min) foram bastante varidveis, sendo que a concentracdo dos referidos
compostos foi modificada de acordo com a estacdo de coleta e estddio reprodutivo. Estes
resultados evidenciam mais uma vez que os estddios reprodutivos de G. domingensis

apresentam estratégias diferenciadas para se aclimatarem as mudangas climaticas.
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De modo geral, o acimulo de compostos fendlicos ¢ maior no verao, sendo os
menores valores encontrados no outono e no inverno, uma vez que estes compostos sao
positivamente correlacionados com a irradidncia encontrada no campo (Connan et al. 2004,
Abdala-Diaz et al. 2006, Plouguerné et al. 2006). Os resultados obtidos para os estadios
reprodutivos de Gracilaria domingensis coletados no primeiro ano (maio/2008 a
janeiro/2009) ndo estdo de acordo com o exposto anteriormente, ¢ o acumulo destes
compostos para este ano foi correlacionada negativamente com a irradiancia, sendo que a
primavera/2008 apresentou a menor irradiancia quando comparada as demais coletas (78,3
horas de brilho solar). Além disso, os compostos fendlicos estiveram correlacionados
negativamente com a salinidade e a temperatura (minima, méxima e da agua), e para as
plantas terrestres, a temperatura estd correlacionada positivamente com o actimulo destes
compostos (Bakhshi & Orakawa 2006, Dkhil & Denden 2010).

Uma hipétese para explicar os resultados obtidos no presente trabalho seriam as
diferengas fisioldgicas apresentadas pelos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis.
Como mencionado anteriormente, a irradiancia registrada no outono do primeiro ano foi a
mais alta, o que possivelmente provocou o aumento do conteido de carotendides e compostos
fenodlicos em gametofitos femininos. Os carotenodides estariam associados a fotoprotegao,
enquanto que os compostos fendlicos poderiam estar relacionados aos mecanismos de
prote¢do aos carpdsporos que, como vistos em experimentos em laboratdrio, sdo sensiveis a
temperaturas baixas. Os altos teores de compostos fenolicos observados na primavera em
tetrasporofitos e gametdfitos masculinos podem estar associados a maturagao e/ou protegao
das suas estruturas reprodutivas, uma vez que Plouguerné et al. (2006) observou um aumento
na sintese de compostos fendlicos durante o periodo de reproducdo de Sargassum muticum
(Yendo) Fensholt, relacionando os compostos fenolicos com a protegao dos receptaculos.

Em relacdo ao segundo ano de coletas, os resultados de acumulo de compostos
fendlicos em Gracilaria domingensis foi semelhante aos descritos na literatura para
macroalgas marinhas (Connan et al. 2004, Abdala-Diaz et al. 2006, Plouguerné et al. 2006),
sendo que concentracdes elevadas destes compostos foram observadas no verdo. Como
discutido anteriormente, os altos niveis de irradiancia favorecem a fotodegradacdo dos
carotendides, e, por este motivo, os estadios reprodutivos de G. domingensis aumentariam a
sintese dos compostos fenolicos, evitando assim danos fotooxidativos. Como no verdo do
segundo ano de coletas foram observadas as maiores temperaturas (minima = 22,7°C; maxima
= 28,8°C), o aumento nas concentracdes de compostos fenodlicos pode ser um mecanismo de
protecdo contra a elevacdao da temperatura, uma vez que foi observado em laboratorio que o

crescimento de tetrasporofitos de G. domingensis € inibido em temperaturas altas (30°C).
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5.2.3 — Analise de Componentes Principais (PCA)

Os agrupamentos formados na PCA com os dados obtidos para Gracilaria
domingensis coletada durante o periodo de dois anos evidenciaram a influéncia dos fatores
ambientais no conteiido de carotenodides e compostos fendlicos. Entretanto, esta influéncia ¢
evidentemente maior em gameto6fitos femininos com cistocarpos e em gametéfitos masculinos
de G. domingensis. A PCA com os dados obtidos durante o primeiro ano apresentou a
formagao de dois grupos bem definidos, onde gametofitos masculinos coletados na primavera
e femininos coletados no outono agruparam-se em funcdo do elevado teor de compostos
fenolicos. O segundo agrupamento ¢ caracterizado por gamet6fitos masculinos coletados no
inverno e no verao que apresentaram elevados teores de carotendides. Para o segundo ano de
coletas, os gametofitos femininos com cistocarpos coletados no outono aparecem separados
devido ao seu elevado teor de carotendides, enquanto que gametofitos masculinos coletados
no verdo encontram-se separados devido ao elevado teor de compostos fenolicos.

O emprego desta ferramenta estatistica mostrou-se bastante eficiente na visualizacao
das diferengas entre os estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis nos diferentes
periodos de coletas, e evidenciou que os estadios reprodutivos de G. domingensis ndo tém
preferéncia por uma Unica via de sintese de metabodlitos secunddrios. A maior ou menor
ativacdo de uma das vias esta relacionada as necessidades fisiologicas de um dado estadio
reprodutivo frente as mudancas ambientais. E importante salientar que a fase tetrasporofitica é
predominante em populagdes naturais de Gracilaria, e este fato pode estar relacionado ao
dobro de material genético que individuos diploides possuem, o que confere vantagens
adaptativas a estes em relagdo aos espécimes haploides (fase gametofitica) (Destombe et al.
1989). Desta forma, os individuos haploides desenvolveriam estratégias para sobreviver as
condi¢des adversas, uma vez que eles estdo mais susceptiveis a estas. Por esta razdo,
justificam-se as concentragdes elevadas de carotenoides e compostos fendlicos em individuos
hapléides (gametofitos femininos com cistocarpos € gametofitos masculinos).

O maior acumulo de carotendides e compostos fenolicos em gametdfitos masculinos
pode representar uma estratégia de sobrevivéncia, uma vez que estes individuos sd@o pouco
encontrados na populacdo. Para garantir o sucesso reprodutivo da populacdo, os gametofitos
masculinos aumentam o acimulo destes compostos, o que garantiria a sua sobrevivéncia as
condi¢des ambientais adversas.

Depois da fecundacdo do carpogdnio (gameta feminino) pelo espermacio (gameta
masculino), desenvolve-se a fase carposporofitica, que originara os carposporos (2n). Os

carposporos de, por exemplo, Gracilaria caudata (Yokoya & Oliveira 1993) e G. gracilis

97



(Polifrone et al. 2006) sdo mais tolerantes as condi¢des adversas que os tetrasporos (n), €
provavelmente ¢ o estabelecimento destes que mantém a populagdo destas espécies, pois da
germinagdo dos carposporos € que se originam os tetrapor6fitos (2n). Com a diminui¢do da
temperatura no outono, o aumento no conteudo de carotendides ou compostos fendlicos nos
gametofitos femininos com cistocarpos de G. domingensis funcionaria como um mecanismo
de protecdo aos carpdsporos, pois estes sdo sensiveis a temperaturas baixas (15-20°C),
conforme resultados obtidos em laboratério. Nao ha trabalhos que relacionam o acumulo de
carotenoides e compostos fendlicos como mecanismos de protegdo ou aclimatagao a
diminui¢do da temperatura. Entretanto, a literatura relata que o acumulo de carotenoides e
compostos fenolicos ¢ influenciado pelas mudangas na temperatura (Takagi et al. 1990,

Bakhshi & Arawaka 2006).

5.3 - Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos

A utilizagao de testes para mensurar a atividade antioxidante dos extratos em MeOH
80 % (compostos fenolicos) e hexano:acetona (carotenodides) foi importante, uma vez que o
método B-caroteno/acido linoléico ¢ mais adequado para amostras mais apolares, enquanto
que o método do DPPH apresenta melhor desempenho para amostras mais polares (Sultana et
al. 2007). A utiliza¢ao de solventes com baixa polaridade, como a acetona, pode interferir na
porcentagem de inibi¢cdo pelo método do DPPH (Molyneux 2004, Magalhaes et al. 2008).

A porcentagem de inibi¢do do radical DPPH foi baixa para os extratos de todos os
estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis, quando comparada a porcentagem de
inibicdo do BHT (0,05 mg.mL"' = 85,51 + 2,02% e 0,1 mgmL"' = 91,21 + 0,91%). A
porcentagem de inibigdo dos extratos de tetrasporofitos variou de 1% a 6%, extratos de
gametofitos femininos com cistocarpos apresentaram porcentagem de inibi¢do que variou de
1% a 7%, enquanto que os extratos de gameto6fitos masculinos apresentaram variagao de 2% a
6%. Durante o primeiro ano de coletas, os tetraspordfitos apresentaram porcentagem de
inibicao do radical DPPH semelhantes no inverno, primavera e verao e inferior no outono.
Gametofitos femininos apresentaram porcentagem de inibi¢do daquele radical superior na
primavera, intermedidria no outono e verdo e inferior no inverno. Para gametofitos
masculinos a maior porcentagem de inibicdo foi observada na primavera, enquanto que os
valores obtidos no extrato de inverno foram semelhantes ao verao. Em relagdo ao segundo ano
de coletas, a porcentagem de inibi¢do foi superior no verdo para ambos 0s estagios
reprodutivos de G. domingensis. Embora a porcentagem de inibi¢do do radical DPPH tenha
sido obtida a partir de extratos brutos e que a porcentagem de inibi¢ao do radical DPPH nao
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tenha sido correlacionada com a quantidade de compostos fenolicos totais, deve-se destacar
que para o primeiro ano de coletas tetrasporofitos e gametdfitos masculinos apresentaram
concentragdes superiores de compostos fendlicos totais (obtidos por CLAE) na primavera,
coincidindo com a maior porcentagem de inibicdo do radical DPPH. Esta relagao também foi
observada para o segundo ano de coletas, onde ambos os estagios reprodutivos desta alga
apresentaram a maior porcentagem de inibi¢do do radical DPPH e concentragdes superiores
de fendlicos totais no verdo. Estes resultados refletem a atuagdo dos compostos fendlicos
como antioxidantes para os estadios reprodutivos de G. domingensis, evitando assim os danos
causados for fatores estressores que acompanham as variagdes ambientais em cada estacao do
ano.

Poucos sdo os trabalhos que abordam a atividade antioxidante de algas vermelhas e,
geralmente, os dados ndo sdo comparaveis pelos diferentes métodos usados para mensurar
esta atividade. Os trabalhos relacionados a atividade antioxidante de espécies do género
Gracilaria frente a inibicdo do radical DPPH apontam para a baixa atividade antioxidante
presentes nos extratos. Considerando as diferengas metodoldgicas, Yan et al. (1998) testou o
extrato de Gracilaria verrucosa em cloroformio, acetato de etila, acetona e metanol e
observou que a inibicdo do DPPH foi inferior a 40% em todos os solventes. O extrato em
metanol:cloroformio (2:1, v/v) de G. lemaneiformis apresentou 19,1% de inibi¢do do DPPH,
enquanto G. gracilis apresentou 3,6% (Zhang et al. 2007). Espécies de Gracilaria coletadas
na costa do México apresentaram atividade antioxidante baixa e valores de ICsy altos,
variando de 28,9 a 72,5 mg. mL ™' (Zubia et al. 2007). O extrato metandlico de G. edulis
apresentou 5,2% de inibicao frente ao radical DPPH (Ganesan et al. 2008). Guaratini (2008)
observou que o extrato metandlico de G. domingensis (2 mg. mL™') apresentou
aproximadamente 45% de inibi¢do do radical DPPH. Apenas o trabalho de Ganesan ef al.
(2008) relaciona a atividade antioxidante a presenca de compostos fenolicos, sendo que o
extrato de G. edulis apresentou 16,26 mg 4cido galico/g massa seca.

O sistema de co-oxida¢do do B-caroteno /4cido linoléico ¢ um método que avalia a
capacidade que as substancias presentes em uma amostra tém de retardar o processo de
oxidagdo lipidica em um sistema controlado. Os resultados obtidos no presente estudo
mostraram que os extratos dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis possuem
baixa capacidade de inibir a oxidagfo lipidica, quando comparados ao BHT (0,1 mg.mL" =
91,71 + 0,51%). A porcentagem de inibicdo da oxidacgdo lipidica variou de 3% a 33% em
tetrasporofitos, de 1% a 21% para gametofitos femininos com cistocarpos e de 7% a 18% em
gametofitos masculinos. A porcentagem de oxidacao lipidica variou entre as estagdes do ano

durante o primeiro ano de coletas e esta variagdo nao foi correspondente a concentragcdo de
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carotenoides totais do extrato bruto, obtidos por UV-vis (dados ndo apresentados), nem com
os dados obtidos por CLAE. Os tetraspordfitos e gametofitos masculinos apresentaram
porcentagens de inibi¢do da oxidagdo lipidica maiores no verdo, enquanto que os gametofitos
femininos apresentaram maior porcentagem de inibi¢ao no outono. Para o segundo ano de
coletas, nao foi observada variacdo na porcentagem de inibicao da oxidagdo lipidica entre as
estagdes de coleta. Estas diferencas podem ter ocorrido devido ao sinergismo dos carotendides
com outros componentes que estdo envolvidos em sistemas que combatem o estresse
oxidativo (Barreiros ef al. 2006), como por exemplo, o a-tocoferol que € encontrado em algas
vermelhas, inclusive em G. domingensis (Sousa et al. 2008). Durante os meses de verdao, com
o aumento da irradidncia e da temperatura, ha uma diminuicdo na concentracdo de
carotendides devido a fotodegradacdo (Rodriguez-Amaya et al. 2008). Provavelmente, isto
faz com que os tetrasporofitos e gametdfitos masculinos sintetizem outras substancias que
desempenhem papel antioxidante frente ao estresse causado pela irradidncia e temperatura.
Para os gametofitos femininos a maior porcentagem de inibicdo da oxidagdo lipidica
observada no outono correspondeu as maiores concentragdes de carotendides. Esta resposta
pode estar relacionada a necessidade que este estadio tem em alcancar o sucesso reprodutivo,
uma vez que ele precisar manter os carposporos viaveis durante o outono, onde as condigdes
ndo sdo favordveis ao seu desenvolvimento. Foi observada uma correlacdo positiva entre a
concentragdo de carotendides totais e a porcentagem de inibicdo da oxidagdo lipidica em
individuos femininos, evidenciando que os carotendides contribuem significativamente para a
capacidade antioxidante desse estadio reprodutivo.

O sistema de co-oxidagao do -caroteno /4cido linoléico € pouco utilizado para estimar
a atividade antioxidante em macroalgas marinhas e vale ressaltar a existéncia de diferengas
metodoldgicas entre as publicacdes e o presente trabalho. Utilizando este sistema para estimar
a atividade antioxidante, Huang & Wang (2004) observaram que o extrato lipofilico de
Rhodomela confervoides (Huds.) P.C. Silva e Symphyocladia latiuscula (Harv.) Yamada,
ambas algas vermelhas, apresentaram alta porcentagem de inibicdo da oxidagdo lipidica (68,8
e 64,9% em extratos com concentragdo de 100 ppm, respectivamente). Zhang et al. (2007)
detectaram uma alta porcentagem de inibi¢ao da oxidagao lipidica no extrato metanolico de S.
latiuscula (85% na concentracdo de 50 pg.mL™") e observaram correlagio positiva entre a
porcentagem de inibicdo e o contetido de compostos fendlicos totais. O extrato metandlico
(200 pg.mL™) de R. confervoides apresentou 84% de inibigdo da oxidagdo lipidica e esta
inibicao foi correlacionada positivamente com o conteudo de compostos fenolicos (Wang et

al. 2009).
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5.4 - Efeitos da temperatura, salinidade, irradidncia e nutrientes no
desenvolvimento de plantulas

Os resultados referentes aos efeitos da temperatura, salinidade e interacdo entre
irradiancia e nutrientes no desenvolvimento de plantulas derivadas da germinacdo de
carposporos e de tetrasporos de Gracilaria domingensis evidenciaram que ambas as fases de
desenvolvimento apresentaram respostas distintas com relagdao aos limites de tolerancia e aos
valores 6timos para o crescimento.

O experimento com tetrasporos foi realizado duas vezes, no entanto, a viabilidade dos
tetrasporos foi tdo baixa, que ao final do experimento ndo se obteve um niimero de repeti¢cdes
que permitisse a analise estatistica dos resultados. Estes resultados corroboram com dados da
literatura (Destombe et al. 1989, Brito & Silva 2005, Polifrone et al. 2006), que relacionam o
maior vigor dos carposporos pelo fato deste tipo de esporo possuir o dobro da ploidia dos
tetrasporos. Esta explicacdo também pode ser aplicada para a populacdo de Gracilaria
domingensis da Praia da Lagoinha, justificando o predominio de tetrasporofitos em relagao
aos gametofitos.

As plantulas derivadas da germinacdo de carposporos de Gracilaria domingensis ndo
toleraram temperaturas baixas (15 e 20°C), morrendo durante a primeira semana de cultivo. A
temperatura 6tima para o crescimento do disco basal e do eixo ereto foi 30°C. Resultados
semelhantes foram obtidos para carposporos de G. caudata, que tiveram seu Otimo de
crescimento a 30°C (Yokoya & Oliveira 1993). Plantulas derivadas da germinagdo de
carposporos de espécies de regides temperadas, como G. chilensis (Chile) e G. verrucosa
(Argentina), se desenvolveram melhor nas temperaturas de 18-22°C e 22-26°C,
respectivamente (Yokoya & Oliveira 1993). As plantulas derivadas da germinacdo de
tetrasporos de G. domingensis nao sobreviveram quando cultivadas na temperatura de 15°C.
A taxa de crescimento do disco basal foi maior a 30°C, enquanto que o crescimento do eixo
ereto foi maior nas temperaturas de 20 e 25°C. Yokoya & Oliveira (1993) observaram que
tanto o disco basal quanto o eixo ereto de plantulas derivadas da germinagao de tetrasporos de
G. caudata apresentaram maiores taxas de crescimento na temperatura de 26°C. Os
tetrasporos de G. lemaneiformis, proveniente da China, apresentaram maior crescimento do
disco basal na temepratura de 15°C (Ye et al. 2006). Nossos resultados, embora obtidos em
laboratodrio, sugerem que o 6timo fisiologico desta espécie para a germinacdo de esporos €
desenvolvimento de plantulas de G. domingensis ¢ diferente do encontrado no ambiente, uma
vez que as temperaturas da 4gua do mar registradas na Praia da Lagoinha durante o periodo de

coletas variou de 17 a 25°C. Os resultados indicam que a Praia da Lagoinha ndo apresenta
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condi¢des de temperatura favoraveis para a germinacao de esporos. Sendo assim, € provavel
que as baixas temperaturas encontradas na regido sudeste e sul do Brasil limitem a ocorréncia
desta espécie na regido, uma vez que a mesma ¢ encontrada em abundancia na regido nordeste
e tem sua distribui¢ao ao sul limitada ao Estado de Santa Catarina.

As plantulas derivadas da germinagdo de carposporos de Gracilaria domingensis
apresentaram amplos limites de tolerancia, crescendo em salinidades de 25 a 60 ups, apesar de
ndo apresentarem a formacgdo de eixo ereto nas salinidades de 55 e 60 ups. Este resultado
diferiu daqueles descritos por Yokoya & Oliveira (1993) para G. caudata e Gracilaria sp.,
que nao toleraram salinidades superiores a 55 ups. As plantulas derivadas da germinacao de
carposporos de G. domingensis ndo sobreviveram as salinidades inferiores a 25 ups, e as taxas
de crescimento do disco basal e do eixo ereto foram maiores na salinidade de 30 ups. Estes
resultados sdo semelhantes aos observados por Yokoya & Oliveira (1993) para plantulas
derivadas da germinagdo de carposporos de G. caudata e Gracilaria sp. As plantulas
derivadas da germinacdo de tetrdsporos de G. domingensis também apresentaram amplos
limites de tolerancia, no entanto, foram mais sensiveis a salinidades mais altas do que as
plantulas derivadas da germinacgdo de carposporos, crescendo em salinidades de 25 a 55 ups.
As plantulas derivadas da germinacao de tetrasporos de G. domingensis nao sobreviveram as
salinidades inferiores a 25 ups, e as taxas de crescimento do disco basal e do eixo ereto foram
maiores nas salinidades de 40 e 45 ups. Estes resultados diferiram dos observados por Yokoya
& Oliveira (1993), onde as plantulas derivadas da germinacao de tetrasporos de G. caudata
ndo sobreviveram as salinidade inferiores a 30 ups. Os referidos autores observaram que as
plantulas toleraram salinidades entre 30 e 50 ups, com crescimento maximo nas salinidades de
30 a 40 ups. As plantulas, por representarem estagios iniciais do desenvolvimento,
apresentaram baixa tolerancia as salinidades menores do que 20 ups. Em periodos de chuva, a
diminui¢do na salinidade pode comprometer a sobrevivéncia dos esporos de G. domingensis,
que crescem em areas influenciadas pela dgua da chuva. O comprometimento da
sobrevivéncia de gametas e esporos pela diminui¢do da salinidade ja foi descrita para
Sargassum muticum (Steen 2004).

Poucos sdo os trabalhos na literatura que relatam o efeito da interacdo entre luz e
nutrientes no desenvolvimento de plantulas (Sousa et al. 2007). Os resultados obtidos no
experimento combinando irradidncia com concentragdes de VSES apontam para a interacao
entre estes dois fatores, mostrando que VSES 25% na irradiancia de 150 pmol de fotons.m™.s"
! foi o tratamento que estimulou as maiores taxas de crescimento dos discos basais de
plantulas derivadas de germinagdo de carposporos de Gracilaria domingensis. Com relacao

ao crescimento do eixo ercto, as maiores taxas de crescimento foram observadas nos
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tratamentos com VSES 25% e 50% nas irradiancias de 50 e 100 pmol de fotons.m™.s™. As
plantulas derivadas da germinagdo de tetrasporos de G. domingensis foram sensiveis a altas
irradiancias, nio sobrevivendo quando cultivadas na irradiancia de 150 pmol de fotons.m™.s™.
Estes resultados diferem do observado para as plantulas derivadas da germinagdao de
carpOsporos, que apresentaram as maiores taxas de crescimento do disco basal na irradiancia
de 150 pmol de fétons.m™.s”'. As maiores taxas de crescimento do disco basal foram
observadas nos tratamentos com VSES 25% e 50% na irradiancia de 100 umol de fétons.m”
257 ¢ para o eixo ereto, as maiores taxas de crescimento foram observadas no tratamento com
VSES 25% na irradiancia de 50 pmol de fotons.m™.s™. Vale ressaltar que, a agua do mar
utilizada neste experimento foi proveniente de um Unico lote, mantendo-se constante a
composicao quimica da dgua do mar durante todo o periodo experimental. As altas taxas de
crescimento observadas em plantulas derivadas da germinagdo de carposporos de G.
domingensis cultivadas em altas irradiancias ndo eram esperadas, uma vez que varios estudos
relatam que esporos e fases juvenis de Gracilaria estdo aclimatados a baixas irradiancias, de
até 50 umol de fotons.m™.s™ (Ordufia-Rojas & Robledo 1999, Garza-Sanchez et al. 2000, Ye
et al. 2006). Outros trabalhos descrevem espécies cuja sobrevivéncia de esporos nao ¢ afetada
pela irradiancia, como Gelidium robustum Santel. & I.A. Abbott (Pacheco-Ruiz et al. 2001),
ou algas cujo recrutamento seja maior em irradidncias mais altas (90 pmol de fotons.m™.s™),
como Ulva sp. (descrita como Enteromorpha sp. por Sousa et al. 2007). Nossos resultados
indicam a existéncia de diferencas fisiologicas entre as regides do talo que formam uma
plantula, uma vez que o disco basal apresentou maiores taxas de crescimento na irradiancia de
150 pmol de fotons.m™.s™, enquanto o eixo ereto se desenvolveu melhor nas irradiancias de
50 e 100 pmol de fotons.m™.s". Maiores taxas de crescimento nas menores concentragdes de
VSES também ja foram reportadas na literatura (Ferreira et al. 2006), inclusive para G.
domingensis, e as melhores concentragdes de VSES para o crescimento foram de VSES
12,5%, 25% e 50% (Ferreira 2008), corroborando com os resultados obtidos no presente
estudo. Segundo Ferreira et al. (2006), as altas taxas de crescimento nas menores
concentracoes de VSES sugerem que a espécie estd adaptada a ambientes com baixas
concentragoes de nutrientes.

Os resultados dos experimentos realizados com plantulas derivadas da germinacdo de
carposporos e de tetrasporos de Gracilaria domingensis sugerem que os tetrasporos sao mais
sensiveis do que os carpoporos as variagdes de salinidade e irradiancia, e, que os carpdsporos
sd0 mais sensiveis a temperaturas baixas do que os tetrasporos. Novos experimentos com

tetrasporos deverao ser realizados a fim de confirmar estas informacgdes.
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5.5 - Efeitos da temperatura, salinidade, irradidncia e nutrientes em
tetraspordfitos adultos

A temperatura € o principal fator que controla o crescimento e a distribuigdo
geografica das macroalgas marinhas (Liining 1990). Os limites de tolerancia e as temperaturas
otimas de crescimento podem estar relacionadas as caracteristicas adaptativas da espécie ao
seu habitat natural (Dawes et al. 1999, Raikar et al. 2001, Bulboa 2006).

Os tetrasporofitos adultos de Gracilaria domingensis toleraram temperaturas entre 15
e 30°C, apresentando maiores taxas de crescimento a 20 e 25°C, enquanto que temperaturas
de 15 e 30°C inibiram o crescimento da espécie. Estes resultados coincidem com a
temperatura da agua encontrada na Praia da Lagoinha, local onde se encontra a populagao de
G. domingensis, que variaram de 17°C no inverno a 25°C no verdo. Guimardes (2000)
observou que morfos pigmentares de G. domingensis, provenientes do Estado do Cear4,
apresentaram baixas taxas fotossintéticas em cultivos em laboratorio em temperaturas
extremas (16 e 34°C). No entanto, quando cultivadas a 20, 25 e 30°C apresentaram taxas
fotossintéticas maiores e semelhantes. Os resultados observados para G. domingensis
proveniente dos estados do Ceard e Santa Catarina podem estar relacionados as condigdes
ambientais particulares de cada regido. No Estado do Ceara, temperaturas inferiores a 20°C
sdo praticamente inexistentes e em Santa Catarina, temperaturas inferiores a 15°C sdo raras, o
que explicaria o0 menor desempenho a 15°C. Em relacdo ao desempenho a 30°C, a diferenca
era esperada, uma vez que as temperaturas maximas nos Estados da regido nordeste sdo
superiores do que as observadas na regido sul. Estudos tém demonstrado a ocorréncia de
ecotipos, que sao originados da pressao de diferentes fatores, principalmente os regimes de
temperatura nas diferentes areas geograficas (Pakker & Breeman 1996, Orfanidis & Breeman
1999, Orfanidis et al. 1999). A presenga de ecotipos em espécies de Gracilaria foi registrada
(Santelices & Ugarte 1990, Buschmann et al. 1992, Ursi 2005), no entanto, outras
investigacdes sdo necessdrias para averiguar se as duas populacdes de G. domingensis
constituem ecotipos. Resultados onde as temperaturas Otimas para o crescimento em
laboratorio coincidem com as condi¢des ambientais ja foram descritos por Raikar et al.
(2001), para outras espécies de Gracilaria.

O crescimento e a distribui¢do das macroalgas marinhas também sdo controlados pela
salinidade. As flutuacdes na salinidade sdo maiores a nivel local do que global,
principalmente nas regides costeiras (zona entre marés, estuarios, pocas de maré e

manguezais) (Kirst 1989).
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Os resultados obtidos no experimento de salinidade com tetrasporofitos adultos de
Gracilaria domingensis, indicaram que a espécie ¢ eurialina, sendo tolerante a uma ampla
variagdo de salinidade (10 a 50 ups), ndo sobrevivendo apenas na salinidade de 60 ups. Estes
resultados diferem daqueles observados por Yokoya & Oliveira (1992b) para G. caudata e
Gracilaria sp., que apresentaram crescimento reduzido na salinidade de 60 ups, no entanto, os
apices se apresentaram saudaveis ao final do experimento. Os limites de tolerancia a
salinidade podem variar de espécie para espécie e estdo relacionados ao potencial fisiologico
que algumas espécies apresentam em sobreviver sem divisdes celulares em salinidades
desfavoraveis ao seu desenvolvimento (Kirst 1989). Por ser um género cosmopolita, as
espécies de Gracilaria estdo distribuidas em habitats com ampla variagdo de salinidade. A
salinidade média encontrada nos oceanos varia de 34 a 37 ups (Raikar et al. 2001), entretanto,
existem espécies desse género que apresentam seus Otimos de crescimento em salinidades
mais baixas e até em salinidades mais altas do que as referidas anteriormente (Bird &
McLachlan 1986).

Gracilaria domingensis desenvolveu-se melhor nas salinidades de 20 a 50 ups,
apresentando taxas de crescimento (massa fresca) maiores nas salinidades entre 30 e 50 ups e
crescimento em comprimento nos tratamentos de 20 a 50 ups. Para ambos os parametros
citados, o melhor tratamento foi a salinidade de 40 ups. Grande parte dos trabalhos realizados
com espécies do género Gracilaria testou apenas salinidades até 35 ups, pois os mesmos tém
carater de fornecer informagdes para estudos de cultivo, que geralmente sdo implementados
em areas oceanicas, onde a salinidade méxima ¢ em torno de 35 ups (Raikar et al. 2001, Choi
et al. 2006). Os trabalhos realizados por Yokoya & Oliveira (1992b) e Wilson & Critchley
(1997), que testaram salinidades superiores a 40 ups, descreveram valores Otimos para o
crescimento entre 30 e 35 ups para as espécies de Gracilaria estudadas. Altas taxas de
crescimento em laboratdrio na salinidade de 40 ups € um resultado interessante, uma vez que
a ocorréncia de uma populagdo de G. domingensis foi registrada em um estuario hipersalino
(com salinidades entre 40 e 50 ups) (Rio Tubardo) em Diogo Lopes, distrito do municipio de
Marau, Rio Grande do Norte (Lucena ef al. 2010). Segundo Capriles (2004), devido ao
aquecimento global, a evaporagao dos oceanos ¢ alterada provocando o aumento da salinidade
nas regides mais proximas ao Equador. Apresentar limites amplos de tolerancia a salinidade e
otimos de crescimento em salinidades mais altas podem conferir vantagens adaptativas aos
tetrasporofitos de G. domingensis, considerando as mudancas climaticas previstas para os
proéximos anos.

Na andlise de variancia bi-fatorial dos resultados sobre os efeitos da irradiancia e

nutrientes, a irradidncia mostrou ser um importante fator para o crescimento de tetrasporofitos
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adultos de Gracilaria domingensis, sendo que as concentragdes de VSES desempenharam um
papel secunddrio neste processo. Para as plantas adultas, ndo foi observada diferengas
significativas entre as taxas de crescimento de tetraspordfitos cultivados em VSES 25% e
50%, nem mesmo quando cultivados em diferentes niveis de irradiancia. Alguns trabalhos ja
haviam evidenciado o melhor desempenho de espécies de Gracilaria nas menores diluigdes
de VSES (Ursi & Plastino 2001, Costa 2005, Ferreira et al. 2006, Ferreira 2008), sugerindo
uma adaptacao destas espécies a ambientes com baixa concentragdo de nutrientes.

Apenas a irradiancia influenciou as taxas de crescimento (massa fresca) e crescimento
em comprimento dos tetraspordfitos adultos de Gracilaria domingensis, sendo que um
incremento nos parametros citados acima foi observado na irradidncia de 100 pmol de
fotons.m™?.s'. O crescimento em altas irradidncias ja era esperado, uma vez que G.
domingensis cresce em regides entre-marés dos costdes rochosos e, durante a maré baixa, fica
sujeita a exposi¢ao a altos niveis de irradiancia. Maiores taxas de crescimento quanto maior a

irradidncia testada ja foram observadas para a mesma espécie por Guimaraes (2000).

5.6 — Efeitos da irradidncia e nutrientes no conteudo de pigmentos
fotossintetizantes, de carotendides e de proteinas soluveis totais em
tetraspordfitos adultos cultivados em laboratorio

A taxa de crescimento de tetrasporofitos de Gracilaria domingensis foi maior na
irradiancia de 100 pmol de fotons.m™.s™ do que na irradidncia de 50 pmol de fotons.m™.s™.
Este resultado ja era esperado, uma vez que G. domingensis ¢ uma espécie subtropical e que
estd sujeita a exposi¢do a irradidncias muito altas em seu habitat natural. Estes resultados
estao de acordo com o observado por Guimaraes (2000) e Ramlov (2007) para esta espécie. A
taxa de crescimento ndo foi influenciada pelas concentragdes de VSES. Resultado similar foi
descrito por Ferreira (2008), que observou que o crescimento de G. domingensis foi
semelhante quando cultivada em VSES 25% e 50%. Para Gracilaria foliifera var.
angustissima (Harv.) Taylor (Lapointe 1981) e para as linhagens selvagens e as variantes
cromaticas de Gracilaria birdiae (Costa 2005) nao foi observado incremento significativo nas
taxas de crescimento com o aumento das concentragdes de nitrato.

A concentragdo das ficobiliproteinas variou de acordo com a irradiancia testada, sendo
que seu contetido foi maior quando os tetrasporofitos foram cultivados sob a irradiancia de 50
umol de fotons.m™>s'. A concentragio de VSES ndo influenciou o conteado de
ficobiliproteinas. A relagdo entre o conteudo pigmentar e a disponibilidade de nutrientes tem

sido investigada em varios trabalhos (Jones et al. 1996, Gordillo et al. 2006), indicando que
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as espécies do género Gracilaria sao capazes de absorver nitrogénio, e quando o mesmo ¢
encontrado em excesso no ambiente ¢ capaz de estoca-lo na forma de proteinas ou pigmentos
(Kosovel & Talarico 1979). No entanto, este ndo ¢ o unico fator determinante da concentragao
de pigmentos. A luz tem um papel fundamental e exerce um efeito oposto ao do nitrogénio
(Talarico & Maranzana 2000), como foi observado em nossos resultados. Segundo Lapointe
(1981), a interagdo entre estes dois fatores afeta as concentragdes dos pigmentos, € 0 aumento
ou a diminui¢do destas concentragdes estdo relacionados com a capacidade fotossintética. O
aumento da concentracao de ficobiliproteinas em baixa irradiancia ja foi relatada para outras
espécies de Gracilaria (Guimaraes 2000, Zou & Gao 2009) e esta associada a fotaclimatagao
de G. domingensis a baixa irradidncia. A concentracdo de clorofila a em G. domingensis nao
foi influenciada pela irradiancia e pelas concentragdes de VSES, mas foram menores do que
as concentragdes de ficobiliproteinas, como ja descrito para G. domingensis (Pereira 2009).

Os resultados observados em relagdo a taxa de crescimento e¢ ao conteudo de
pigmentos fotossintetizantes indicam que a irradiancia ¢ um fator limitante para o crescimento
de tetrasporofitos de Gracilaria domingensis, uma vez que mesmo quando cultivados sob
irradiancia de 50 pmol de fotons.m™.s” e apresentando alto contetido pigmentar, os
tetraspor6fitos nao apresentaram taxa de crescimento semelhantes aquelas encontradas
quando cultivados sob irradidncia de 100 pmol de fotons.m™.s™,

O conteudo de proteinas soluveis totais em tetrasporofitos de Gracilaria domingensis,
entretanto, foi influenciado tanto pela irradidncia quanto pelas concentragdes de VSES, sendo
que as maiores concentragdes de proteinas foram observadas nos tratamentos com VSES 50%
cultivados sob a irradiancia de 100 pmol de fotons.m™.s™. Como discutido anteriormente, as
espécies do género Gracilaria tem a capacidade de estocar nitrogénio durante os periodos de
alta disponibilidade desse nutriente. Em condi¢gdes Otimas para a fotossintese, ndo ha a
necessidade de se estocar nitrogénio sob a forma de ficobiliproteinas, fazendo com que os
tetrasporofitos de G. domingensis armazenem o excesso de nitrogénio preferencialmente sob a
forma de proteinas. Andria et al. (1999) observaram que o conteudo de proteinas soluveis
totais de Gracilaria sp. diminuiu quando a espécie foi cultivada com pouca disponibilidade de
nitrogénio. As linhagens verde-clara e marrom de Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamour.
acumularam proteinas com o aumento da concentracdo de nitrato (Martins 2007).

O perfil carotenoidico de tetraspordfitos de Gracilaria domingensis cultivados em
laboratdrio apresentou diferencas em relagdao ao perfil observado em individuos coletados na
natureza, que correspondem a auséncia de a-caroteno e cis-fB-caroteno. Essa diferenca pode
estar relacionada as condi¢des de cultivo em laboratério, onde, por exemplo, a irradidncia

(quantidade e qualidade de luz) ¢ inferior a aquela observada no campo. Este fato pode
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contribuir para que os tetrasporofitos de G. domingensis desenvolvam estratégias de sintese de
carotendides diferenciadas dos individuos coletados na natureza.

O carotendide majoritario encontrado em tetrasporofitos de Gracilaria domingensis
cultivados em laboratorio foi a zeaxantina, seguidos por B-criptoxantina, trans-p-caroteno e
luteina. Nao foram detectadas as presencas de violaxantina e anteraxantina. A concentragao
de todos os tipos de carotendides foram maiores quando os tetrasporofitos adultos de
Gracilaria domingensis foram cultivados sob a irradidncia de 100 pmol de fotons.m™.s™. A
concentracdo destes compostos foi inferior & concentragcdo das ficobiliproteinas, evidenciando
o papel dos carotendides como fotoprotetores do aparato fotossintetizantes. Neste
experimento, a via de sintese do B-caroteno esteve mais ativa, uma vez que as concentragdes
de zeaxantina, B-criptoxantina e do B-caroteno foram superiores as concentracdes de luteina.
Segundo Demming-Adams (1990), a zeaxantina ¢ um pigmento chave envolvido na resposta
fotoprotetora ao estresse por alta irradidncia, sendo considerada a xantofila com maior
eficiéncia na dissipagdo do excesso de energia (Frank et al. 2001). O elevado teor de
zeaxantina em alta irradidncia sugere uma resposta de aclimatacdo ao estresse causado pelo
excesso de luz em tetrasporofitos de G. domingensis. Em experimento semelhante, Carnicas et
al. (1999) também observaram o aumento na concentragdo de zeaxantina com o aumento da
irradiancia em G. tenuistipitata var. liui.

A diminuicdo nas concentragdes de zeaxantina livre em tetraspordfitos de Gracilaria
domingensis cultivados sob 50 pmol de fotons.m™.s" em VSES 25% e a diminuigdo de p-
criptoxantina, quando cultivados sob 100 pmol de fotons.m™s”' em VSES 25%, pode
representar uma resposta do aparato fotossintetizantes da alga a diminui¢do ou ao aumento da
irradidncia em um meio com menor disponibilidade de nitrogénio, neste caso, VSES 25%.

E interessante salientar que os tetrasporéfitos de Gracilaria domingensis acumularam
quantidades baixas de zeaxantina e trans-B-caroteno, comparativamente a G. fenuitipitata e as
variantes pigmentares verde-clara e marrom de Hypnea musciformis (cultivadas em VSES
50%, irradiancia de 70 a 80 pmol de fotons.m™.s™, temperatura 22+2°C, fotoperiodo 14 h)
(Profa. Dra. Nair S. Yokoya, comunicagdo pessoal). Ambas as espécies apresentaram
respectivamente 1,08+0,18 pg.g”' (massa seca), 3,45+0,25 pg.g”, 5,75+0,19 pg.g” referente
ao contetido de zeaxantina. G. fenuistipitata apresentou tragos de B-caroteno enquanto a
linhagem verde-clara de H. musciformis apresentou 26,93+2,51 pg.g”' e a marrom 8,19+0,44
ng.g” . As diferencas quantitativas podem estar associadas a morfologia do talo das espécies,
uma vez que G. domingensis apresenta o talo mais espesso do que as demais espécies. A
espessura do talo contribui para a atenuacdo da luz que chega até os cloroplastos e, sendo

assim, algas que apresentam talo de espessura fina como G. fenuistipitata € H. musciformis
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necessitam de uma quantidade maior de carotenodides para evitar os danos fotooxidativos

provocados pelo excesso de luz.
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VI. CONCLUSOES

As espécies do género Gracilaria sdo alvos de intimeros estudos, devido a sua
relevancia econdmica como matéria-prima para extracao de agar. Juntamente ao interesse pela
extracdo deste ficocoldide, o interesse pela pesquisa de compostos biologicamente ativos
também cresceu, uma vez que as espécies deste género apresentam altas taxas de crescimento
e facil propagagdo vegetativa, que sdo caracteristicas para o cultivo da espécie. Dentro deste
contexto, ¢ importante a busca por compostos do metabolismo secundario que apresente
atividade biologica em espécies que sejam passiveis de ser cultivada, como Gracilaria
domingensis, uma vez que além de evitar o extrativismo de bancos naturais, ha a possibilidade
de se agregar valor a matéria-prima que ja ¢ cultivada.

Desta forma, este trabalho teve como um dos objetivos avaliar a variacdo sazonal de
carotenoides e de compostos fendlicos nos diferentes estddios reprodutivos de Gracilaria
domingensis, bem como avaliar a sua atividade antioxidante. O presente trabalho ¢ o primeiro
a descrever a variagdo sazonal destes compostos por um periodo de dois anos e que avalia esta
variagdo nas diferentes fases do histdrico de vida de uma alga vermelha. Com relacdo a estas
investigacoes, pode-se concluir que:

e A fase tetrasporofitica (diploide) foi predominante na populacdo de G. domingensis na
Praia da Lagoinha, Florianopolis, SC;

e Este ¢ o primeiro estudo que descreve a ocorréncia de luteina e a-caroteno em G.
domingensis. Violaxantina e anteraxantina nao foram detectadas, indicando que o ciclo
violaxantina ndo estaria ativo para esta espécie nas condi¢cdes em que ela se encontra na
natureza,

e O perfil de compostos fendlicos de G. domingensis foi formado predominantemente por
catequinas, sendo descrito pela primeira vez neste estudo;

e A variagdo sazonal no conteudo de carotendides e de compostos fendlicos nos diferentes
estadios reprodutivos de G. domingensis foi modulada pelas mudancas nos fatores
ambientais que ocorreram durante os dois anos de monitoramento. O acumulo de
carotenoides esteve relacionado principalmente a fotoprotecao e ao estresse causado pela
diminui¢do da temperatura e o acimulo de compostos fendlicos esteve relacionado a
fotoprotecdo e a protecdo e/ou maturacdo das estruturas reprodutivas dos estadios
reprodutivos de G. domingensis;

o A utilizagdo da PCA evidenciou as diferengas entre os estddios reprodutivos em

diferentes épocas do ano e mostrou que a fungdo dos carotenoides e compostos fenodlicos
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¢ mais evidente em gametofitos femininos com cistocarpos e masculinos. Se
considerarmos a hipdtese de que individuos diploides apresentam vantagens sobre os
individuos hapléides por possuirem o dobro de material genético (Destombe et al. 1989),
os individuos haploides necessitariam desenvolver mecanismos de protegdo para
sobreviverem as condi¢des adversas do ambiente e alcangar o sucesso reprodutivo. Neste
contexto, os gametofitos masculinos acumulariam estes compostos para garantir a sua
sobrevivéncia as condi¢des ambientais adversas, uma vez que a sua ocorréncia ¢ baixa na
populagdo. Os gametofitos femininos acumulariam maiores quantidades destes
compostos no outono para protecdo dos carpdsporos, uma vez que estes sao sensiveis a
temperaturas baixas;

e Os extratos dos estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis apresentaram atividade
antioxidante que pode ser considerada baixa quando comparada a outras espécies de

Rhodophyta.

Este trabalho ainda teve como objetivo caracterizar fisiologicamente as diferentes
fases de desenvolvimento (plantulas e plantas adultas) de Gracilaria domingensis em
laboratério, visando fornecer informagdes sobre condi¢gdes 6timas de crescimento e limites de
tolerancia frente a fatores que interferem na produtividade em sistemas de cultivo, como a
temperatura, salinidade, irradiancia e nutrientes. A influéncia da irradiancia e dos nutrientes
no acimulo de pigmentos fotossintetizantes, de carotendides e de proteinas soliveis totais
também foi investigada. As principais conclusdes foram as seguintes:

e A sobrevivéncia de tetrasporos foi baixa quando comparada a sobrevivéncia dos
carposporos. Os tetrasporos se mostraram mais sensiveis a salinidade e a irradiancia do
que os carpdsporos, enquanto que os carpdsporos foram mais sensiveis a baixas
temperaturas;

e As plantulas derivadas da germinacdo de carpdsporos e de tetrdsporos € os
tetrasporofitos adultos apresentaram respostas diferenciadas com relagdo aos 6timos de
crescimento e limites de tolerancia. Estes resultados apontam para as diferentes
necessidades metabolicas que ambas as fases possuem. Diferencas marcantes foram
observadas com relacdo a temperatura. As plantulas derivadas da germinacdo de
carpdsporos ndo sobreviveram nas temperaturas de 15 e 20°C e tiveram seu Otimo de
crescimento a 30°C, enquanto as plantulas derivadas da germinagdo de tetrasporos ndo
sobreviveram a temperatura de 15°C, apresentando maiores taxas de crescimento a 20 e
25°C. Os tetrasporofitos adultos toleraram temperaturas de 15 a 30°C, mas tiveram

maiores taxas de crescimento em 20 e 25°C. Estes resultados sugerem que a temperatura
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¢ um fator que limita a ocorréncia de G. domingensis no sul do Brasil uma vez que a
sobrevivéncia dos esporos diminui com o decréscimo da temperatura.

e As plantulas derivadas da germinacdo de carpdporos toleraram salinidades de 25 a 60
ups, enquanto que as plantulas derivadas da germinacdo de tetrasporos toleraram
salinidades de 25 a 55 ups. Os tetrasporofitos adultos toleraram de 10 a 50 ups. A
salinidade 6tima para o crescimento dessas duas fases também foi diferente, sendo que
plantulas derivadas da germinagdo de carposporos e tetrasporos se desenvolveram
melhor nas salinidades de 30 e 40-45 ups, respectivamente, e tetrasporéfitos adultos na
salinidade de 40 ups. Estes resultados refletem que as fases iniciais do desenvolvimento
de G. domingensis sdo mais sensiveis ao estresse osmotico causado pelas salinidades
baixas. No entanto, quando submetidas as salinidades mais altas (55 e 60 ups), as fases
iniciais do desenvolvimento sdo capazes de reduzir as divisdes celulares sem
comprometer a sua sobrevivéncia, o que nao ocorre com os tetrasporofitos adultos.

e O desempenho de plantulas derivadas da germinacdo de carpdsporos e tetrasporofitos
adultos ¢ semelhante em relacdo a concentracdo de VSES, sendo que o crescimento ¢
semelhante em VSES 25% e 50%. No entanto, as duas fases apresentaram respostas
distintas as varia¢des de irradiancia. O crescimento do disco basal foi maior na
irradiancia de 150 pmol de fotons.m™.s™ enquanto que o crescimento do eixo ereto foi
maior nas irradidncias de 50 e 100 umol de fotons.m™.s”. A taxa de crescimento de
tetrasporofitos adultos foi maior na irradiancia de 100 pmol de fotons.m™.s™.

e O acumulo das ficobiliproteinas foi maior na irradidncia de 50 pmol de fotons.m™.s”
indicando uma resposta de aclimatagao de G. domingensis a baixa irradiancia.

e O contetido de proteinas soluveis totais em tetraspordfitos adultos foi maior no
tratamento com VSES 50% quando cultivados sob a irradiancia de 100 pmol de
fotons.m™.s". Estes resultados indicam que os tetrasporofitos de G. domingensis podem
armazenar o excesso de nitrogénio preferencialmente sob a forma de proteinas.

e O perfil de carotendides de tetraspordfitos cultivados em laboratorio foi semelhante ao
observado nos espécimes coletados na natureza, com a excecao do a e do cis-p-caroteno
que nao foram observados em tetrasporodfitos cultivados em laboratério. A concentracao
destes compostos foi inferior a concentragao das ficobiliproteinas, evidenciando o papel

dos carotendides como fotoprotetores do aparato fotossintetizantes.

Os resultados permitem concluir que as concentragoes de carotenoides e compostos
fenolicos em diferentes estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis variam conforme as

variagdes nos parametros ambientais, evidenciando a importancia destes compostos no
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combate ao estresse oxidativo. Por terem acumulado quantidades superiores de carotendides e
compostos fenodlicos, sugere-se que os individuos haploides (gametdfitos) sejam mais
sensiveis ao estresse ambiental do que os individuos diploides (tetraspordfitos), necessitando
desenvolver estratégias para sobreviver as condigdes ambientais desfavoraveis.

Os resultados referentes aos experimentos realizados em laboratério evidenciaram que
as plantulas derivadas da germinacdo de carpdsporos e de tetrdsporos, bem como o0s
tetrasporofitos adultos de Gracilaria domingensis apresentaram 6timos de crescimento e
limites de tolerancia distintos, sendo estas informagdes de extrema importancia aos trabalhos
futuros sobre o cultivo desta espécie. Os resultados indicam que a temperatura ¢ um dos
fatores que determinam o limite sul de distribui¢do de G. domingensis no litoral brasileiro,
uma vez que os tetrasporos e carposporos desta espécie ndo toleraram temperaturas menores
do que 15 e 20°C, respectivamente.

Considerando o conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho, espera-se que
esses dados possam contribuir ao conhecimento sobre a fungdo dos carotendides e dos
compostos fenolicos nos diferentes estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis € que os
resultados referentes aos estudos fisioldgicos possam ser utilizados em sistemas de cultivo de

G. domingensis, visando uma maior produtividade.
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Vil. RESUMO

Gracilaria domingensis (Kiitz.) Sonder ex Dickie (Rhodophyta, Gracilariales) ¢ uma
alga vermelha que apresenta importancia econdmica por ser matéria prima para a produgao de
agar. Por ser uma espécie passivel de ser cultivada, cresce o interesse pelo estudo de
compostos do seu metabolismo secundario na busca por moléculas biologicamente ativas.
Este trabalho avaliou a variagdo sazonal do perfil de carotendides e de compostos fenolicos
dos estadios reprodutivos de G. domingensis, bem como a atividade antioxidante de seus
extratos. Além disso, os efeitos da temperatura, salinidade, irradidncia e nutrientes no
desenvolvimento de plantulas e tetrasporofitos adultos e os efeitos da irradidncia e nutrientes
no conteudo de pigmentos fotossintetizantes, de carotenoides e de proteinas soluveis totais
foram também investigados. As coletas foram realizadas sazonalmente na Praia da Lagoinha,
Floriandpolis, SC, no periodo de maio/2008 a janeiro/2010. Foi observado o predominio de
tetrasporofitos na populagdo. Quanto a caracterizagdo de carotendides presentes nos estadios
reprodutivos da espécie, foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) as xantofilas luteina, zeaxantina e B-criptoxantina e a-caroteno e B-caroteno (cis €
trans). O isdmero trans do B-caroteno foi o carotendide majoritdrio em ambos os estadios
reprodutivos, independentemente da época do ano. Com relagdo ao perfil de compostos
fenodlicos (determinado por CLAE) foram detectados os seguintes compostos: epicatequina,
galocatequina, tracos de acido galico e um composto ainda ndo identificado (denominado
composto X — Rt 4,4 min). A varia¢do sazonal no conteudo de carotendides e de compostos
fenolicos foi modulada pelas mudancas nos fatores ambientais que ocorreram durante os dois
anos de coletas, sendo que o aciimulo de carotendides esteve relacionado principalmente a
fotoprotegdo e ao estresse causado pela diminui¢do da temperatura e o acimulo de compostos
fenodlicos esteve relacionado a fotoprotecdo e a protegao e/ou maturacao das estruturas
reprodutivas dos estadios reprodutivos. A andlise de componentes principais (PCA)
evidenciou grupos caracteristicos, agrupando gametofitos femininos coletados no outono e
masculinos coletados no inverno, primavera e verdo em funcao das altas concentracdes de
carotenoides e/ou compostos fendlicos. Estes resultados evidenciaram o efeito fotoprotetor e
antioxidante que os carotenodides e compostos fendlicos apresentam e a necessidade que os
individuos haploides tém em desenvolver mecanismos para sobreviverem as condicdes
ambientais desfavoraveis e garantir a manutencao da populagdo. Os resultados obtidos em
laboratorio evidenciaram que as diferentes fases de desenvolvimento avaliadas (plantulas e
adultos) apresentaram diferengas fisiolégicas com relacdo aos parametros avaliados. Em

relacdo a temperatura, as plantulas derivadas da germinacao de tetrdsporos e carpdsporos nao
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toleraram temperaturas inferiores a 15 e 20°C, respectivamente. As plantulas derivadas da
germinagdo de carpoOsporos tiveram taxas de crescimento superior a 30°C enquanto que as
plantulas derivadas da germinacdo de tetrasporos tiveram taxas de crescimento superior a 20 e
25°C. Para os tetrasporofitos adultos, taxas de crescimento superiores foram observadas a 20
e 25°C. As plantulas derivadas da germinagao de carpoporos toleraram salinidades de 25 a 60
ups, tendo seu 6timo de crescimento a 30 ups; as plantulas derivadas da germinagdo de
tetrasporos toleraram salinidades de 25 a 55 ups, apresentando maiores taxas de crescimento a
40 e 45 ups. Os tetrasporofitos adultos toleraram salinidades de 10 a 50 ups (ndo
sobrevivendo na salinidade de 60 ups), € o valor 6timo para o seu crescimento foi em 40 ups.
No experimento bifatorial combinando irradidncia e concentracdes de dgua do mar
enriquecida com a solugdo de Von Stosch (VSES) verificou-se que as concentracdes de VSES
ndo influenciaram o crescimento de plantulas e tetrasporofitos adultos. Entretanto, a
irradiancia foi determinante no crescimento, sendo que o disco basal das plantulas apresentou
maiores taxas de crescimento quando cultivadas sob 150 pmol de fotons.m™.s™". O eixo ereto
das plantulas e os tetrasporofitos adultos tiveram taxas de crescimento superiores quando
cultivados sob a irradidncia de 100 pmol de fotons.m™s'. As concentracdes de
ficobiliproteinas e de carotenodides em tetrasporéfitos adultos foi influenciada pela irradiancia.
Baixa irradidncia (50 pmol de fotons.m™.s™) estimulou o acimulo de ficobiliproteinas
enquanto que a alta irradidncia (100 pmol de fotons.m™.s") estimulou o actimulo dos
carotenoides. Estes resultados demonstram a importancia destes pigmentos na aclimatagdo e
fotoprotecao dos tetrasporofitos adultos de G. domingensis frente as variagdes na irradiancia.
Considerando o conjunto de resultados obtidos no presente estudo, espera-se que esses dados
possam contribuir ao conhecimento sobre a func¢do dos carotendides e dos compostos
fenolicos nos diferentes estadios reprodutivos de Gracilaria domingensis € que os resultados
referentes aos estudos fisiologicos possam ser utilizados em sistemas de cultivo de G.

domingensis, visando uma maior produtividade.
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VIIl. ABSTRACT

Gracilaria domingensis (Kiitz.) Sonder ex Dickie (Rhodophyta, Gracilariales) is a red alga
commercially important as source of raw material for agar production. For being suitable for
cultivation, there is a growing interest in the study of its secondary metabolism compounds
for searching biologically active molecules. This study has the objectives to assess the
seasonal variation of carotenoids and phenolic compounds from different reproductive phases
of G. domingensis, and to evaluate the antioxidant activity from these extracts. Effects of
temperature, salinity, irradiance and nutrients on two developmental stages (sporeling and
adult tetrasporophyte) and the effects of irradiance and nutrients on pigments (chlorophyll a,
phycoerythrin, phycocyanin, and allophycocyanin), carotenoids and protein contents were
also investigated in laboratory conditions. Specimens of G. domingensis were collected
seasonally in Lagoinha Beach, Floriandpolis, Santa Catarina State, from May/2008 to
January/2010. The population was predominated by tetrasporophytic specimens. Carotenoids
from different reproductive phases were identified by HPLC, and xanthophylls (lutein,
zeaxanthin and B-cryptoxanthin), and a-carotene and B-carotene (cis and trans) were detected.
The major carotenoid was trans-f-carotene. The profile of phenolic compounds (determined
by HPLC) was characterized by epicatechin, gallocatechin, traces of gallic acid and a non-
identified compound (named compound X - Rt 4.4 min). The seasonal variation of
carotenoids and phenolic content was modulated by changes in environmental conditions, and
carotenoid accumulation was related to photoprotection and stress caused by the decrease of
temperature. The accumulation of phenolic compounds was also related to photoprotection
and protection and/or maturation of reproductive structures of G. domingensis. The principal
component analysis (PCA) showed characteristic groups: one group composed by female
gametophytes collected in autumn and the other composed by male gametophytes collected in
winter, spring and summer, which were grouped due to the high concentrations of carotenoids
and / or phenolic compounds. These results could be explained by the photoprotective role
played by carotenoids and phenolic compounds, and the need of haploid specimens
(gametophytes) to develop mechanisms to survive in adverse environmental conditions and to
ensure the maintenance of the population. Results of laboratory experiments showed that
different stages of development (sporelings and adults) have distinct physiological responses
to the parameters evaluated. Carposporelings and tetrasporelings did not tolerate low
temperatures, and died at 15-20°C and 15°C, respectively. The optimum temperature for
carposporeling development was 30°C; for tetrasporeling was 20 and 25°C. For adult

tetrasporophyte, the highest growth rates were recorded at 20 and 25°C. Carposporelings
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tolerated salinities from 25 to 60 psu, and maximum growth occurred at 30 ups while
tetrasporelings tolerated salinities from 25 to 55 psu, and maximum growth occurred at 40
and 45 ups. For adult tetrasporophytes tolerated salinities from 10 to 50 psu (they did not
survive at salinity of 60 psu), and the maximum growth occurred at 40 ups. The interaction of
irradiance and seawater enriched with von Stosch’s solution (VSES) concentrations showed
that growth of carposporelings and adult tetrasporophytes was not influenced by VSES
concentrations. However, the irradiance was determinant factor on growth, and basal discs
and erect fronds of carposporelings and apical segments of tetrasporophyte presented the
highest growth when cultured under high irradiances (150 e 100 pmol photons m? s,
respectively). The concentrations of phycobiliproteins and carotenoids on tetrasporophytes
were influenced by irradiance levels. Low irradiance (50 pmol photons m? s) stimulated
phycobiliprotein accumulation while high irradiance (100 pmol photons m™ s™) stimulated
carotenoid accumulation. These results show the importance of these pigments in the
photoprotection and acclimation of tetrasporophytes to face changes in irradiance levels.
Considering the set of results obtained in the present study, it is expected that these data could
contribute to the knowledge on the role of carotenoids and phenolic compounds in different
reproductive phases of G. domingensis and results on physiological studies could be applied

in mariculture of G. domingensis in order to improve the productivity.
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